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RESUMEN

En los ultimos afios se 'ha publicado un extenso nimero de estudios que indican
diferencias tanto individuales como entre los sexos en los patrones de actividad
electroencefalogréifica (EEG). Los resultados muestran de manera clara diferencias en
el funcionamiento entre hombres y mujeres, tanto en la actividad EEG como en su
respuesta ante diversas situaciones del medio ambiente, como por ejemplo, los cambios
conductuales que ocurren durante diferentes estados fisiologicos (ansiedad, estrés) y
que se han relacionado con la presencia de esteroides hormonales.

Por esto, nos parecié interesante investigar el efecto combinado que las hormonas
sexuales y un ansiolitico (diazepam), provocan en el EEG de ratas machos y hembras
en la edad adulta (gonadectomizados después de la pubertad), con y sin la accién de
esteroides gonadales.

Para tal efecto se registrd el EEG de 60 ratas adultas de la cepa Wistar, 30 machos y 30
hembras divididos en 3 grupos de cada sexo. Los machos recibieron propionato de
testosterona, Salfa-dihidrotestosterona (5-DHT) o vehiculo; mientras que a las
hembras se les administré progesterona, benzoato de estradiol o vehiculo.

Se registr6 el EEG durante 3 dias, uno de linea base ya fuera con hormona o con
aceite, otro con hormona o con aceite ms el vehiculo del diazepam y otro con hormona
0 con aceite mas diazepam (2 mg/Kg i.m.). Con la Transformada Répida de Fourier se
calculd la potencia absoluta (PA) y la potencia relativa (PR), y con el coeficiente de
correlacion Producto-Momento de Pearson, la correlacion interparietal (CI), de las
bandas del EEG.

El andlisis cuantitativo del EEG mostrd que: el diazepam, en los machos
gonadectomizados incrementa la PA de alfa, betal y beta2, asi como la CI de delta, y
disminuye la CI de theta lento, theta rapido y betal; mientras que en las hembras
gonadectomizadas, adicionalmente disminuye la’PA de theta lento y theta rapido.

Los efectos del diazepam sobre el EEG no fueron modificados por el tratamiento con
ropionato de testosterona, en tanto que con la 5a-DHT disminuy6 la CI de todas las
andas.

En el caso de las hembras, la administracién combinada de diazepam v cada esteroide
sexual provocé: con el estradiol, una respuesta similar en el EEG de las hembras a la
de los machos gonadectomizados o tratados con testosterona; y, con la progesterona,
adicionalmente asimetria interparietal y disminucién en la correlaciéon interparietal de
todas las bandas electroencefalograficas.

Estos resultados nos proporciona informacién sobre los efectos del diazepam en el
acoplamiento interparietal del EEG y demuestran que la respuesta EEG al diazepam en
las ratas adultas es sexualmente dimorfica y depende de los efectos activadores de los
esteroides gonadales.



I. INTRODUCCION

El estrés y la ansiedad se han convertido, seguramente, en una caracteristica de nuestros dias;
forman parte de la cultura y de la forma de vida actual, sobre todo de las grandes ciudades,
debido, en gran medida, a la creciente industrializacién, desarrollo y complejidad tecnoldgica,
que no sélo provoca un gran deterioro en el medio ambiente, sino también dafios importantes
al organismo, como el estrés y la ansiedad mencionados.

La ansiedad en los seres humanos se presenta como respuesta a un peligro real, que en muchas
ocasiones genera un sentimiento persistente de tensién y de miedo, un aumento en la
reactividad a los estimulos y una serie de cambios a nivel del Sistema Nervioso, tales como:
desérdenes gastrointestinales, tensién muscular, presion arterial, vértigo o insomnio. Cuando
la ansiedad se presenta ante estimulos reales funciona sobre la base de un sistema de alerta
bioldgico ante situaciones que se perciben como potencialmente peligrosas, las cuales son
capaces de activar y modular la conducta, elevando el nivel adaptativo; cuando se presenta ante
situaciones imaginarias puede convertirse en patoldgico, sobre todo cuando las manifestaciones
son excesivas en intensidad y duracién, afectando la calidad de vida ostensiblemente.

Mientras que el estrés ha sido definido como la activacién de mecanismos de defensa
fisiologica, ya sea por medios fisiologicos o psicoldgicos (A‘bbott y Bonder, 1996), la ansiedad
ha sido conceptualizada como una hipersensibilidad a los estimulos aversivos, la cual puede
estar mediada por un funcionamiento excesivo de los sistemas de neurotransmision,
particularmente el de las catecolaminas, el de la serotonina y principalmente el sistema
GABAérgico (Deakin, 1988; Haefely, 1988). Se conoce muy poco acerca de los mecanismos
responsables de esta alteracion, sin embargo, para su tratamiento se cuenta con varias
alternativas, entre ellas, el empleo de firmacos, denominados ansioliticos, los cuales

disminuyen o eliminan la ansiedad.



Tanto el estrés como la ansiedad provocan cambios en el cuerpo humano; entre estos cambios
se encuentra la secrecion de un gran nimero de substancias, particularmente de hormonas,
como son: las catecolaminas, la adrenocorticotropina (ACTH), el cortisol, la prolactina y la
hormona luteinizante (Mark y cols., 1992; Rebuffé-Scrive y cols., 1992; Rozenzweig y
Leiman, 1992).

La participacion del sistema enddcrino en los cambios conductuales y fisiolégicos asociados
con el estrés, es evidente. El sistema endécriné esta involucrado en actividades tales como la
respuesta a las demandas del medio externo y parece ser activado de modo diferente en machos
que en hembras. En los hoﬁbres los niveles de epinefrina y cortisol son mds altos que en las
mujeres; el sistema neuroenddcrino y la hormona luteinizante responden de modo diferente en
las mujeres que en los hombres.

El. registro de la actividad electroencefalogrifica (EEG) ha sido itil para investigar el
funcionamiento cerebral en diferentes condiciones. El patron de actividad EEG particular
refleja  estados funcionales globales; la composicion del EEG varia con diversas
manipulaciones experimentales como la privacion de sueio, el estrés y manifestaciones
conductuales especificas (Arce, 1993; Corsi-Cabrera y cols., 1994; Iwata y Mikuni, 1980;
John y cols., 1992; Judrez y cols., 1992, entre otros). Algunos estudios han reportado,
ademas, diferencias sexuales en el EEG y en las respuestas relacionadas al estrés tanto en el
hombre (Corsi-Cabrera y cols., 1989; Creutzfeldt, 1976), como en la rata (Corsi-Cabrera y
cols., 1993).

Si-los cambios observados en el EEG en situaciones generadoras de ansiedad se deben al
estrés, la administracién de un ansiolitico debera provocar los efectos opuestos. Sin embargo,
puesto que hay diferencias sexuales en las respuestas al estrés, el efecto del ansiolitico deberia
ser diferente entre los sexos y/o dependiente de los niveles hormonales.

Con el propésito de evaluar el efecto combinado de las hormonas sexuales y un ansiolitico

sobre la actividad EEG de ratas machos y hembras se disefié esta investigacion.



1. FENOMENOLOGIA DE LA ANSIEDAD

Se ha descrito a la ansiedad como un cambio en el estado de 4nimo en el cual convergen
numerosos factores, uno de ellos es el hormonal del cual se tiene quiza el mejor ejemplo en la
placidez del embarazo, en los cambios afectivos que caracterizan la adolescencia, o en la
‘menopausia, entre otros. Ademads, en las mujeres en edad fértil es frecuente observar
fluctuaciones del estado de dnimo que coinciden con las variaciones de los niveles circulantes
de las hormonas gonadales relacionadas con las funciones reproductivas. Sin embargo, a la
fecha no se ha esclarecido completamente la o las acciones de las hormonas gonadales sobre la
actividad de los circuitos neuronales encargados del procesamiento emocional, es decir, del
sistema limbico.

Altos niveles de ansiedad se han reconocido como una de las caracteristicas del sindrome
premenstrual (Golub, 1976). La progesterona disminuye ripidamente antes de la
menstruacion, por lo tanto, se ha atribuido el incremento en 10s niveles de ansiedad a la
ausencia de progesterona.

Tradicionalmente, los estudios del ciclo menstrual se enfocaban uUnicamente hacia la potencia
de los estrogenos para producir proliferacion endometrial, y de la progesterona para
transformar ese epitelio eﬁdometrial en tejido glandular con propiedades secretoras. Sin
embargo, en estudios mds recientes se ha demostrado que las fluctuaciones ciclicas de las
hormonas gonadales femeninas se asocian con cambios en el estado de animo. Durante la
primera fase del ciclo menstrual las mujeres son mds activas y reportan mayor sensaciéon de
bienestar. Cuando los niveles de progesterona empiezan a elevarse hay una conducta mas
introvertida, pasiva y receptiva. En el periodo premenstrual, cuando descienden los niveles
hormonales, puede presentarse ansiedad, irritabilidad, hostilidad, angustia y rasgos de
depresion; ademds, este periodo se encuentra relacionado con deterioro del humor (Bancroft y
Backstrom, 1985) y de la ejecucion de algunas tareas cognoscitivas (Creutzfeldt y cols., 1976);
un mejoramiento en las mismas variables se observa durante, o alrededor, de la ovulacidn.

Los cambios conductuales que ocurren durante esos diferentes estados fisiologicos se han



relacionado con la presencia de esteroides. A este respecto, es bien conocido que la
progesterona posee propiedades antiagresivas y ahsioliticas (Bancroft y Backstrom, 1985;
Haefely, 1988). Esta hormona en algunas ocasiones se usa clinicamente para el tratamiento de
la ansiedad asociada con el sindrome premenstrual y sobre todo en tratamientos crénicos como
la menopausia.

En estudios con animales se ha demostrado que las hembras, durante el estro conductual y
vaginal incrementan la ambulacién de campo abierto, en comparacién a hembras
ovarectomizadas o en otras fases del ciclo estral, lo que ha sido interpretado como una
reduccion en la ansiedad (Gray y Levine, 1964).

Los resultados encontrados por Ferndndez-Guasti y Picazo (1992), sugieren similitudes con los
resultados clinicos: con niveles bajos de progesterona se observa un aumento en la conducta
de enterramiento, comportamiento que se ha interpretado como ansiedad en ratas.

Aunque en todos los casos los corticosteroides provienen de las progestinas, cuando nos
enfrentamos a una situacién estresante se producen mas corticosteroides, los cuales son
necesarios para que el organismo afronte la situacion; lo anterior produce una disminucién en
los niveles circulantes de esta hormona. En las mujeres, estas fluctuaciones hormonales

afectan el ciclo menstrual.

CAMBIOS FISIOLOGICOS Y CONDUCTUALES EN LA RATA EN UNA PRUEBA DE
ANSIEDAD
Existen diferencias en las conductas que hembras y machos roedores exhiben en una prueba de
ansiedad. En particular, las hembras adultas muestran un mayor patrén ambulatorio (actividad
psicomotora) y de actividad en la cola, y defecan menos que las ratas machos en una prueba de
campo abierto (Anderson, 1941; Broadhurst, 1957). Durante el estro conductual y vaginal, las
hembras aumentan su conducta de ambulacién a campo abierto, lo cual ha sido interpretado
como una disminucién de la ansiedad (Ferniandez-Guasti y Picazo, 1992). Estos datos se han
usado como evidencia para indicar que las hembras exhiben menos emocionalidad (ansiedad,

timidez), que los machos; pero en cambio, las ratas machos muestran mayores niveles de



interaccion social que las ratas hembras y son mds resistentes a un choque eléctrico que éstas
(Johnston y File, 1991).

Johnston y File (1991) observaron que la conducta de las hembras y de los machos difiere
dependiendo de la prueba de ansiedad utilizada, y encontraron que el ciclo estral parece jugar
un papel importante en la actividad espontdnea de correr en una rueda.

Las ratas hembras muestran menos aversion para el brazo abierto en la prueba del laberinto
elevado en forma de cruz, comparadas con las ratas machos; también entran mas en los brazos
del laberinto, lo cual indica un mayor nivel de actividad motora en esta prueba (Blizard y
cols., 1975; Farabollini y cols., 1987).

Estos resultados parecen indicar que las ratas hembras Wistar son menos ansiosas que las ratas
machos Wistar en la prueba del laberinto en forma de cruz. Hay evidencias de que algunos
agentes ansioliticos reducen la aversién que muestran las ratas para la entrada al brazo abierto

del laberinto (Lister, 1987; Pesould y Treit, 1992).



III. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA ANSIEDAD

Como ya se menciondé en la introduccién, la ansiedad ha sido conceptualizada como una
hipersensibilidad a los estimulos aversivos, la cual puede estar mediada por un funcionamiento
excesivo de los sistemas de neurotransmisién, particularmente el de las catecolaminas y el de
la serotonina (Deakin, 1988; Haefely, 1989A y B). También se ha asumido que el sistema
GABAérgico estd alterado. Se conoce muy poco acerca de los mecanismos responsables de
esta alteracion; sin embargo, para su tratamiento se cuenta con varias alternativas, entre ellas,
el empleo de firmacos que disminuyen o eliminan la ansiedad y son denominados ansioliticos.
Entre estas drogas se encuentran las benzodiacepinas como el diazepam (Rozenzweig y
Leiman, 1992), los barbitiricos como el pentobarbital, y el alcohol etilico (Gray, 1982).
Dichos compuestos tienen perfiles farmacoldgicos, quimicos y clinicos muy diferentes, pero
todos son efectivos para reducir la ansiedad (Goodman y Gilman, 1988). Los barbitdricos han
caido en desuso, pues en la préctica clinica las benzodiacepinas han probado ser mas efectivas
como ansioliticos debido a su potencia ansiolitica, anticonvulsivante, sedativa y relajante
muscular; no obstante que las benzodiacepinas son los ansioliticos mas usados, tienen una
serie de efectos colaterales, tales como: ataxia, disminucién de la coordinacién motora de
movimientos finos, ’produccién de estados hipnéticos, dependencia fisica, sindrome de
abstinencia y tolerancia. En algunos usuarios crénicos de las benzodiacepinas se han
presentado casos de homicidios e incluso suicidios, asociados a la pérdida de la memoria
(Gray, 1982).

Una de las razones para utilizar las benzodiacepinas en las poblaciones clinicas humanas es que
estos agentes farmacoldgicos parecen inhibir algunas formas de agresién en animales
experimentales; sin embargo, no son muy claros los efectos "anti-agresivos" globales que sean
indicadores relevantes de la eficacia de éstas.

Randall y Kappel (1961), reportaron que uno de los primeros efectos de las benzodiacepinas es

la capacidad para incrementar la ingesta de comida, asi como la absorcion de agua; estos



resultados sugieren que los ansioliticos tienen un efecto estimulante directo sobre los sistemas
biolégicos que controlan estas conductas motivadas. Ademds, los ansioliticos facilitan las
conductas consumatorias en presencia o ausencia de estimulos que provoquen "miedo".

Benson y cols. (1970), demostraron que los ansioliticos evitan la manifestacion de una gran
variedad de reacciones somdticas al estrés, incluyendo la elevacion de la presion arterial y de

la temperatura corporal.

BENZODIACEPINAS
El término benzodiacepina (BZD), es frecuentemente empleado de manera general y amplia,
ya que es usado para fidrmacos que tienen propiedades farmacoldgicas caracteristicas, las
cuales son cldsicas hoy en dia. Los componentes estructurales relacionados con la base benzo
1,4 diacepina, son comtinmente llamadas BZD (Haefely, 1988).
Las BZD han sido clasificadas en cuatro grupos farmacoldgicos, dependiendo del radical que
Se una a su estructura bdsica, la mayoria de estos compuestos tiene dtomos de nitrégeno en las
porciones 1 y 4 del anillo heterociclico:
I) 2-cetobenzodiacepinas, su mejor exponente es el diazepam, el radical que se une es el
grupo cetona y posee metabolitos farmacolégicamente activos;
II) 3-hidroxibenzodiacepinas, sus mejores  exponentes son el oxacepam y el
lorazepam, el radical que se une es el grupo hidroxilo, no posee metabolitos con
actividad farmacoldgica;
III) 7-nitrobenzodiacepinas, su mejor exponente es el nitrazepam, el radical que
se une es el grupo nitrilo y puede o0 no poseer metabolitos con actividad
farmacoldgica;
IV) triazolobenzodiacepinas, su mejor exponente es el triazolam, el radical que
se une es el anillo triazolo, un anillo heterociclico de cinco miembros y puede o no
poseer metabolitos farmacoldgicamente activos.
En afios recientes se ha desarrollado una gran cantidad de nuevos ansioliticos; entre estos

compuestos se encuentran varios agentes con efectos especificos sobre la serotonina y que no



interactian con los receptores de las benzodiacepinas. Estos agentes son: la buspirona, la
ipsapirona y el indorrenato.(Feméndez-Guasti y Hong, 1990); todos ellos producen efectos
ansioliticos en diversos modelos experimentales con animales.

Las benzodiacepinas ejercen sus efectos ansioliticos reduciendo la transmision serotonérgica
central y pueden deprimir la actividad motora, por lo menos en parte, reduciendo la
transmisién noradrenérgica central. Las benzodiacepinas también disminuyen la velocidad del
recambio cerebral de la serotonina. Estos resultados apoyan la creencia comiin de que la
accion depresora de las benzodiacepinas puede depender de su accién en las sinapsis
serotonérgicas en interaccién con el 4cido gama-aminobutirico (GABA).

El GABA y la serotonina han sido reconocidos como los principales neurotransmisores

involucrados en la regulacion de la ansiedad (Oakley y Tyers, 1992; Zivkovic y cols., 1992).

ABSORCION DE LAS BZD.

Cuando las drogas se administran por via oral, la absorcién comienza en el tracto
gastrointestinal. Generalmente, las BZD se absorben de manera rdpida y completa (Lader,
1992). Todas se unen a la molécula de albiimina plasmatica humana y a las glicoproteinas.

La absorcién en el estémago y el yeyuno es la mds importante, pero el sitio de mayor
absorcién depende de las propiedades quimicas de cada droga. La absorcién gistrica se ve
favorecida con un estémago vacio, ya que la droga hace contacto sin dificultad con las paredes

(Lader, 1992).

DISTRIBUCION DE LAS BZD

Aunque no se ha encontrado una clara relacion entre las concentraciones plasmaticas y sus
efectos clinicos (Ellinwood.y cols., 1987; Greenblatt y cols., 1992), se sabe que las BZD
pasan con relativa facilidad la barrera hematoencefilica y se captan en un gran porcentaje y de
manera rdpida dentro de la substancia gris en el cerebro, donde se difunden lentamente debido
a que las concentraciones de droga libre (no unida), que determina la tasa de difusién, son

bajas (Lader, 1992).



Por otra parte, las drogas hipoliposolubles se excretan por el rifién sin ser modificadas; las
altamente liposolubles, sin embargo,-se difunden facilmente a lo largo de las membranas del
cuerpo y se reabsorben por difusién desde el filtrado glomerular en el rifién. La presencia de la
droga en forma libre o de sus metabolitos en las heces, sugiere una degradaci6én hepética biliar

(Lader, 1992).

METABOLISMO DE LAS BZD

En cuanto a la transformacion, es una forma de metabolismo hepiético y tiene dos fases: una
preparatoria (oxidacion, reduccion e hidrélisis), y otra sintética (conjugacién). La primera es
una biotransformacion lenta, donde la oxidacién es la forma méds comin de metabolismo,
mientras que la reduccién y la hidrdlisis son poco usuales. Se producen metabolitos activos
que convierten a las BZD en firmacos de accién prolongada. Por otra parte, la conjugacién
consiste en el acoplamiento de moléculas tales como 4cidos glucorénidos, radicales acetil y
sulfatos para formar glucouronatos, metabolitos menos liposolubles y mas ficilmente

excretables.

ELIMINACION DE LAS BZD

El metabolismo del diazepam tiene una fase rapida (vida media, 7-10 horas) y otra lenta (vida
media, 2-6 dias). Durante la primera es transformado a N-desmildiazepam (Nordiazepam), el
cual, en la siguiente fase es metabolizado lentamente y aparece en la orina en forma de
metabolitos conjugados hasta 24-36 horas después de la primera dosis.

Las substancias altamente liposolubles tienen una baja tasa de eliminacién renal. Para ser
eliminadas, deben ser metabolizadas a sus derivados, que son mis polares. La mayor parte de
las substancias posee un grupo hidroxilo incorporado a su molécula, lo que permite un rapido
acoplamiento con 4cido glucorénido o sulfato. A través de este ensamble, se inactivan
farmacoldgicamente y se vuelven solubles en agua, por lo cual se excretan rdpidamente por la

orina.



MECANISMO DE ACCION DE LAS BZD

El descubrimiento de los substratos neuroanatémicos y de los mecanismos neurofisiologicos
involucrados en los fendmenos de ansiedad no ha sido sencillo. Las dificultades emergen, en
parte, debido a que la ansiedad como manifestacién clinica tiene un caracter subjetivo dificil de
determinar en forma especifica. Sin embargo, un avance importante en esta area se dio con el
descubrimiento de que en el cerebro de los mamiferos, incluyendo al hombre, se encuentran
sitios de uni6n para las benzodiacepinas que son de alta afinidad y estereoespecificos para estas
sustancias.

Se ha comprobado que la administracion de benzodiacepinas altera una serie de
neurotransmisores en el Sistema Nervioso Central, por lo que se piensa que éstos entonces
juegan un papel importante en la patogénesis de los trastornos de ansiedad. Entre los
neurotransmisores que han sido involucrados en esto sobresalen la noradrenalina, la serotonina
y el dcido gamma-aminobutirico.

Se sabe que las benzodiacepinas producen sus efectos al unirse en forma alostérica al receptor
GABA y canales de cloro. Un intento de explicacién de como el GABA interviene en la
accion de las benzodiacepinas propone que el diazepam y sustancias afines, facilitan la
transmision mediada por GABA, debido a que la velocidad del recambio del GABA disminuye

tras la inyeccion del diazepam (Stephens y col., 1987).

EL COMPLEJO SUPRAMOLECULAR RECEPTOR DE GABA-RECEPTOR DE
BZD-IONOFORO DE CLORO.
La exposicién constante a BZD afecta el mecanismo natural de retroalimentaciéon de la
liberacion de GABA, lo que resulta en una disminucion de su produccién o liberacion (Scharf
y Feil, 1983). Sin embargo, las BZD requieren de la presencia de transmisiones GABAérgicas
funcionales para mostrar su accion.
Todos los receptores de las BZD de tipo central parecen estar acoplados -estructural y

funcionalmente- a receptores de GABA y a canales de cloro (ion6foros de cloro), para formar
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un complejo supramolecular.

El modelo que permite unificar tales interacciones comprende una proteina tetramérica
formada por cuatro protdmeros (subunidades) muy similares, delimitada en el centro por un
canal anién. Cada subunidad posee tres elementos con diferentes funciones: un iondforo de
cloro, como efector/transductor; el receptor de GABA, con la funcién de reconocimiento del
neurotransmisor, que induce cambios en la conformacion del ionéforo; y otro elemento mds,
que capta a las BZD, con funciones de modulacién alostérica del acoplamiento receptor de
GABA-ion6foro de cloro. El probable modulador alostérico endégeno (ligando) de estas
interacciones moleculares puede ser una proteina 4cida termoestable, la cual modifica
indirectamente la conformacion de la organizacién supramolecular del sitio de reconocimiento
en el receptor de GABA (cambiando su afinidad al neurotransmisor), mediante un proceso de
activacién o inhibicién acoplado a la funcién de los receptores centrales de las BZD.

Cuando el GABA se une a su sitio de reconocimiento, el ionéforo de cloro se abre permitiendo
una redistribucién a lo largo de la membrana de acuerdo al gradiente de concentracién

(cambios en la conductancia al cloro), mediado por GABA.

ACCION DE LAS BZD SOBRE LAS MONOAMINAS DEL SNC.

La tasa de sintesis-liberacion de las catecolaminas (noradrenalina y dopamina) disminuye de
manera transitoria bajo el efecto de las BZD (Jacqmin y Lesne, 1985); éstas producen una
marcada disminucién en la actividad unitaria de las neuronas del rafe dorsal (Trulson y cols.,
1982), y disminuyen la sintesis-liberacion de 5-HT (Stein y cols., 1977).

La 5-HT, en el Sistema Nervioso Central, se encuentra implicada en una gran variedad de
enfermedades neuroldgicas y psiquidtricas relacionadas con: actividad locomotora, suefio,
conducta sexual, memoria, ingesta, funciones cardiovasculares, etc. Todas estas conductas son
alteradas por manipulaciones en las vias serotonérgicas.

Las primeras evidencias de la participacion de la 5-HT en la ansiedad provienen de trabajos
clinicos, ya que algunos pacientes ansiosos o deprimidos presentan una reduccidn en el

metabolismo de la serotonina. La administracion de ansioliticos, como el diazepam,
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disminuyen la recaptura y la actividad de la serotonina, aunque el papel que juegan las
benzodiacepinas sobre las vias serotonérgicas es muy controvertido porque no es necesario que
estas vias se encuentren intactas para que las benzodiacepinas logren su efecto ansiolitico
(Kahn y cols., 1988; Kennett y cols., 1987).

El papel de la serotonina en la ansiedad se ha investigado de diversas formas; por ejemplo, con
lesiones en las vias serotonérgicas, o con drogas que actian més o menos selectivamente en los
receptores de la 5-HT, por la destruccién de porciones del nicleo del rafe (el sitio de origen de
las vias serotonérgicas), etc.

La disminucién en la funcién de la 5-HT, por medio de la paraclorfenilalanina (un inhibidor de
la sintesis de la serotonina), restablece las respuestas suprimidas en la prueba de conflicto de
Geller-Seifter y de Vogel; este efecto puede ser bloqueado con la administracién de 5-
hidroxitriptofano, aminoacido precursor de la serotonina, o por medio de algunos agonistas
serotonérgicos (Engel y cols., 1984; Tye y cols., 1979).

La destruccién de vias serotonérgicas, a través de algunas neurotoxinas como la 5,6 0 5,7
dihidroxitriptamina, restablece las respuestas suprimidas en las pruebas de Geller-Seifter y de
Vogel (Kahn y cols., 1988; Pellow y cols., 1985).

Asimismo, se han encontrado diferencias drasticas (40-50%), en el nimero de receptores a la
serotonina, que se manifiestan a lo largo del ciclo estral y, que muchas de éstas diferencias
dependen de la accién de hormonas esteroides (como el estradiol), de tal suerte que un mayor
tono serotonérgico provocado por la 5-HT ocasiona un aumento en los niveles de ansiedad

(Picazo y Fernindez-Guasti, 1995).

ACCION DE LAS BZD SOBRE LA ADENOSINA DEL SNC.

La participacion de este nucledtido al respecto, se apoya en el postulado de que la adenosina
se libera tanto de manera continua como fésica, como un neurotransmisor especifico desde las
terminales purinérgicas para actuar como un modulador inespecifico de la liberacion
presindptica de otros neurotransmisores (Jacqmin y Lesne, 1985; Stein y cols., 1977). El

mecanismo de accion de las BZD incluiria la inhibicién de la recaptura celular de adenosina,
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aumentando asi su efecto depresor sobre el disparo espontineo de las neuronas corticales

(Phillis y Wu, 1982).

ACCION DE LAS BZD SOBRE LA ACELTILCOLINA DEL SNC.

Las BZD pueden cambiar el contenido y la velocidad del recambio de acetilcolina, lo cual
sugiere que las neuronas colinérgicas pueden ser un blanco de la accién de las BZD, éstas
inducen una depresién del sistema colinérgico (Rektor, y cols., 1986), reduciendo la tasa de

disparo de las neuronas colinérgicas subcorticales, lo cual también es causado por el GABA.-

RELACION DE LAS BZD CON LA PROGESTERONA

Wieland y cols. (1991, 1992), demostraron que la progesterona afecta la cantidad de receptores
al GABA y a ia serotonina; mientras que Haefely (1989B) y Haefely y cols. (1975)
encontraron que la progesterona, al igual que las benzodiacepinas, incrementa la sensibilidad al
GABA.

Picazo y Ferndndez-Guasti (1995) han encontrado que la alopregnenalona, un metabolito
reducido de la progesterona el cual se produce en el tejido cerebral, es més activo que la
misma progesterona para disminuir la ansiedad. Estos efectos ansioliticos de la
alopregnenalona pueden ser bloqueados por un neuroesteroide antagonista de este metabolito,
el flumazenil.

La accion ansiolitica de esta hormona secretada endégenamente durante el ciclo estral, o
exdgenamente administrada, es mediada por el mismo o por mecanismos muy similares al de

las benzodiacepinas, pero que estidn por debajo de la accion de éstas.

LUGAR DE ACCION DE LAS BZD.

Los receptores benzodiacepinicos se encuentran ampliamente distribuidos en el Sistema
Nervioso Central y son sumamente abundantes en regiones cerebrales tales como la amigdala,
que es una estructura del Sistema Limbico, la cual ha sido implicada en la neurobiologia del

temor o la ansiedad (Pesould y Treit, 1995). Estudios conductuales en animales han sugerido
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especificamente que la amigdala se encuentra involucrada en la mediacién de los efectos
ansioliticos de las benzodiacepinas. Por ejemplo, microinfusiones de benzodiacepinas en la
amigdala pueden disminuir la ansiedad en un paradigma de conflicto, tal es el caso de la
conducta desinhibida suprimida por castigo. Ademds, este efecto anti-conflicto puede ser

bloqueado por la coadministracion de antagonistas de receptores benzodiacepinicos, tales como

el flumazenil (Hodges y cols., 1987).

14



IV. MODELOS ANIMALES PARA EVALUAR LA ACCION DE AGENTES
ANSIOLITICOS
El enorme valor que posee la existencia de modelos animales en el comportamiento humano,
normal o patoldgico, es algo que debe ser reconocido por todo investigador, ya que los avances
en muchas dreas del conocimiento se deben, en gran medida, a la disponibilidad de un modelo
que permita comprender los mecanismos subyacentes del proceso y, ademds, los principios
bisicos que nos han de guiar para intervenir de la forma mis correcta. Estos modelos deben
ser confiables, sensibles, rebroducibles y especificos a los objetivos de la investigacion.
Los modelos animales pueden proveer el grado de control experimental necesario para
conducir la investigacién neurocientifica.
Las pruebas que involucran el trabajo con animales fueron empleadas inicialmente para
predecir la seguridad y la eficiencia de algunos componentes farmacoldgicos nuevos, por los
peligros obvios que estdn involucrados al estudiar, en los humanos, los efectos de
componentes no probados.
En el caso de la ansiedad, los modelos animales han sido numerosos, entre ellos existen: los
de conflicto, interaccion social, evitacion pasiva y activa, respuesta de sobresalto por miedo,
aversion al sabor, estimulacién eléctrica, castigo de conducta locomotora, situaciones de no
reforzamiento, exploracion en un hoyo, respuesta emocional condicionada, preferencia de
lugar, ambientes novedosos, conducta de enterramiento, cruces entre dos compartimentos
iluminado/oscuro y, agresién y sonda electrificada, entre otros (Barret, 1992; Morales, 1992).
De los modelos anteriores los mas empleados son los de conflicto de Geller-Vogel, el de
enterramiento y el modelo del laberinto elevado en forma de cruz.
Los modelos de conflicto consisten basicamente en someter a ratas privadas de comida (Geller)
o de agua (Vogel) a una situacion operante donde la ingesta de comida/agua se asocia en forma
contingente con un choqu;: eléctrico (estimulo aversivo), generdndose asi una situacion

conflictiva de aproximacién/evitacion. Los resultados usuales muestran que los animales
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presentan pocas o cero respuestas durante la presencia del estimulo aversivo y més en su
ausencia. Si a los sujetos se les administra, previamente a la prueba, un ansiolitico como el
diazepam, las respuestas suprimidas durante el choque eléctrico se restablecen.

En el modelo de enterramiento (Fernindez-Guasti y Hong, 1990; Pinel y Treit, 1978), se
. coloca una barra electrificada dentro de la cimara donde se encuentra el sujeto, generdndose de
esta manera la situacion de conflicto, debido a que el animal cada vez que la toca sufre un
choque eléctrico. El animal procede a enterrar la barra para asi evitar el estimulo provocador
de ansiedad. Se han observado, con la administracién de ansioliticos, los mismos resultados
que en el modelo de Geller-Vogel.

En la prueba del laberinto elevado, los brazos se encuentran a 50 centimetros del pi_so; dos de
los brazos, de 10 centimetros de ancho, se encuentran abiertos y los otros dos se encuentran
circundados por una pared de 50 centimetros de alto. En una primera exposicion, las ratas
normalmente evitan entrar al brazo abierto, permaneciendo més en el brazo cerrado; el bajo
nimero de entradas y de permanencia en el brazo abierto es el mejor indice de ansiedad de este
paradigma.

El modelo de laberinto elevado en forma de cruz, al igual que el de conflicto de Geller-Vogel
y el de enterramiento, han probado ser instrumentos sensibles a la ansiedad (Pesold y Treit,
1992).

Un gran niimero de estudios con el laberinto elevado muestran la efectividad de los agentes
ansioliticos como el diazepam, ya que aumentan selectivamente el niimero de entradas de la
rata al brazo abierto del laberinto y la cantidad de tiempo que pasan en él. Los agentes no
ansioliticos, incluyendo los antidepresivos y los tranquilizantes mayores no tienen efectos
especificos sobre la actividad en el brazo abierto (Farabollini y cols., 1987; Fernandez-Guasti,

1992; Pesold y Treit, 1992).
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V. ELECTROENCEFALOGRAFIA Y ANSIEDAD

El electroencefalograma o EEG es una técnica que permite conocer algunos aspectos del
funcionamiento cerebral a través del registro de su actividad eléctrica. Su empleo ha permitido
discriminar entre distintos estados fisiolégicos como el suefio y la vigilia; también se ha usado
para la exploracién de cambios ante diversas condiciones como el reposo y la realizacién de
tareas, para determinar las diferencias que existen en el funcionamiento cerebral entre sujetos
sanos y enfermos, o en grupos que difieren en personalidad, inteligencia u otro rasgo
psicoldgico, para evaluar el efecto de firmacos y para investigar diferencias sexuales ante
diversas circunstancias, entre otros.

Ademis de la inspeccién visual del EEG, se han utilizado técnicas computacionales que
permiten cuantificar la actividad eléctrica cerebral. Entre las técnicas computacionales mas
comunes se encuentra €l andlisis espectral del EEG y el andlisis de correlacion entre dos
sefiales dadas. El analisis espectral puede obtenerse mediante el algoritmo matematico de la
Transformada Répida de Fourier (TRF), el cual descompone una sefial compleja en todas las
frecuencias que la componen y proporciona informacién acerca de la energia o potencia
(cuadrado de la amplitud de los componentes de la sefial) de cada frecuencia; el resultado es un
espectro de potencia.

A partir del espectro de potencia (Potencia Absoluta) pueden obtenerse otros pardmetros como
la potencia relativa o porcentaje de cada uno de los componentes del espectro, tomando como
100% la potencia total (John, 1987).

Asimismo se han podido realizar comparaciones funcionales entre diferentes areas corticales
gracias a los anilisis del espectro de coherencia y de correlacion entre dos sefiales. Estos
andlisis dan informacion sobre el grado de semejanza morfoldgica, la polaridad (negativa o
positiva de una onda) y la fase en tiempo (Harmony y cols., 1973; Shaw, 1984).

Partiendo de la base de que el EEG refleja los procesos neurofisioldgicos subyacentes, se ha

considerado que una actividad neuronal compartida por dos 4reas corticales se manifiesta como
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una actividad EEG muy parecida; en la medida en que los procesos neurofisiolégicos
subyacentes sean diferentes, las dos sefiales de EEG también lo serdn. Esto quiere decir que
mientras mayor sea la relacion funcional entre dos reas, mas semejante serd su actividad
(Grindel, 1982; Shaw, 1984). Los anilisis de coherencia o de correlacién proporcionan una
forma de investigar la organizacion entre dos zonas de la corteza o entre diversas estructuras
cerebrales (Grindel, 1982; Shaw, 1984). Su empleo ha mostrado que el grado de correlacién
cambia de un estado fisiolégico a otro, lo cual permite discriminar los cambios en la
organizacién funcional que acompafian a cada estado.

La actividad electroencefalogréfica, registrada sobre la superficie cortical en la rata, tal como
fue descrita por Vanderwolf (1992), consiste principalmente en actividad ripida y de bajo
voltaje, con frecuencias que van de los 10 a los 50 Hz, ¥ que corresponden aproximadamente a
los ritmos beta (12-30 Hz) y gamma (30-50 Hz) en la nomenclatura tradicional utilizada para el
hombre; las ondas ritmicas que van de los 10 a los 16 Hz corresponden a la actividad alfa en
el hombre y a los husos de suefio.

Las ondas lentas de 2-6 Hz, con una mayor amplitud, corresponden parcialmente a las
frecuencias correspondientes a delta (0.3-3.5 Hz) y a theta (4.0-7.5 Hz). Ademis de estos
patrones, un ritmo theta, con frecuencias que van de los 5 a los 12 Hz, puede registrarse
durante la vigilia y el suefio paradéjico, con electrodos colocados sobre la corteza posterior,
encima de la formacién hipocarhpal (Bland y Wishaw, 1976; Corsi-Cabrera y cols., 1994;
Kleinlogel, 1990; Krijzer en Kleinlogel, 1990; Trachsel y cols., 1992; Ugalde y cols., 1994).
Los patrones particulares de actividad electroencefalogrifica registrados durante la vigilia
reflejan el estado funcional del cerebro y la composicién electroencefalogrifica varia de
acuerdo con las diferentes manipulaciones experimentales como en la privacién de suefio, el
estrés y la conducta.

En estudios previos realizados en este laboratorio se han encontrado diferencias sexuales en la
actividad eléctrica cerebral tanto en el hombre (Arce, 1993; Corsi-Cabrera y cols., 1989 y
1993; Ramos, 1994), como en la rata (Judrez y cols., 1995B).

Las mujeres tienen mayor correlacién interhemisférica y mayor potencia absoluta en
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comparacién a los hombres (Arce, 1993; Corsi-Cabrera y cols., 1989; Flor-Henry y cols.,
1987). Ademds, la correlacion interhemisférica presenta oscilaciones significativas durante el
ciclo menstrual en la mujer (Solis-Ortiz y cols., 1991, 1992A y 1994) y durante el ciclo estral
en la rata (Corsi-Cabrera y cols., 1992); en ambos casos, la correlacion interhemisférica es
mayor en el periodo periovulatorio, cuando los niveles hormonales estin elevados. Estos
resultados sugieren una posible influencia por parte de las hormonas femeninas sobre la
actividad eléctrica cerebral.

Por otro lado, la privacién total de suefio induce un aumento significativo de la potencia
absoluta de las frecuencias correspondientes a delta en el espectro de potencia y una
disminucién significativa de la correlacion interparietal del ritmo theta en el EEG de la vigilia
en la rata (Ugalde y cols., 1994). La privacion de suefio paraddjico durante 72 horas induce
un aumento de la potencia absoluta y de la potencia relativa de theta y una disminuci6n
significativa de la potencia relativa de la banda delta y de la correlacién interparietal en la rata
(Corsi-Cabrera y cols., 1994). Sin embargo, los cambios observados después de la privacion
total de suefio y de la privacién de suefio paraddjico en el EEG de la vigilia pueden estar
reflejando estrés no-especifico o factores ansiosos derivados de las técnicas de privacion total o
selectiva de suefio, pues las ratas de control de estrés que estuvieron expuestas al nado forzado,
también mostraron un aumento en la potencia relativa de theta y una disminucion en la
correlacion interhemisférica. En estudios donde se registré la actividad EEG con electrodos
colocados sobre la corteza, se observé un aumento de la potencia relativa en las frecuencias
comprendidas entre 7.5 y 13 Hz; este aumento también se ha reportado en ratas expuestas a
estrés psicoldgico, inducido por el condicionamiento a la expectativa de un electrochoque
(Iwatta y Mikuni, 1980). Sin embargo, los efectos del estrés sobre la correlacion
interhemisférica no han sido explorados. Los cambios observados en la correlacion
interhemisférica y en la potencia relativa de theta tal vez se deban al estrés y no a la privacion
de suefio; si esto es asi, la administracion de un ansiolitico deberia inducir los efectos
opuestos. Por lo tanto, estamos interesados en estudiar los cambios en el EEG de la vigilia,

inducidos por una dosis ansiolitica de diazepam, un ansiolitico muy conocido.
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Por otra parte, en un extenso cuerpo de la literatura se ha demostrado que el estrés estd
relacionado con una respuesta sexualmente dimérfica, y que este dimorfismo sexual es
dependiente del estado gonadal y de la secrecion hormonal en ratas adultas. Por ejemplo, las
ratas hembras adultas deambulan mas y defecan menos que las ratas machos adultas; estas
respuestas se modifican con la castracién y se reinstauran con terapia hormonal (Beatty y
Fessler, 1976; Blizzard y cols., 1975); la interaccién social es modulada por un medio
ambiente familiar o no-familiar en ratas machos adultas, pero no en las hembras, y la
respuesta diferencial al medio ambiente, exhibida por los machos intactos, desaparece en los
machos que son castrados en la prepubertad (Primus y Kellogg, 1989, 1990); la sensibilidad a
choques eléctricos es mayor en los machos que en las hembras (Woolley y cols., 1961, 1962),
y la respuesta de choque-castigo se incrementa en ambos, hemﬁras adultas y machos adultos
castrados neonatalmente, después de una inyeccion de estrgenos o progesterona (Rodriguez-
Sierra y cols., 1986). La conducta de enterramiento también cambia durante el ciclo estral en
la rata (Fernandez-Guasti y Picazo, 1992).

El analisis cuantitativo del EEG en la corteza parietal en vigilia, de ratas adultas intactas ha
mostrado la existencia de diferencias sexuales. Los machos tienen mayor potencia relativa de
theta y menor potencia relativa de delta y beta que las hembras. La correlacién
interhemisférica es mayor en los machos que en las hembras (Judrez y cols., 1995B). Estas
diferencias sexuales son dependientes de la accién organizacional de los esteroides sexuales
durante el periodo critico prenatal de diferenciacion sexual del cerebro. La exposicion a
propionato de testosterona, en los fetos femeninos, durante los dias 14-19 de gestacion,
masculinizan el EEG. La potencia relativa de theta y los valores de correlacién interparietal
de esas hembras, registradas a los 100 dias de edad, fueron similares a las de los machos y
significativamente mayores a las de las hembras no tratadas (Juirez y cols., 1995B).

Ademds, los efectos organizacionales de los esteroides sexuales en las diferencias sexuales
sobre la potencia relativa y la correlacion interparietal mencionadas necesitan de la accién

activadora de los esteroides sexuales: la gonadectomia posterior a la pubertad elimina dichas
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diferencias (Del Rio, 1996).

Estos resultados, tomados en conjunto, sugieren la hipétesis de que los efectos del diazepam
sobre la actividad EEG sera diferente en machos y en hembras, y dependiente de la presencia
de esteroides gonadales. Pbr esto, los objetivos de esta investigacién son; 1) comparar los
efectos del diazepam sobre el EEG de ratas machos y hembras en la edad aduita, sin la accion
de esteroides gonadales. 2) Investigar si los efectos del diazepam sobre el EEG se modifican
por la presencia de esteroides sexuales, administrados después de la gonadectomia. 3) Para
corroborar los efectos ansioliticos del diazepam, evaluar experimentalmente la ansiedad
utilizando la prueba del laberinto elevado en forma de cruz, de acuerdo con los procedimientos
descritos por Pellow y cols. (1985).

Con lo anterior en mente, se registr6 la actividad EEG de ratas hembras y machos de la cepa
Wistar, gonadectomizadas después de la pubertad, con y sin restitucion hormonal, en un

modelo de ansiedad.
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VI. TRABAJO EXPERIMENTAL

En base a las evidencias anteriores, los . patrones particulares de actividad
electroencefalogrifica (EEG) registrados durante la vigilia reflejan el estado funcional global
del cerebro. La composicion del EEG varia de acuerdo a diferentes manipulaciones
experimentales como la privacion de suefio, el estrés y la produccién de conductas.

La privacion total de suefio induce un incremento significativo en la potencia absoluta del ritmo
delta y una disminucion significativa de la correlacion interparietal del ritmo theta en el EEG
de la vigilia de la rata (Ugalde y cols., 1994).

La privacion de suefio paradéjico durante 72 horas provoca disminucién en la potencia relativa
del ritmo delta, aumento en la potencia relativa y en la potencia absoluta del ritmo theta y
disminucion en la correlacién interparietal en el EEG de la rata (Corsi-Cabrera y cols., 1994).
Sin embargo, los cambios observados en el EEG de la vigilia después de la privacion total de
suefio y de la privacion de suefio paraddjico pueden estar reflejando un estrés no especifico o
factores ansiosos derivados de las técnicas de privacién total o selectiva de suefio, pues las.
ratas de control de estrés que estuvieron expuestas al nado forzado, también mostraron un
aumento en la potencia relativa del ritmo theta y una disminucién en la correlacién
interparietal, pero no se observaron cambios en la potencia absoluta del ritmo theta.

Si los cambios observados en la correlacion interparietal y en la potencia relativa de theta se
deben al estrés y no a la privacion de suefio paraddjico, la administracién de un ansiolitico
deberia inducir los efectos opuestos. Los efectos de los ansioliticos sobre la correlacion
interhemisférica no se han explorado, por lo que es interesante estudiar los cambios en el EEG
de la vigilia inducidos por una dosis ansiolitica de diazepam, una benzodiacepina con efectos
ansioliticos bien conocidos.

En los ltimos afios se han publicado estudios que demuestran que las respuestas relacionadas
al estrés son sexualmente dimérficas y dependen de los niveles de hormonas gonadales, y que

los efectos de las benzodiacepinas estin modulados por los esteroides sexuales. Por ejemplo,

22



en las pruebas de campo abierto, las ratas hembras deambulan més y defecan menos que las
ratas macho; estas respuestas se modifican con la castracién y se restituyen con terapia
hormonal (Beatty y Fessler, 1976; Blizzard y cols., 1975); la interaccién social es modulada
por un medio ambiente familiar o no-familiar en ratas machos adultas, pero no en las hembras,
y la respuesta diferencial al‘medio ambiente, exhibida por los machos intactos, desaparece en
los machos que son castrados en la prepubertad (Primus y Kellogg, 1990); la sensibilidad a
choques eléctricos es mayor en los machos que en las hembras (Woolley y cols., 1961), y la
respuesta de choque-castigo se incrementa en ambos, hembras adultas y machos adultos
castrados neonatalmente, después de una inyeccién de estrégenos o progesterona (Rodriguez-
Sierra y cols., 1986). La conducta de enterramiento también cambia durante el ciclo estral en
la rata (Ferniandez-Guasti y Picazo, 1992). Durante el estro vaginal y conductual, las hembras
incrementan su conducta ambulatoria en campo abierto, lo cual se ha interpretado como una
reduccién en la ansiedad (Fernindez-Guasti y Picazo, 1992). Las ratas macho muestran
mayores niveles de interaccion social que las ratas hembra y son més resistentes a un choque
eléctrico que éstas (Johnston y File, 1991).

Los andlisis cuantitativos del EEG de la corteza parietal de ratas adultas han mostrado
diferencias sexuales. Los machos tienen mayor potencia relativa del ritmo theta y menor del
ritmo delta que las hembras. EI acoplamiento interhemisférico, evaluado con la correlacién
interparietal, es mayor en los machos que en las hembras (Judrez y Corsi-Cabrera, 1995A).
Estas diferencias sexuales dependen de la accién organizadora de los esteroides sexuales
durante el periodo critico prenatal de diferenciacion sexual del cerebro. La exposicién de fetos
hembra a propionato de testosterona durante los dias 14-19 de gestacion, masculiniza el EEG.
Los valores de potencia relativa de theta y de correlacién interparietal de estas ratas hembra, a
los 100 dias de edad, son similares a los de ratas macho y significativamente mayores que los
de ratas hembra no tratadas (Juarez y cols., 1995B).

Ademas del efecto organizador de los esteroides sexuales, las diferencias sexuales en la
potencia relativa y en la correlacion interparietal necesitan de la accién activadora de estas

sustancias, pues la gonadectomia después de la pubertad las elimina (Del Rio-Portilla y cols.,
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1996).

Estos hallazgos en conjunto, sugieren que los efectos del diazepam sobre la actividad EEG
podria ser diferente entre machos y hembras, y depender de la presencia de esteroides
sexuales.

El propésito de este estudio fue investigar los efectos del diazepam sobre el EEG de ratas

hembras y machos con y sin la accién activadora de los esteroides sexuales.

OBJETIVOS GENERALES

A) Conocer el efecto de la progesterona o del benzoato de estradiol, sobre el EEG de ratas
hembras gonadectomizadas; y de la testosterona o la Sa-dihidrotestosterona (5a-DHT), sobre
el EEG de las ratas machos gonadectomizados.

B) Caracterizar el efecto de un ansiolitico (diazepam), sobre el EEG, en ratas hembras y
machos gonadectomizadas.

C) Caracterizar la interaccién de un ansiolitico con las hormonas antes mencionadas sobre el

EEG en un modelo de ansiedad.

SUJETOS

- Se utilizaron 60 ratas de la cepa Wistar, 30 hembras y 30 machos a la edad de 80 dias, con
un peso entre 250-300 gramos para las hembras y entre 300-350 gramos para los machos.

- Desde la edad de 60 dias se mantuvo a las ratas con acceso libre a comida y agua, bajo un
horario de 12 horas de luz por 12 horas de oscuridad, con el objeto de estabilizar su ciclo
circadiano.

- Se dividieron al azar en seis grupos (cuatro experimentales y dos controles), de 10 sujetos
cada uno, de acuerdo con el siguiente tratamiento (las dosis se pusieron cada 24 horas y
durante 5 dias):

- 10 hembras recibieron progesterona (2mg/0.20ml).

- 10 hembras recibieron benzoato de estradiol (Sug/0.10ml).

- 10 hembras recibieron aceite de maiz (0.10 ml).
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- 10 machos recibieron propionato de testosterona (1mg/0.10ml).

- 10 machos recibieron 5a-DHT (1.3mg/0.13ml).

- 10 machos recibieron aceite de maiz (0.10ml).

Tanto los sujetos experimentales como los controles (60 ratas), recibieron una dosis de 2
miligramos de diazepam por Kg. de peso. Las manipulaciones se realizaron de acuerdo con el

siguiente calendario.

EDAD EN DIAS MANIPULACION EXPERIMENTAL

80: Gonadectomia.

90: Implantacion de electrodos.

100 - 101: Habituacion.

106 - 108: Administracion restitutiva de hormona o vehiculo.

109: Registro del EEG de la linea base.
Administracién de hormona o vehiculo.

110: Administracién del vehiculo del diazepam.
30 minutos déspués de la administracién del
vehiculo del diazepam, registro del EEG.
Prueba del laberinto (la mitad de los sujetos
de cada grupo).
Administracién de hormona o vehiculo.

111: Administracion del diazepam.
30 minutos después, registro del EEG con el
diazepam.
Prueba del laberinto (la mitad de los sujetos

de cada grupo).
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VII. PROCEDIMIENTO

GONADECTOMIA

La gonadectomia se llevé a cabo de la siguiente manera:

- Se inyectd por via intraperitonial una mezcla de 0.5 mg de atropina y 40 mg de pentobarbital
sddico por Kg de peso.

- Una vez que la rata se encontraba anestesiada se le hizo una incisién en el abdomen en el
caso de las hembras, y en el escroto en el caso de los machos, hasta encontrar los ovarios o los
testiculos segin el sexo, procediendo a cortarlos y extraerlos. Se ligaron los vasos y las venas
que irrigan las gonadas para‘ evitar posibles hemorragias, al término de la cirugia se suturé con
hilo catgut y con hilo de seda.

- Terminada la gonadectomia se inyectaron 40,000 unidades de penicilina benzatinica
(1'200,000), para evitar procesos infecciosos.

Se dieron 10 dias de recuperacion después de la cirugia para proceder a la implantacion.

IMPLANTACION

La implantacion se llevo a cabo de la siguiente forma:

- Se anestesi6 a la rata de igual manera que en el procedimiento de la gonadectomia. Una vez
anestesiada, se fijo a la rata en un aparato estereotdxico siguiendo los procedimientos
convencionales.

- Se hizo un corte longitudinal sobre la linea media del crianeo, desde la regién frontal hasta
antes de llegar a los musculos de la nuca;  posteriormente se separ el periostio y se
implantaron los siguientes electrodos:

A: Dos electrodos en la corteza parietal, uno en el hemisferio derecho y otro en el hemisferio
izquierdo, consistentes en pijas de acero galvanizado despuntadas, que se atornillaron en el
craneo hasta rozar la duramadre. Estas se situaron tres milimetros posteriores a Bregma y tres

milimetros laterales a la linea media.
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B: Otros dos electrodos se colocaron bilateralmente en el hueso frontal, once milimetros
anteriores a Bregma y dos milimetros laterales a la linea media.

- Al terminar la cirugia, los electrodos se fijaron en el crdneo con cemento acrilico dental.

- Se inyectaron 40,000 unidades de penicilina benzatinica (1'200,000), para prevenir posibles
infecciones.

- Se dieron 10 dias de recuperacion después de la implantacién para iniciar el procedimiento

del registro de la actividad EEG.

HABITUACION

Antes de proceder al registro de la actividad electroencefalografica, cada rata tuvo dos dias
consecutivos de habituacion a la condicién experimental, 15 minutos por dia. La habituacién
consistié en colocar a la rata dentro de su propia vivienda en una cdmara sonoamortiguada y
tenuemente iluminada; se le pusieron los conectores, replicando de esta manera la condicion

experimental.

ADMINISTRACION DE HORMONAS

Después de 16 dias de recuperacién post-implantacién se administraron intramuscularmente las
dosis correspondientes de las hormonas o el vehiculo (benzoato de estradiol, progesterona o
aceite en el caso de las hembras; propionato de testosterona, So-DHT o aceite en el caso de
los machos), durante tres dias consecutivos (cada 24 horas), para obtener los niveles
hormonales &ptimos, reportados en la literatura (Clemens y cols., 1978; Ward, 1972).
Veinticuatro horas después de la tercera administracion de hormonas o vehiculo se inicid el
registro de la actividad EEG. Se hicieron tres registros electroencefalogrificos en .dias
consecutivos. El primer registro del EEG se tomé como linea base; el segundo se realiz 30
minutos después de la administracién del vehiculo del diazepam; y el tercero se hizo 30
minutos después de la administracion de la dosis de diazepam, tanto el vehiculo como el
diazepam se inyectaron por via intraperitonial.

Para mantener los niveles hormonales, después del primer y segundo registros se administraron
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las dosis de hormonas correspondientes.

REGISTRO ELECTROENCEFALOGRAFICO (EEG)

Para tomar cada uno de los registros del EEG, se traslad6 individualmente a la rata dentro de
su propia vivienda, a una cdmara sonoamortiguada y tenuemente iluminada.

Se registr6 la actividad EEG en forma monopolar de las derivaciones parietales (activas)
referidas al hueso frontal (inactivo), con un poligrafo Grass modelo 8-16E, con filtros de corte
entre 1 y 35 Hz. La sefal se capturd en linea en una computadora 486, tipo PC, por medio de
un convertidor analdgico-digital de 16 canales, con 12 bits de resolucién y un rango de voltaje
de -1 a +1 volts.

Las sefales EEG de los dos canales (P3-F3 y P4-F4) se muestrearon simultineamente, una en
cada canal del convertidor.

Se tomaron, en cada uno de los tres registros, 20 épocas de EEG, libres de artefactos, para
cada derivacion. Cada muestra tuvo una duracion de 2.00 segundos (256 puntos). Se utilizd
una frecuencia de muestreo de 128 Hz (7.81 mseg. de intervalo entre punto y punto
muestreados). Los datos se almacenaron para su posterior analisis fuera de linea. Con la
Transformada Ripida de Fourier se obtuvieron la Potencia Absoluta (PA) y la Potencia
Relativa (PR); y con la correlaciéon producto momento de Pearson, la Correlacion
Interparietal. Se calculd la PA, la PR y la Correlacion Interparietal para las siguientes bandas
de actividad EEG:

- Delta 1.5-3.5 Hz

- Theta lento 4.0-7.5 Hz

- Theta rapido 8.0-9.5 Hz

- Alfa 10.0-12.5 Hz

- Betal 13.0-17.5 Hz

- Beta2 18.0-25.0 Hz

- Banda Total 1.5-25.0 Hz
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PRUEBA DE ANSIEDAD: "LABERINTO ELEVADO EN FORMA DE CRUZ"

Después del registro con el vehiculo del diazepam o después del registro con diazepam se
realizé la prueba de ansiedad, la cual consistié en colocar a la rata, en forma individual, en el
centro del laberinto elevado en forma de cruz. Puesto que es una prueba sensible al
aprendizaje, la mitad de los animales de cada grupo realizaron la prueba con diazepam y la
otra mitad con el vehiculo del ansiolitico.

El aparato es un laberinto en forma de cruz, hecho de madera, elevado a 50 cm sobre el nivel
del suelo. La cruz tiene dos brazos que se encuentran descubiertos y dos brazos
perpendiculares cubiertos con paredes laterales de 50 cm de alto. La base de cada brazo mide
10 cm de ancho (Pellow y cols., 1985).

La prueba se realiz en una cdmara sonoamortiguada y tenuemente iluminada; un observador
inadvertido por los animales, registro las conductas.

Durante los cinco minutos que duré la prueba, el observador midié el tiempo que la rata
pasaba en cada brazo del laberinto: el tiempo total que estuvo en los brazos abiertos y el
tiempo que estuvo en los brazos cerrados. El laberinto se limpié después de cada prueba.
Ademés del registro observacional, se registré el EEG mientras la rata se encontraba en el

laberinto.

ANALISIS DEL EEG

Con la TRF se aplicé un filtro digital para eliminar frecuencias que salen de la banda de interés
(1.5 - 35 Hz) y la posible corriente directa (DC) que contamina la sefal.

Con el objeto de normalizar los datos obtenidos de la actividad cerebral de las ratas, se
transformaron a logaritmos los valores de potencia absoluta mediante la férmula y=In (x); y
los valores de la potencia relativa con la formula y =log {x/(100-x)} (John, 1987). Los valores
de correlaci6n se transformaron a puntajes "Z" de Fisher de acuerdo a la formula:

Z = 1.1513 loglo{(l + 1r)/(1 - r)}(Guilford y Fruchter, 1984).

Se realizaron los siguientes anélisis estadisticos, con los datos transformados:
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Se compararon los parametros del EEG (potencia absoluta, potencia relativa y correlacion
interparietal) de todos los grupos de hembras y de machos en todas sus condiciones (linea base,
vehiculo y diazepam):

- Para el andlisis de la potencia absoluta y de la potencia relativa se hizo un anlisis de varianza
mixto de tres factores (A = Grupos, B = Condiciones y C = Hemisferios).

- Para el andlisis de la correlacién interparietal se hizo un anilisis de varianza mixto de dos
factores (A = Grupos, B = Condiciones).

Los resultados significativos obtenidos de los ANDEVA's se sometieron a una prueba de
comparaciones multiples, con el objeto de discriminar cudles fueron los grupos causantes de las
diferencias. La prueba aplicada para este fin fue la F de Tukey.

El valor de significancia estadistica para aceptar los resultados fue de p < 0.01, tanto para los

ANDEVA's como para el analisis de comparaciones multiples.
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VII. RESULTADOS

POTENCIA ABSOLUTA

Los resultados de los andlisis de varianza mixtos (ANDEVA's) de tres factores; grupos por
condiciones por hemisferios (tablal), mostraron efectos principales significativos para:

a) El factor grupos, en las bandas de delta, alfa (que corresponderia al rango de alfa2
en el hombre), betal y beta2.

b) El factor condiciones, en las bandas de theta lento (que corresponderia al rango de
theta en el hombre), theta rdpido (que corresponderia al rango de alfal en el hombre), alfa,
betal y beta2.

c¢) El factor hemisferios, en todas las bandas.

También se encontraron interacciones significativas entre: a) grupos por condiciones para las
frecuencias correspondientes a delta, theta rdpido, alfa, betal y beta2, b) grupos por
condiciones por hemisferios para las frecuencias correspondientes a theta lento, alfa, betal y

beta2 y para la banda total.
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TABLA 1. Valores de probabilidad obtenidos en los ANDEVA's con la potencia absoluta,
transformada a logaritmos, de las frecuencias correspondientes a delta, theta lento, theta
répido, alfa, betal, beta2 y banda total, para los factores: A = Grupos, B = Condiciones y C
= Hemisferios.

T T T T T T T T 1
| | GRUPOS |CONDIC. | HEMISF.| A xB | AXxC |BxC | AxBXC |
|- 1 1 Il ] 1 | 1 ]
1 T i T T T T 1
| 6L. | ¢5,54) | (2,108)| (1,54) | (2,108)| (5,54) | (2, 108)] €10,108) |
- % t f e } ' {
[DELTA | 0.0006 | 0.2944 | 0.0090 | 0.0007 | 0.3567 | 0.0322 [ 0.0434 |
8 ] Il | l Il 1 i) ]
I T T T T T T T 1
|THETA L| 0.0262 | 0.0028 | 0.0031 | 0.0492 | 0.7128 | 0.1024 | 0.0131 |
" # % t : { % i
| THETA R| 0.0201 | 0.0001 | 0.0028 | 0.0026 | 0.1817 | 0.1451 | 0.0446 |
1 I 1 | ] Il - | ]
T T T T T T T T 1
|ALFA | 0.0001 | 0.0001 | 0.0047 | 0.0007 | 0.6477 | 0.0201 | 0.0024 |
: % % f : : + + {
|[BETA1 | 0.0008 | 0.0001 | 0.0012 | 0.0001 | 0.5225 | 0.0417 | 0.0169 |
I ] Il 1 i ] 1 | ]
T T T T T T T T 1
|BETA2 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0064 | 0.0001 | 0.1829 | 0.1390 | 0.0167 |
| | ] | ! ] 1 l |
I T T T T T T T 1
|TOTAL | 0.4152 | 0.0562 | 0.0015 | 0.1719 | 0.5281 | 0.0761 | 0.0115 |
L L 1 1 Il 1 1 1 J
Efecto de grupos.

Dado que las bandas que mostraron un efecto principal de grupos, también mostraron
interacciones significativas con el factor condiciones, se describirin solamente las

interacciones.

Efecto de condiciones.

La comparacién entre los dias de registro (condiciones) mostré que no hay diferencias entre la
linea base y el vehiculo del diazepam, por lo que para el resto de las comparaciones solo se
hardn entre la linea base y el diazepam. La potencia absoluta de las frecuencias
correspondientes a theta lento y a theta ripido, disminuye significativamente con la inyeccién
de diazepam en comparacion con la linea base; las frecuencias correspondientes a alfa, betal y
beta2, presentan el efecto contrario, es decir, aumento de la potencia absoluta con la inyeccién

del diazepam en comparacién a la linea base (Fig. 1).
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Fig. 1 Media de la potencia absoluta, transformada a logaritmos, en las condiciones de linea
base y diazepam. Efecto principal.
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El factor hemisferios mostr6 efectos principales significativos en todas las bandas: la potencia

absoluta fue mayor en el hemisferio derecho que en el hemisferio izquierdo (Fig. 2).

DELTA THETA L THETA R ALFA BETA1 BETAZ
* * ¥ * ¥ *

—+— HEM. IZQ. —%— HEM. DER.

Fig. 2 Media de la potencia absoluta, transformada a logaritmos, en los hemisferios izquierdo
(HEM. IZQ.) y derecho (HEM. DER.). Efecto principal.
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Interaccion grupos por condiciones.

No se observaron diferencias significativas entre los valores de potencia absoluta entre los
diferentes grupos en la linea base, pero si después de la administracion de diazepam y entre las
condiciones intragrupo, lo que indica que los efectos del diazepam sobre el EEG parecen
depender de los esteroides gonadales y sexuales; por esta razn, decidimos poner los resultados
de la interaccion de grupos por condiciones en dos partes, en la primera se presentan los
resultados de las ratas gonadectomizadas, sin tratamiento de reemplazo hormonal, y en la
segunda parte se describen los resultados de la interaccion de los grupos que recibieron

esteroides gonadales.

Ratas gonadectomizadas sin tratamiento de reemplazo hormonal.
El diazepam, en comparacion a la linea base, provocd en los machos un aumento de la

potencia absoluta en las frecuencias rdpidas, alfa, betal y beta2, en ambos parietales (Fig. 3).

LOG

DELTA THETA L THETA R ALFA BETA1 BETAZ
* * *

—— LINEA BASE —%— DIAZEPAM

Fig. 3 Media y error estindar de la potencia absoluta, transformada a logaritmos, del grupo

control de machos gonadectomizados, en las condiciones de linea base y diazepam.
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En las hembras gonadectomizadas, el diazepam provocd, ademds, una disminuciéon de la
potencia absoluta en las frecuencias correspondientes a theta lento y a theta rdpido, en ambos
parietales (Fig. 4). El aumento en la potencia absoluta de alfa, betal y beta2, con respecto a la

linea base, es significativamente menor en las hembras, que en los machos.

LOG

DELTA THETA L THETA R ALFA BETA1 BETAZ
* * * * *

—+— LINEA BASE —%— DIAZEPAN

Fig. 4 Media y error estindar de la potencia absoluta, transformada a logaritmos, del grupo

control de hembras gonadectomizadas, en las condiciones de linea base y diazepam.
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Ratas gonadectomizadas con tratamiento de reemplazo hormonal.

Las Figs. 5 y 6 muestran los efectos del diazepam sobre la potencia absoluta en los grupos
tratados con propionato de testosterona y con 5a-DHT.  Se observa un aumento de la
potencia absoluta en las frecuencias correspondientes al rango de alfa, betal y beta2,
provocado por el diazepam,‘en ambos parietales, de estos dos grupos de machos. En cambio,
la potencia absoluta de delta, aumenta s6lo en el grupo de 5«-DHT. Estas diferencias no

fueron significativas contra el grupo control de machos.

LOG

6.5 |
6 |

5.5

,
ol

1 | 1 1 1 1
DELTA THETA L THETA R ALFA BETA1 BETAZ
—— LINEA BASE —%— DIAZEPAM
Fig. 5 Media y error estindar de la potencia absoluta, transformada a logaritmos, del grupo de
machos gonadectomizados con restitucion hormonal con propionato de testosterona, en las

condiciones de linea base y diazepam.
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| | 1 1 L 1
DELTA THETA L THETA R ALFA BETA1 BETAZ
* * * *

—— LINEA BASE —%— DIAZEPAM

Fig. 6 Media y error estindar de la potencia absoluta, transformada a logaritmos, del grupo de
machos gonadectomizados con restitucion hormonal con S5a-dihidrotestosterona, en las

condiciones de linea base y diazepam.
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Los efectos del diazepam sobre la potencia absoluta en las hembras tratadas con benzoato de
estradiol o con progesterona, que se muestran en las Figs. 7 y 8, fueron diferentes entre ellas,
y entre el grupo de benzoato de estradiol y el grupo control de hembras. La potencia absoluta
en las frecuencias rapidas alfa, betal y beta2 también aumenta en comparacién a la linea base,
en los grupos de benzoato de estradiol y progesterona. Aunque este aumento fue mayor al
observado en el grupo control de hembras, la diferencia no fue significativa. Por otro lado, la
disminucién de la potencia absoluta que se observa en theta lento y en theta rapido en el grupo
control de hembras, se observé también en el grupo de hembras tratadas con progesterona,

pero se encuentra ausente en el grupo de hembras tratadas con benzoato de estradiol.

LOG

DELTA THETA L THETA R ALFA BETA1 BETAZ
* * *

—— LINEA BASE —*— DIAZEPAM

Fig. 7 Media y error estindar de la potencia absoluta, transformada a logaritmos, del grupo de
hembras gonadectomizadas con restitucion hormonal con benzoato de estradiol, en las

condiciones de linea base y diazepam.
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DELTA THETA L THETA R ALFA BETA1 BETAZ
* * * * *

—— LINEA BASE —— DIAZEPAM

Fig. 8 Media y error estindar de la potencia absoluta, transformada a logaritmos, del grupo de
hembras gonadectomizadas con restitucion hormonal con progesterona, en las condiciones de

linea base y diazepam.
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7.5

Interaccién grupos por condiciones por hemisferios.

El diazepam muestra un claro efecto asimétrico sobre la potencia absoluta en el grupo tratado
con progesterona. La potencia absoluta fue similar en ambos parietales durante el dia de
registro de linea base y durante el dia de registro con vehiculo, pero con la inyeccién del
diazepam, la potencia absoluta de theta lento, alfa, betal, beta2 y en la banda total, fue mayor
en el parietal derecho, provocando una clara asimetria entre los parietales. Esta asimetria es el
resultado de la disminucion de la potencia absoluta de theta lento en el parietal izquierdo y del
aumento de la potencia absoluta de alfa, betal, beta2 y en la banda total en el parietal derecho

con la administracion del diazepam (Fig. 9).

LOG

1
0 1 1 L 1 1 1

" /

HI HD HI HD HI HD
* *

*
THETA LENTO ALFA BETAL1 BETA2
—— LINEA BASE —*— DIAZEPAM

Fig. 9 Media y error estindar de la potencia absoluta, transformada a logaritmos, en los
hemisferios izquierdo (HI) y derecho (HD) del grupo de hembras gonadectomizadas con
restitucion hormonal con progesterona, en las condiciones de linea base y diazepam.

Interaccion grupos por hemisferios por derivaciones.
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POTENCIA RELATIVA

Los resultados obtenidos de los ANDEVA's mixtos de tres factores, grupos por condiciones
por hemisferios (tabla2), son similares a los obtenidos en la potencia absoluta y los
corroboran; por lo que s6lo se describirdn brevemente. Se encontraron efectos principales
significativos para:

a) El factor grupos, en las frecuencias correspondientes a delta, alfa y betal.

b) El factor condiciones, en las frecuencias correspondientes a theta lento, theta rapido,
alfa, betal y beta2.

¢) El factor hemisferios Unicamente fue significativo para las frecuencias
correspondientes a beta2.
Se encontraron interacciones significativas para: a) grupos por condiciones en las frecuencias
correspondientes a theta lento, theta rdpido, alfa, betal y beta2, b) grupos por hemisferios

solamente para las frecuencias correspondientes a theta rapido.

TABLA 2. Valores de probabilidad obtenidos en los ANDEVA's con la potencia relativa,
transformada a logaritmos, de las frecuencias correspondientes a delta, theta lento, theta
rapido, alfa, betal y beta2, para los factores: A = Grupos, B = Condiciones y C =
Hemisferios.

r T T T T T T 1
| | GRUPOS [CONDIC. | HEMISF.| A x B | AXxC |[BxC | AxBxC |
f f I f f f t f {
[ 6L. | (5,54) | (2,108)| (1,54) | (2,108)| (5,54) | (2,108)| (10,108)|
I % t f t } { f -
[DELTA | 0.0092 | 0.5737 | 0.8876 | 0.1083 | 0.0622 | 0.1879 | 0.9881 |
f f f f f f f f 1
[THETA L| 0.0500 | 0.0001 | 0.7848 | 0.0001 | 0.4043 | 0.3246 | 0.8466 |
— f f + f f f 1
[THETA R| 0.1395 | 0.0001 | 0.6591 | 0.0001 | 0.0056 | 0.5793 | 0.5035 |
} % % t % % t % {
[ALFA | 0.0029 | 0.0001 | 0.0604 | 0.0001 | 0.6553 | 0.0771 | 0.5343 |
; i } '. ; } : ,' —
[BETA1 | 0.0010 | 0.0001 | 0.6538 | 0.0001 | 0.0959 | 0.3079 | 0.8805 |
: e % % 'r % : % 4
|[BETA2 | 0.0670 | 0.0001 | 0.0010 | 0.0001 | 0.7639 | 0.1897 | 0.5071 |

1 L 1 1 1 I I

L 1
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Efecto de grupos.

Dado que las bandas que mostraron efectos principales de grupos, también mostraron
interacciones significativas (excepto en el caso de delta), con el factor condiciones, aqui so6lo se
describird la banda delta, mientras que los resultados de las bandas alfa y betal se incluirdn
dentro de las interacciones.

Para la banda delta, se observaron diferencias entre el grupo de aceite-hembras y el grupo de
progesterona, siendo mayor la potencia relativa en el grupo de aceite-hembras en comparacion

al grupo de progesterona (Fig. 10).

NS

ACE ITE-HEMBRAS PROGESTERONA

Fig. 10 Media de la potencia relativa de la banda de delta, de los grupos de aceite-hembras y

progesterona. Efecto principal.
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Efecto de condiciones.

La comparacién entre las condiciones mostrd6 que la potencia relativa de las frecuencias
correspondientes a theta lento y a theta rdpido disminuyen con la inyeccion de diazepam, en
comparacion con la linea base (Fig. 11). Las frecuencias correspondientes a alfa, betal y
beta2, presentan el efecto contrario, es decir, aumenta su potencia relativa con la inyeccion del

diazepam en comparacién a la linea base (Fig. 12).

LINEA BASE DIAZEPAM

Fig. 11 Media de la potencia relativa de las bandas de theta lento y theta ripido en las

condiciones de linea base y diazepam. Efecto principal.
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LINEA BASE DIAZEPAN

Fig. 12 Media de la potencia relativa de las bandas alfa, betal y beta2 en las condiciones de
linea base y diazepam. Efecto principal.
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Efecto de hemisferios.
El factor hemisferios mostré efecto principal significativo para las frecuencias correspondientes
a beta2; la potencia relativa del hemisferio izquierdo es mayor que la del hemisferio derecho

(Fig. 13).

HEM. DER.

Fig. 13 Media de la potencii relativa de la banda de beta2 en los hemisferios izquierdo (HEM.
1ZQ.) y derecho (HEM. DER.). Efecto principal.

46



Interaccion grupos por condiciones.

Como ya se menciond, las frecuencias correspondientes a theta lento, theta répido, alfa, betal
y beta2 mostraron interacciones significativas entre grupos y condiciones, las cuales
corroboran los resultados obtenidos con la potencia absoluta. No hubo diferencias

significativas en la linea base entre ninguno de los grupos para ninguna banda.
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CORRELACION INTERPARIETAL

Los resultados de los ANDEVA's mixtos de dos factores, grupos por condiciones (tabla3),

mostraron efectos principales significativos para el factor condiciones en todas las bandas, e

interaccion entre grupos y condiciones para las frecuencias correspondientes a theta rapido,

alfa y beta2.

TABLA 3. Valores de probabilidad obtenidos en los ANDEVA's con la correlacion
interparietal, transformada a puntajes Z de Fisher, de las frecuencias correspondientes a delta,
theta lento, theta rpido, alfa, betal, beta2 y banda total, para los factores: A = Grupos y B

= Condiciones.

GRUPOS |CONDIC. A X B

GL. (5,54) | (2,108)| (2,108)

DELTA 0.0924| 0.0015 0.5437
THETA L 0.4065 0.0001 0.4209
THETA R| 0.4005| 0.0001 0.0013

ALFA 0.5154| 0.0001 0.0112
BETA1 0.2550| 0.0001 0.1392
BETA2 0.1874| 0.0001 0.0014
TOTAL 0.3031| 0.0001 0.1579
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Efecto de condiciones.

El diazepam provocé una disminucion de la correlacion interparietal en las frecuencias
correspondientes a theta lento, theta rapido, alfa, betal, beta2 y la banda total en comparacién
con la linea base. Las fre&_:uencias correspondientes a delta muestran el efecto contrario, es

decir, aumenta la correlacion interparietal con la inyeccion de diazepam (Fig. 14).

DELTA THETA L. THETA R. ALFA BETA1 BETAZ
* * * * * *

—— LINEA BASE —%— DIAZEPAM

Fig. 14 Media de la correlacion interparietal, transformada a puntajes Z de Fisher, en las

condiciones de linea base y diazepam. Efecto principal.
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Interaccién grupos por condiciones.

Se observaron resultados significativos en las interacciones de los grupos con el diazepam para
las frecuencias correspondientes a theta rapido, alfa y beta2. En las frecuencias
correspondientes a theta rapido se observa una disminucion significativa en la correlacion
interparietal, posterior a la inyeccion del diazepam, en todos los grupos excepto en el grupo de

benzoato de estradiol donde la tendencia es la misma (Fig. 15).
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LINEA BASE DIAZEPAN

Fig. 15 Media y error estindar de la correlacién interparietal, transformada a puntajes Z de
Fisher, de la banda theta rapido de los grupos: machos-control (ACMA), machos tratados con
propionato de testosterona (TEST), machos tratados con S5a-dihidrotestosterona (DHT),
hembras control (ACHE), hembras tratadas con progesterona (PROG) y hembras tratadas con
benzoato de estradiol (ESTROG), en las condiciones de linea base y diazepam.
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Para las frecuencias correspondientes a alfa y beta2 sélo se observan diferencias significativas
en el grupo tratado con progesterona: la correlacién interparietal es menor después de la
inyeccién del diazepam, en comparacién a la linea base; en todos los demds grupos se observa

la misma tendencia, pero no es significativa (Fig. 16 y 17).
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LINEA BASE DIAZEPAM

Fig. 16 Media y error estindar de la correlacion interparietal, transformada a puntajes Z de
Fisher, de la banda alfa de los grupos: machos-control (ACMA), machos tratados con
propionato de testosterona (TEST), machos tratados con Sa-dihidrotestosterona (DHT),
hembras control (ACHE), hembras tratadas con progesterona (PROG) y hembras tratadas con
benzoato de estradiol (ESTROG), en las condiciones de linea base y diazepam.
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Fig. 17 Media y error estindar de la correlacién interparietal, transformada a puntajes Z de
Fisher, de la banda beta2 de los grupos: machos-control (ACMA), machos tratados con
propionato de tcstosterona_ (TEST), machos tratados con Sc-dihidrotestosterona (DHT),
hembras control (ACHE), hembras tratadas con progesterona (PROG) y hembras tratadas con
benzoato de estradiol (ESTROG), en las condiciones de linea base y diazepam.

52



PRUEBA DEL LABERINTO ELEVADO

El ANDEVA mixto de dos factores (grupos por condiciones) mostré diferencias significativas
solo para el factor condiciones (F(1,24) = 32.55; p(F)<0.00005). Bajo el efecto del
diazepam, todos los grupos pasaron mds tiempo en el brazo abierto (Media = 219.5) del
laberinto elevado que en el brazo cerrado (Media = 80.5)(Fig. 18).

Con el empleo del vehiculo del diazepam se observa el efecto contrario, es decir, todos los
grupos de pasaron mas tiempo en el brazo cerrado (Media = 188) del laberinto elevado que en

el brazo abierto (Media = 112).

210 | %//

DIAZEPAM

Fig. 18 Promedio del tiempo de permanencia (en segundos) en el brazo abierto y en el brazo
cerrado del laberinto elevado en forma de cruz para todos los grupos en la condicién diazepam.

Efecto principal.
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IX. DISCUSION

Esta investigacion agrega nueva informacién acerca de los efectos del diazepam sobre la
actividad eléctrica cortical. Ademds de los cambios observados en el espectro de potencia,
similares a los ya descritos en la literatura, el diazepam provocé cambios generales en la
correlacion interparietal del EEG. Los resultados muestran un patrén de actividad eléctrica
cortical con el diazepam, diferente al provocado con la privacién de suefio y con el estrés, y
confirma la hipétesis planteada de un efecto diferencial del diazepam dependiente del sexo y de
los esteroides gonadales.

El acoplamiento interhemisférico de la actividad EEG en regiones parietales fue afectada por el
diazepam de dos maneras. La correlacion interparietal de la actividad delta aumentd, mientras
que disminuyé en el resto de las bandas. Sin embargo, méas importante que los efectos
generales encontrados con el diazepam, son los resultados de una respuesta diferencial al
diazepam en funcion del sexo y de las hormonas sexuales.

Como propusimos, el diazepam muestra diferentes efectos sobre la actividad
electroencefalografica dependiendo del sexo y de los esteroides sexuales. El grupo de hembras
gonadectomizadas sin tratamiento de reemplazo hormonal, fue més sensible al diazepam que el
grupo de machos en las mismas condiciones. En los machos gonadectomizados, el diazepam
aumento la potencia absoluta de las frecuencias rapidas alfa, betal y beta2 sin afectar la
actividad lenta y répida de theta; en cambio, en las hembras gonadectomizadas el diazepam,
ademds de aumentar la potencia absoluta de las frecuencias rapidas alfa, betal y beta2,
disminuy6 la potencia absoluta de la actividad lenta y rpida de theta. Aunque en ambos grupos
aumento significativamente la potencia absoluta de alfa, betal y beta2, este cambio fue menor
en las hembras que el observado en los machos.

En razon a que los grupos fueron gonadectomizados después de la pubertad, los efectos

diferenciales del diazepam en los machos y en las hembras gonadectomizadas no pueden ser
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atribuidos a la accion activadora de las hormonas, y es muy probable que se deba a diferencias
establecidas durante la etapa critica de diferenciacion sexual en el periodo perinatal. Se sabe
que durante este periodo oéurre una organizacién diferencial en el Sistema Nervioso Central
que hace que cada sexo muestre, posteriormente, diferente susceptibilidad a la accién de las
hormonas y de los firmacos.

Estos cambios  sobre la potencia absoluta de las bandas, provocados por el diazepam,
concuerdan con los observados por Kleinlogel (1990), quien encontré una disminucién en la
potencia absoluta de las frecuencias comprendidas entre 1 y 10 Hz y un aumento en las
frecuencias mayores a 20 Hz con una dosis similar de diazepam (10 mg/Kg). Los resultados,
también coinciden con los efectos observados con triazolam, un hipnético, potente agonista del
receptor a benzodiacepinas e inductor de suefio en ratas, que provoca un aumento en la
potencia absoluta en el rango inferior de la banda delta (0.5 - 2.5 Hz) y una disminucién de la
potencia absoluta en el rango superior de esta misma banda (2.6 - 3.5 Hz) y en la banda theta,
aunque en estos trabajos no se tomo en cuenta el sexo (Trachsel y cols., 1992).

Delta y las frecuencias répidas son presumiblemente de origen cortical. Delta refleja procesos
de desactivacién cortical, —mientras que las frecuencias répidas representan estados de
alertamiento (Steriade y cols., 1996). La actividad theta en las ratas, aun cuando se registra
sobre la superficie cortical de la corteza parietal, es mas probable que tenga su origen en el
hipocampo y que se registre en las regiones posteriores de la corteza por conduccién en
volumen (Winson, 1974; Bland y Whishaw, 1976; Kleinlogel, 1990; Krijzer en Kleinlogel,
1990); esta actividad en la rata acompafia los estados de alertamiento (Sainsbury y Montoya,
1984) y estrés (Iwata y Mikuni, 1980).

Los resultados observados en los machos gonadectomizados indican que el efecto inducido por
una dosis ansiolitica de diazepam, se acompafian por un aumento en los procesos de activacién
cortical (beta), sin afectar.la activaciéon de origen hipocdmpica (theta). En cambio, los
resultados encontrados en las hembras gonadectomizadas indican que los efectos provocados
por una dosis de diazepam se acompaiian de un aumento en la activacién cortical, menor que

la observada en los machos, y una disminucién en la activacién del hipocampo, sin afectar la
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desactivacion cortical. Si consideramos que el ritmo theta estd relacionado con procesos de
atencion, el efecto del diazepam, sobre este ritmo hipocdmpico, en las hembras reflejaria
probablemente un descenso en los estados de atencion.

El efecto del diazepam sobre la actividad theta no es sorprendente, ya que el hipocampo es
una de las estructuras cerebrales con mayor actividad GABA, y los efectos del diazepam sobre
esta estructura ya han sido explorados (Harrison y cols., 1987). Las infusiones en diazepam
de rebanadas de CA1 del hipocampo, reducen de manera clara la respuesta excitatoria siniptica
de células piramidales, generada por estimulacién de las colaterales de Schaffer (Weiss y
cols., 1995).

El dimorfismo sexual en la respuesta de la corteza y en la actividad del hipocampo al diazepam
es congruente con diferencias sexuales previas reportadas para estas estructuras. La potencia
relativa de theta es significativamente mayor en los machos que en las hembras intactas, lo que
nos indica una mayor activacién hipocdmpica en los machos (Juirez y cols., 1994).

Diamond y cols. (1981, 1983), encontraron que el hipocampo y la corteza cerebral presentan
dominancia diferente en cuanto a su grosor. El macho presenta una dominancia cerebral
derecha, mientras que las hembras, a la misma edad, presentan dominancia izquierda; lo
mismo sucede en el hipocampo.

El efecto de la experiencia temprana sobre la organizacion ultraestructural de las neuronas de
la corteza y del hipocampo, interactia con el sexo. Las hembras criadas en ambientes
enriquecidos o empobrecidos muestran grandes cambios en el hipocampo (Juraska y cols.,
1985), mientras que los machos muestran mayores efectos sobre la corteza occipital (Juraska,
1984).

La masculinizacion de las caracteristicas del hipocampo, tanto estructurales como funcionales,
depende de los efectos organizadores de la testosterona durante el periodo critico prenatal de
diferenciacion sexual del cerebro (Judrez y cols., 1994); por lo tanto, no es sorprendente que
las hembras muestren mayor fragilidad que los machos en la actividad theta.

En el grupo tratado con propionato de testosterona, los efectos provocados por el diazepam en

la potencia absoluta de las frecuencias correspondientes a alfa, betal y beta2 fueron mayores;
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el aumento en la potencia absoluta de estas bandas con el diazepam fue mds evidente que el
observado en el grupo control; este efecto activador es congruente con el efecto organizador de
la testosterona, que administrada en el periodo critico prenatal provoca un aumento en la
potencia absoluta del EEG (Judrez y cols., 1995B).

Los demas efectos del diazepam en los machos no fueron modificados por la introduccién de
testosterona. Las respuestas similares con o sin andrégenos sugieren que la mayoria de los
efectos del diazepam sobre el EEG cortical en los machos depende de una accion organizadora
de éstos, la cual, no es modificada por los efectos activadores de la testosterona.

A diferencia de los machos, los efectos del diazepam sobre el EEG en las hembras depende
tanto de los efectos organizadores como de los efectos activadores de los esteroides sexuales,
ya que la introduccion de esteroides femeninos modificé la respuesta del EEG al diazepam en
las ratas hembras.

El tratamiento con estrégenos y progesterona, en las hembras gonadectomizadas, modificé la
intensidad de la respuesta al diazepam en las frecuencias rdpidas.  Las hembras
gonadectomizadas tratadas con estrogenos o con progesterona, mostraron un aumento en la
potencia absoluta de las frecuencias rapidas, después de la administracién del diazepam; este
efecto fue similar al observado en los machos, aunque en estos dltimos es independiente de la
condicién hormonal. La progesterona y, particularmente, el benzoato de estradiol, parecen
potenciar los efectos del diazepam sobre la potencia absoluta de las frecuencias répidas, ya que
el aumento observado es mayor, aunque no significativamente, que en el grupo tratado con
aceite. Ademds, el benzoato de estradiol y la progesterona mostraron respuestas parcialmente
diferentes.

El benzoato de estradiol abolié la disminucién en la potencia absoluta de las ondas lentas y
ripidas de theta y acentué el aumento observado con el diazepam en las ratas hembras
controles en la potencia absoluta de las frecuencias rdpidas. Pareciera que el benzoato de
estradiol "protege" a las ratas hembras contra los efectos del diazepam sobre la actividad
theta, igualandolas a los machos.

La combinacion de diazepam con progesterona indujo algunas diferencias comparadas con los
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machos, con las hembras controles y con el grupo tratado con benzoato de estradiol. En
primer término, el tratamiento con progesterona no modificé los efectos del diazepam sobre la
potencia absoluta de las ondas lentas y répidas de theta que se observa en los grupos de aceite
hembras y estrégenos, en los cuales disminuye la potencia absoluta de estas bandas de una
manera similar. En segundo término, el diazepam junto con la progesterona provocé una
respuesta asimétrica, que se encuentra ausente en los otros grupos; el grupo de progesterona
fue el unico que mostr6 asimetria izquierda-derecha con la administracién del diazepam, la
potencia absoluta fue similar en el parietal izquierdo y en el parietal derecho, durante los dias
de registro de linea base y de vehiculo, en cambio el dia de registro de diazepam se observa
una disminucion significativa en la potencia absoluta de theta lento en el parietal izquierdo,
mientras que el aumento en la potencia absoluta de alfa, betal y beta2 fue mayor en el parietal
derecho, provocando asimetria interparietal, como si el diazepam afectara mds al hipocampo
izquierdo y a la corteza derecha. Y finalmente, aunque se observé un efecto global del
diazepam sobre la correlacién interparietal, aumentando la correlacion interparietal de la banda
delta en todos los grupos y disminuyendo la correlacion interparietal de las frecuencias
correspondientes a theta lento, theta rdpido y betal en todos los grupos, el diazepam disminuyé
selectivamente la correlacion interparietal de alfa y beta2 en las hembras tratadas con
progesterona.

El efecto diferencial del diazepam en las hembras tratadas con progesterona no es sorprendente
ya que el complejo receptor GABAA/benzodiacepina es modulado por los metabolitos de la
progesterona y es consistente con los efectos antinociceptivos (Frye y Duncan, 1994; Kavaliers
y Wiebe, 1987), anticonvulsivos (Frye, 1995; Tauboll y Gjerstad, 1993; Melchior y Allen,
1992), hipnéticos y anestésicos (Man Mok y cols., 1992; Gyermek y cols., 1967, 1968) de la
progesterona.

Por todo lo anterior, los cambios en la actividad EEG en respuesta al diazepam en las hembras
tratadas con progesterona pueden considerarse de mayor intensidad que la respuesta al
diazepam mostrada por los machos o por las hembras desprovistas de progesterona o con

estrogenos, porque ademds de la disminucion en la potencia absoluta de theta y el aumento en
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la potencia absoluta de las frecuencias rapidas, el diazepam indujo en las hembras tratadas con
progesterona asimetria y un mayor desacoplamiento interparietal. Los efectos diferenciales del
diazepam en las hembras tratadas con progesterona no son inesperados dado que el receptor
GABA-benzodiacepina es modulado por los metabolitos de la progesterona (Harrison y cols.,
1987; Majeswka y cols., 1986; Picazo y Fernindez-Guasti, 1993), y la progesterona es
conocida por sus efectos hipnoticos (Lancel y cols., 1996; Heuser y cols., 1967), anestésicos
(Selye, 1942) y ansioliticos (Fernindez-Guasti y Picazo, 1992).

La actividad electroencefalografica posterior a la administracion de una dosis de diazepam, es
diferente a la observada después de la privacion de suefio paradéjico, ya que aunque en ambos
casos disminuye la correlacion; después de la privacién de suefio aumenta la potencia de las

frecuencias correspondientes al theta lento y con el empleo del ansiolitico, disminuye.
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X. CONCLUSIONES

1. Tanto en las hembras como los machos, sin y con reemplazo hormonal, el diazepam
provocd un aumento de la potencia absoluta de las frecuencias rapidas (alfa, betal y beta2).
Este efecto refleja un aumento en los procesos de activacion cortical.

2. Tanto en las hembras como en los machos con tratamiento de reemplazo hormonal, el
efecto del diazepam sobre la potencia absoluta de las frecuencias répidas se acentud; esto es,
las hormonas parecen potenciar la accién del diazepam sobre la activacion cortical.

3. En las hembras gonadectomizadas sin tratamiento de reemplazo hormonal, ademas del
efecto sobre la potencia absoluta de las frecuencias rapidas, el diazepam disminuy6 la potencia
absoluta de la actividad lenta y rdpida de theta, mientras que en los machos no se observé
ningun cambio. Esto puede significar que en las hembras gonadectomizadas sin tratamiento de
reemplazo hormonal, ademds de la activacion cortical, el diazepam provoca disminucion de la
activacion del hipocampo.

4. En las hembras gonadectomizadas con tratamiento con benzoato de estradiol, se aboli6 la
disminucién en la potencia absoluta de las frecuencias lentas y rdpidas de theta y se acentud el
aumento observado en las ratas hembras controles en la potencia absoluta de las frecuencias
rapidas, inducido por el diazepam. Tal pareciera que el benzoato de estradiol "protege" a las
ratas hembras contra los efectos del diazepam sobre la actividad theta, igualdndolas a los
machos.

5. La combinacién de diazepam y progesterona provocd una respuesta asimétrica: disminucion
de la potencia absoluta de theta lento en el parietal izquierdo y aumento de la potencia absoluta
de alfa, betal y beta2 en el parietal derecho, como si el diazepam afectard mads al hipocampo
izquierdo y a la corteza derecha.

6. La potencia relativa confirma los resultados de la potencia absoluta.

7. Tanto en las hembras como en los machos sin y con reemplazo hormonal, el diazepam
provoco aumento de la correlacion interparietal de la actividad delta y disminucién en las

frecuencias de theta lento, theta répido y betal.
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8. En el grupo de hembras con reemplazo hormonal de progesterona, ademds de los efectos
sobre la correlacion interparietal de delta, theta lento, theta rdpido y betal, el diazepam
provoco la disminucién de la correlacion interparietal de alfa y beta2.

9. Del punto 3 podemos observar un efecto organizador de hormonas en machos y hembras y
del punto 2 podemos observar un efecto activador de las hormonas en los machos y en las
hembras.

10. De los puntos 4, 5 y 8, un efecto activador en hembras.

11. EIl anélisis de la correlacién interparietal contribuye con un nuevo conocimiento para
conocer el efecto de las benzodiacepinas sobre la actividad cerebral.

12. El registro de la actividad EEG mostr6 ser una herramienta eficaz para evaluar el efecto

combinado de las hormonas sexuales y el diazepam en ratas Wistar hembras y machos.
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