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INTRODUCCION

La depresién es un trastorno del estado de &nimo caracterizado por
sentimientos de tristeza, desesperanza y abandono. Estos sentimientos son
respuesta a una variedad de factores bioldgicos, genéticos y psicosociales que en
conjunto aumentan la vulnerabilidad del indivfduo a padecer la enfermedad
(Carrasco y col, 2002). A nivel mundial, se ha reportado que un 18% de la
poblacién sufre de algln trastorno depresivo, siendo las mujeres quienes mas
padecen esta enfermedad, ya que por cada hombre hay 2 mujeres que la sufren
(Nemeroff, 1998). L a diferente proporcion entre hombre y mujeres sugiere que las
hormonas gonadales inciden en la frecuencia con que esta enfermedad se
presenta en el humano; por ello, las investigaciones clinicas y basicas se han
enfocado en determinar la participacion de las hormonas, principalmente de
estrégenos, en los trastornos afectivos. Esto Gltimo debido a que se ha encontrado
gue la depresion en mujeres ocurre, frecuentemente, en periodos de perturbacién
hormonal tales como ciclos menstruales, periodos post-parto y menopausia

(Hendrick y col, 1998; Halbreich y col, 1986).

Se ha propuesto que los estrégencs, tales como el 17-f§ estradiol (E2) y el
elinil-estradiol (EE2) tienen la capacidad de inducir un efecto similar al que
provocan los antidepresivos en la prueba de nado forzado (Estrada Camarena y
col, 2003), un modelo animal que permite el estudio de farmacos con potencia

antidepresiva. Posiblemente estas acciones de los estrogenos se deban a su

interaccién con diversos sistemas de neurotransmision, tales como el de Ia




noradrenalina (NA) vy la serotonina (5-HT)(Estrada Camarena y col, 2003). Esta
sugerencia se sustenta en que los estrogenos E2, EE2 y dietil-estilbrestrol {DES)
facilitan el efecto antidepresivo de farmacos inhibidores de |a recaptura de NA

(IRNA) e inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT {IRSR)} en la prueba de

nado forzado.

En relacién al efecto antidepresivo inducido por sl EE2 en el modelo de
nado forzado, se ha encontrado que éste se caracteriza por disminucion de la
inmovilidad, una conducta que refleja desesperanza, y por aumento tanto en la
conducta de escalamiento como de nado (Estrada-Camarena y col, 2003), dos
conductas gue indican activacion de los sistemas de neurotransmision de NA y 5-
HT (Detke y col, 1995). Este perfil conductual es similar al que inducen los
inhibidores mixtos de la recaptura de NA y 5-HT, como la duloxetina y la
venlafaxina {(Rénérick y Lucki, 1998; Connor y col, 2000). Con estas bases, se ha
sugerido que en &l mecanismo de accion anﬁdepresivo de EE2 participan tanto el
sistema serotoninérgico como el noradrenérgico (Estrada-Camarena y col, 2003).
Asi, uno de los objetivos del presente estudio es explorar la posible participacién
de los receptores adrenérgicos-a2 como mediadores del efecto antidepresivo de
EE, en la prueba de nado forzado, sdlo o combinado con un inhibidor de Ia
recaptura de NA, la desipramina (DMI). Dado que EEZ2 tiene afinidad por los

receptores a estrogenos (RE), otro objetivo de este estudio fue analizar la

participacién de estos receptores en el efecto antidepresivo de EE2.




CAPITULO |
1.1. Depresion

La depresién es una alteracién del estado de animo experimentado por
muchas personas en una o varias etapas de su vida. Segin el Manual de
Diagnéstico y Estadistico de Desérdenes Mentales (DSM-V), la depresion se
caracteriza por la presencia de sentimientos de tristeza, desesperanza o©
abandono, que suelen ser acompafiados por a)sintomas cognitivos coma: pérdida
de interés, dificultades de concentracién, baja autoestima, culpa, ideas suicidas; b}
conductuales, tales como: retraso o agitacion psicomotora, retraimiento, tendencia
al llanto; y ¢) somaticos, como son: trastornos del suefio (insomnio o hipersomnia),
aumento o disminucion del apstito, pérdida o aumento de peso, fatiga, disminucion

de la libido, entre otros.

Existen varias formas de definir la depresion, pero Stahl y col. (2000)
mencionan que la depresion es un estado éfectivo de tristeza que se presenta
como respuesta a una variedad de factores biolégicos, genéticos y psicosociales,
gue aumentan la vulnerabilidad del individuo a presentar sintomas depresivos.
Incluso, se ha propuesto que tales factores pueden incidir sobre personas
previamente vulnerable, provocando la aparicion de la sintomatologia clinica

(Carrasco y col, 2002).

Los estudios epidemiolégicos muestran que este desorden afectivo se ha

convertido en uno de los trastornos mentales mas frecuentes en la poblacion

mundial, reconociéndose como un problema de salud plblica que afecta a un




12% de la poblacién mexicana, siendo las mujeres quienes més padecen esta
enfermedad, en una relacién de 2:1 respecto a los hombres (Caraveo-Anduanga y

cols., 1999).

1.2 Hipotesis monoaminérgica

La primera teoria del siglo XX sobre la etiologia de la depresion fue que la
depresion era consecuencia de una deficiencia de los neurotransmisores
monoaminérgicos NA (figura 1), 5-HT (figura 2) y DA. Esta se propuso a principios
de los afios 50s, con la observacion de que un 15% de pacientes con hipertensién,
que fueron tratados con reserpina (antihipertensivo), mostraban algunos sintomas
depresivos. La reserpina causa disminucion de las monoaminas, por lo que los
sintomas de depresién fueron asociados a este cambio en el contenido de 5-HT y

NA (Nemeroff, 1998).

En la actualidad se sabe que la depresidn tiene una eticlogia compleja y
que no solo las monoaminas estan involucradas en la neurobiologia de este
padecimienta, ya que también es modulado por cambios en el sistema

GABAérgico y glutamatérgico, entre otros.

Ademas de su valor histérico, la hipotesis monoaminérgica llevo a la
sintesis de farmacos antidepresivos que adn son utilizados y tienen como blanco a

los sistemas de monoaminas cerebrales.




Figura 1. Sindpsis noradrenérgica. El neurotransmisor proviene de
la conversién del aminodcido precursor, la tivosina, a través de
varios pasos enziméticos, hasta NA: la tiresina-hidroxilasa (TH)
convierte la tirosina en DOPA (I}; la DOPA-descarboxilasa la
convierte en DA (2), ¥ la dopamina-f-hidroxilasa en Na (3). Esta
puede almacenarse junto con otras proteinas sinipticas y con ATP
(4) para de alli liberarse, directa o indirectamente (5). Una vez
liberado, €l neurotransmisor puede ocupar receptores
postsinaptices (6), metabolizarse por 1a MAQ y por la catecol -O-
metiltransferasa (7), recapturarse para su eveatal reutilizacion (8)
w ocupar aufo-receplores (9). Modificado de Feldman y col, 1997.

Figura 2 Sindpsis scrotominérgica. La  5-HT  (5-
hidroxitnptamina) (5-HT) se sintetiza a partir del triptéfano, el
cual se convierte en S-hidroxitriptéfano por la enzima tripidfano-
hidroxilasa. La 5-HT puede almacenarse en vesiculas (2) y/o
liberarse (3). Una vez liberada, puede ocupar receptores
. postsindpticos (4), recapturarse (5), ocupar auto-receptores (6} ¢
% metabolizarse por la MAQ mitocondrial (7) hacia acido 5 -
hidroxiindolacético (SHIAA). Modificado de Feldman y col,
1997.

1.3 Noradrenalina y depresion

1.3.1 Noradrenalina {NA)

La NA es el neurotransmisor de fa mayor parte de las fibras simpaticas
posganglicnares y de muchas neuronas centrales, por ejemplo, en el locus
coervfeus vy el hipotdlamo. Esta catecolamina se deriva de la ftirosina, un

aminoécido que primero es convertido a dopamina por la dopa-descarboxilasa,

para después ser hidroxilada por la dopamina B-hidroxilasa a NA (figura 3). Una




vez sintetizada la NA, se almacena en las terminales nerviosas dentro de
vesiculas, para después ser liberada desde la vesicula hacia la hendidura
sinaptica por exocitosis. Asi, una vez liberada la NA, algunas moléculas se
difundiran en la hendidura sindptica, para unirse a sus receptores post-sinapticos y
activarlos, induciendo de esta manera una respuesta fisiolégica. Otras moléculas
de NA pueden ocupar autoreceptores, recapturarse por el transportador en
neuronas presinapticas para ser almacenadas nuevamente o ser metabolizada por
la enzima monoamino oxidasa (MAQ) y por la catecol-O-metiltransferasa (COMT),
dos enzimas localizadas principalmente en las mitocondrias de las neuronas
presinapticas y fuera de las terminales nerviosas presinépticas, respectivamente y

encargadas de regular los niveles intraneurales de NA (figura 1).

Dopamina
H, Ci‘.OO + Tirosina H, ?OO + H,
C=C—NH, nhidroxlasa C—C—NH, C—C—NH,
H H . H,
o Descarboxlasa de
HO 2 Ho aa aromaticos HO
Tirosina OH oH
Dopa
Dopamina 0,
hidroxilasa
H + RGH, OH
C—C—NH, C—C—N +
H H, | 5 H;
2 CH, H,
HO HO
OH Fenil etnanol- CH
Adrenzlina :;:.I"s‘?e:-srgem Noradrenalina

Figura 3. Sintesis del neurotransmiser NA a partir del aminodcido tirosina.




Los grupos celulares y las fibras que contienen NA se originan en el locus
coeruleus, y otras areas noradrenérgicas inferiores tales como el nucleo del tracto
solitario o los hucleos reticulares laterales, desde donde surgen dos grandes
fasciculos de proyeccion ascendente: el fasciculo noradrenérgico dorsal y el
fasciculo noradrenérgico ventral. Ambos fasciculos tienen una implicacion en el
nivel de actividad cértico-subcortical, principalmente en sus conexiones con el
sistema limbico (hipocampo, amigdala y septum) y el diencéfalo (télamo e
hipotalama). Asi mismo, las fibras noradrenérgicas proyectan descendentemente a
la formacion reticular de la médula espinal o nicleos cercanos al tracto solitario, al

complejo dorsal del nervio vago y nervios motores primarios (figura 4) (Holmes y

Crawley, 1995).

Figura. 4. Micleos noradrenérgicos y sus proyecciones en el cerebro de la rata. Tomado de Holmes y
Crawley, 1995. Las lineas continuas indican las proyecciones del locus cogruleus (LC) hacia corteza y
estructuras sub-corticales. Las lineas punteadas indican la proyeccion de los grupos celulares Al, A2, A5y
AT aestructuras sub-corticales y médnla espinal.




1.3.2 Receptores noradrenérgicos

Como consecuencia del desarrolio de agonistas y antagonistas especificos
a catecolaminas se ha podido establecer la existencia de varios subtipos de
receptores adrenérgicos (adrencreceptores). Tradicionaimente se les ha dividido
en dos familias: los o y B- adrenérgicos. La familia de receptores a es subdividida
en oa, O4p ¥ oqp, ¥ estan localizados post-sindpticamente; y 10s az que se
subdividen oz, azs, dac Y 0zn , $€ encuentran localizados en la pre-sinapsis y en la
post-sinapsis. En cuanto a la familia de los receptors f-adrenérgicos se conocen
tres sub-tipos, Py, B2 v B3 localizados en la post-sinapsis (Feldman, 1997, Stahl,

2000},

1.3.3 El papel del Sistema Noradrenérgico en la depresion

Por muchos afdos el fratamiento de la depresion fue enfocada en ef
neurotransmisor 5-HT, sin embargo, se sabe que tanto el sistema noradrenérgico
como el sistema serotoninérgico se encuentran involucrados en la patogénesis y el
tratamiento de la depresién. La respuesta noradrenérgica esta intimamente ligada
al estrés: al inicio un estresor provoca incremento de Ia liberacion de NA y de la
frecuencia de disparo del locus coeruleus; cuando el estrés es constante, como las
presiones de la vida cotidiana, el tono NA disminuye notablemente, y pueden
generar depresion clinica. Estos eventos sugieren que los sintomas depresivos se

ven aumentados debido a un agotamiento de la NA en cierlas regiones del

cerebro, tales como: el Jocus coerufeus y el rea tegmental lateral (Glavin, 1985)




Algunas evidencias clinicas scportan la participacién de la NA en la
depresion. Se ha monitoreade, en pacientes deprimidos, que el metabolito de la
noradrenaiina {NA), 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG), se encuentra
considerablemente bajo en comparacién con individuos sanos (Meana y col,
1992). Asi también, se observa una respuesta similar en el plasma de pacientes
deprimidos a los cuales les fue administrado a-metil-p-tirosina, un inhibidor de 1a
enzima tirosina-hidroxilasa (Miller y col, 1996). Otro hecho relacionado es que
pacientes depresivos gue mantenian tratamiento con farmacos antidepresivos que
inhiben la recaptura de NA, al ser tratados con a-metil-p-tirosina reaparecian los
sintomas depresivos presentados antes del fratamiento, en cambio, los pacientes
que mantenian un tratamiento con farmacos que inhiben la recaptura de 5-HT no

presentaban recaida alguna (Miller y col, 1996).

1.4. Terapias Farmacolégicas Antidepresivas

Los primeros descubrimientos de los antidepresives fueron llevados a cabo
a finales de los afos cincusntas, cuanda de manera casual se observo que la
iproniazida, un farmaco usado en el tratamiento de la tuberculosis, mejoraba el
estado de animo de los pacientes. Mas tarde, se determind que estos farmacos
actuaban inhibiendo a la enzima MAQ, cuya funcién es degradar a los
neurotransmisores NA, 5-HT, dopamina por desaminacién oxidativa, regutando de

esta manera los niveles de los neurotransmisores (Stahl, 1998, Stahl, 2000,

Vetulani y Nalepa, 2000). Estos hallazgos llevaron a la sintesis y desarrollo de




mas farmacos que ayudaran a este tipo de patologias, cuyo mecanismo de accion

fuera la inhibicion de la MAO, pero que carecieran de propiedades no deseadas.

1.4.1. Antidepresivos clasicos
Inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAOs)

Los IMAOs son farmacos que facilitan la transmisidn monoaminérgica
mediante el bloqueo del catabolismo de ciertas aminas biogénicas (vide supra),
incrementando de esta manera la cantidad de neurotransmisor disponible para la

liberacion sindptica {(Ventulani y Nalepa, 2000; Carrasco y col, 2002).

Existen dos tipos de IMAOs: |os cldsicos, que van a actuar sobre la enzima
MAQO de manera irreversible, e inhiben de manera no selectiva las dos isoformas
de la MAO: la iscenzima tipo A, que desamina 5-HT, NA, epinefring,
normetaepinefrina y DA; asi como a la tipo B, que desamina a DA, tiramina y
feniletilamina. A este grupo de farmacos pertenecen la fenilezina, nialamida,

iproniazida, isocarboxasida, entre otros (Stahl, 1998; Stahi, 2000).

El otro grupo de farmacos IMAOs son los selectivos, gue acttian de manera
reversible inhibiendo a la isoenzima A o la B segun sea el caso. Entre los IMAQOs A
tenemos a fa amiflamina, la moclobemida, la clorgilina, mientras que en el grupo
de los IMAOs B se encuentran deprenil y caroxazona (Stahl, 1998; Stahi, 2000).

Su selectividad y el hecho que sean reversibles los hace mas seguros que los

IMAOs més inespecificos.
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Antidepresivos triciclicos

Los antidepresivos triciclicos son llamados asi debido a que su estructura
quimica organica esta conformada por tres anillos (figura 5). Estos farmacos, en
primera instancia, fueron sintetizados para el tratamiento de la esquizofrenia; sin
embargo, durante el periodo de prueba se descubrié que actuaban como
antidepresivos, quedando etiquetados desde entonces como medicamentas para

el tratamiento de la depresion.

En primer lugar, se observd que los triciclicos actuaban inhibiendo la
recaptura de NA, 5HT o ambas aminas, sin embargo, se sabe que ademas
bloquean a receptores colinérgicos de tipo muscarinico, y a los histaminérgicos,
produciendo por lo tanto efectos colaterales importantes (Stahl, 1998, Wallace,
2003). En general, los antidepresivos triciclicos potencian las acciones de las
aminas biogénicas al bloguear sus medios principales de inactivacion fisioldgica,
como son el trasporte o la recaptura en las terminaciones nerviosas. Los
compuestos triciclicos amino terciarios, tales como imipramina y amitriptiling,
ademas de bloquear la recaptura de NA, muestran una pequefia especificidad en
el bloqueo de la recaptura de 5-HT (Feldman y col, 1997). Estos antidepresivos
son los més accesibles en la clinica; sin embargo, producen una serie de efectos
colaterales como somnolencia, estrefiimiento, problemas estomacales ¥y

cardiacos, los cuales los hace poco recomendados.
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Desipramina {DMI)

Otro tipo de antidepresivos triciclicos son los congéneres de la imipramina
{0 sus metabolitos N-desmetilados), como DMI y nortriptilina, que inhiben potente
y selectivamente 1a recaptura de NA (Feldman y col, 1997). El aumento del tono
noradrenérgico en la sinapsis, lleva, en mediano plazo, a la desensibilizacion de
auio- y hetero-receptores adrenérgicos, entre los que se encueniran los a2-
adrenérgicos, los cuales regulan la liberacion de NA en las neuronas de

estructuras como focus coeruleus, hipocampo, entre otras (Spyraky y col, 1980).

La DMI es un antidepresivo que ain es utilizado en la practica clinica como
tratamiento para la depresion, la ansiedad generalizada y el ataque de panico. En
la experimentacién bésica constituye una excelente herramienta para producir
efecto antidepresivo mediado por el sistema noradrenérgico, por lo que permite la
investigacion de los elementos de este sistema (receptores, enzimas, segundos

mensajeros) que participan en la depresion.

LY LTy

CHCHINIC )y CHECH YN Ha s
Xywaiprwidarafvses {93 MerkiteipRitineg 140)
iy -
Xy LIy
EH N, CHCH L MHTH s
Deasipramnyineg A1} Nortiiptiting ¢E2)

Figura 5. Bstmciura quitmica de algunos antidepresivos triciclicos que inhiben la recaptura de 5-HT y NA.
Modificado de Stahl, 1993,
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1.4.2. Farmacos de la segunda generacién

Inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT (ISRS}

Los ISRS son los agentes antidepresivos utilizados con mayor frecuencia
en la actuafidad, debido a que producen menores efectos adversos comparados
con los producidos por los IMAOs y los triciclicos (Stahl, 1998). Este grupo de
farmacos, representados por fluoxetina, sertralina, paroxetina, fluvoxamina y
citalopram actan bloqueando al transportador de 5-HT (SERT, por sus siglas en
inglés) causando de esta manera un repentino incremento de los niveles de 5-HT
en el area somadendritica (figura 2). Este substancial incremento de serotonina
provoca una desensibilizacion de los auto-receptores 5-HT4a, facilitando de esta

manera la liberacién de 5-HT en terminales sindpticas (Stahl, 1998).

Inhibidores de la recaptura de NA (ISRNA)
Bupropién
Es el Gnico antidepresivo que excluye al sistema serotoninérgico y actia

selectivamente sobre la recaptura de NA y DA. Famnacolégicamente se sugiere

que el bupropion tiene acciones en areas donde existen deficiencias de NA 'y DA

{Stahl, 1998).
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Venlafaxina

La farmacologia de la venlafaxina en los diferentes sistemas de
neurotrasmision de monoaminas es dosis dependiente, es decir, a dosis bajas
inhibe la recaptura de 5-HT, mientras que a dosis medias inhibe la recaptura de

NA y a dosis elevadas, la recaptura de DA (Stahl, 1998).
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CAPITULO i
2.1. Modelos animales de trastornos psiquiatricos: criterios de validez.

Con el proposito de predecir la eficacia de tratamientos terapéuticos,
desarrollar nuevos farmacos, asi como conocer |0os mecanismos de accion de
estos, surgid la necesidad de desamrdllar modefos animales en los cuales se
pudieran cumplir todas estas expectativas, ya que esio no podia realizarse en

humanos.

Segun Mark A. Geyer (1995), un modelo animal es definido como una
preparaciéon experimental desarrollada con el propdsito de estudiar alguna
condicién, en una o varias especies, estableciendo una homologia entre la
conducta del animal afectado y el sindrome a modelar. En el caso de
investigaciones en psicofarmacologia, los modelos animales se basan en
alteraciones conductuales inducidas por eventos estresantes, quimicos ©
quirdrgicos. Estos cambios conductuales van acompafiadeos de alteraciones
bioquimicas, por ejemplo, activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-glandula adrenal
(HHA) en modelos de depresion, que en conjunto remedan a la sintomatologia del

desorden que se desea modelar (Porsolt y col, 1992).

Seglin Wiliner (1994), los criterios que permiten la validacién de un modelo
animal como un herramienta (il para investigar el efecto de farmacos psicoactivos
asi como los sustratos neurobiologicos que participan en la depresién son. a)

validez predictiva; b} validez de apariencia; c) validez hipotética 0 de constructo
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hipotético. El criterio de validez predictiva es definido come la habilidad de una
prueba para predecir un efecto o una respuesta, por ejemplo, el efecto
antidepresivo de nuévos farmacos; la validez de apariencia se refiere a la similitud
fenomenoldgica entre el modslo y el desorden modelado; |a validez constructiva
establece que las hipotesis que explican un trastomo psiquiatrico también deben

servir como fundamento al modelo.

Con base en estos criterios un modelo animal de depresién debera ser
aquel que por lo menos detecte el potencial antidepresivo de nuevos farmacos y
simule algunos sintomas de la depresion, por ejemplo, la desesperanza o la

anhedonia.

2.2. Modelos animales de depresion

Con el propésito de evaluar mecanismos de accién y propiedades de
fArmacos antidepresivos y de estudiar los elementos neurofisioldgicos que
subyacen a los trastornos depresivos, se han desarrollaron modelos animales
sensibles a farmacos antidepresivos, y que en ciertas circunstancias también
permiten remedar los sintomas de la depresidn que sufren los pacientes
deprimidos. Entre estos modelos podemos mencionar a la prueba de nado
forzado, de suspension del rabo y la desesperanza aprendida, como modelos de
depresion inducida por estrés; la bulbectomia, como un modelo de depresion

inducida por la extirpacion del bulbo olfatorio, y los modelos farmacolégicos que
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generan depresion por ia inyeccion de reserpina, clorimipramina (neonatalmente) y

de abstinencia a las anfetaminas [(Geyer y col, 1985).

2.2.1 Prueba de nado forzado {FST, por sus siglas en inglés)

La FST es un modelo de depresién en roedores. En este modelo, las ratas
son forzadas a nadar en un espacio restringido e inescapable, de tal forma que se
enfrentan a una situacién estresante y carente de solucion, que las conducira a
gue progresivamente abandonen los esfuerzos por escapar. Este abandono se
manifiesta en la sesion de prueba, 24h después de una primera sesién de nado
forzado (pre-prueba), por la postura de inmovilidad, que definimos como los
movimientos minimos del animal con los que se mantiene a flote, con la cabeza
fuera del agua. Se ha propuesto que esta conducta de inmovilidad refleja un
estado de desesperanza o abandono analogo al que muestra un individuo
deprimido (Porsoit y col, 1977); por tanto, este modelo cumple con el criterio de
validez de apariencia. De manera paralela a la conducta de inmovilidad, los
roedores desarrollan una serie de conductas activas, como son el nado
(movimientos suaves que le permiten desplazarse alrededor del estanque} y el
escalamiento {movimientos rigurosos dirigidos hacia la pared del estanque), las
cuales son consideradas como intentos que realiza el animal para salir de la

situacion a la que se enfrenta (Detke y col, 1995, Lucki, 1997) y que podrian

reflejar un estado de motivacion.

Ademas de ser propuesta como un modelo de depresion, la FST sirve para

predecir y evaluar la eficacia de los farmacos antidepresivos, cumpliendo asi con
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el criterio de validez predictiva. Los antidepresivos administrados entre el periodo
de pre-prueba y prueba, disminuyen la inmovilidad, interpretado como disminucion
de la desesperanza, y aumentan las conductas activas, es decir, la motivacién. Se
ha reportado que dependiendo del sistema de neurotransmisién involucrado en el
mecanismo de accién del antidepresivo es posible cbservar diferencias en la
expresion de las conductas activas {Detke y col, 1985). De tal manera se
considera que farmacos antidepresivos que disminuyen la inmovifidad a expensas
de un aumento en la conducta de escalamiento en la FST, actian sobre el sistema
noradrenérgico. En contraste, antidepresivos cuyo mecanismo de accion esta
mediado por el sistema serotoninérgico presentan disminucién de la inmovilidad e

incremento en Ia conducta de nado (Detke y col, 1995)
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CAPITULC I
3.1. Estrégenos

Fisiclégicamente, los estrogenos, estrona y 1?—[3 estradiol son los
esteroides foliculares mas importantes, siendo mas potente el estradiol seguido
por estrona y estriol. Cada una de estas moléculas es un esteroide de 18 carbonos
que contiene un anille fenélico A (anillo aromatico con un grupo hidroxilo en el
carbono 3), y un grupe B-hidroxilo o cetona en la posicion 17 det anillo D (figura 6).
El anillo fenélico A es la principal caracteristica estructural, de la cual depende la
unién selectiva y de alta afinidad a receptores de estrogenos (Jordan y col, 1985;

Williams y Stancel, 1996).

Los estrogenos son hormonas esteroidales sintetizadas a partir de
androstenediona o testosterona, como precursores inmediatos. Esta reaccion, que
es catalizada en tres pasos por un complejo de enzima monoxigenasa ‘
(aromatasa) y quehutiliza la forma reducida del NADPH y oxigeno molecular como
sustrato, comprende la aromatizacion del anilio A, la cudl es llevada a cabo por

una serie de hidroxilaciones tanto del carbono 19 (C19) como del carbono 2 (C2)

{figura 7).

En condiciones normales, los ovarios constituyen la principal fuente de
estrégenos. Siendo el principal producto el estradiol, es cual es sintetizado por
células de la granulosa a partir de precursores proporcionados por células de la

teca. Una vez secretado, el estradiol puede oxidarse de manera reversible hasta
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generar esirona, medianie la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa, y €s0s dos
estrégenos convertirse en estriol. Los tres estrogenos son excretados en la arina

junto con glucurdnidos y fosfatos conjugados.

o
(-; D i
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A | B
1) {Eq} (£
Estrons Extradint Estriol

Figura 6. Estrectura quimnica de los estrogencs foliculares mas importantes.

En general, los estrégenos producen una amplia gama de efectos en todo et
cusrpo, incluyendo el sistema nervioso central (SNC). Son los responsables de lo
cambios que tienen lugar durante la pubertad en nifas. Mediante un efecto directo
sobre receptores a estrégenos, generan crecimiento y desarrolfo de la vagina, el
(tero y las trompas de falopio. De igual manera contribuyen al agrandamiento de
las mamas, en el moldeo de los contomos corporales, en dar forma al esqueleto y
desencadenar el brote de crecimientos puberales tanto de huesos largos, como de
vello axilar y pubico (Wiliams y Stancel, 1996). En el cerebro, los estrogenos
actian modulando la regulacion de los sistemas neuroendocrinos auténomos y

aquellos asociados con la reproduccion (Osterlund y Hurd, 2001).
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Figura 7. Sintesis de estradiol a partir del colesterol y de precursores androgénicos.

3.1.1. Receptores a estrégenos (RE)

Dentro de la gran variedad de acciones biolégicas de las hormonas
estercidales, se distinguen cuando menos dos mecanismos de accién: el casico o
genomico y el no gendmico. El mecanismo de accidn gendmico es mediado por la
unién del estrogeno a RE intracelulares, una superfamilia de receptores nucleares
que funcionan como factores de trascripcion ligando-activando (Osterlund y col,
1998). Aqui, una vez gue el estrégeno ingresa a la célula por un mecanismo de

difusién pasiva, se une a receplores citoplasmaticos, formando un dimero
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receptor-hormona. Este, es trasladado al nicleo con el fin de activar al elemento
de respuesta a estrégenos localizado en el DNA, iniciando de esta manera la
trascripcion v sintesis de proteinas {Katzenellenbogen, 1996; Osterlund y col,
1998). Las acciones estrogénicas gendémicas se producen lentamente y tienen una
duracién larga, por lo que requieren de horas e incluso de dias para ser

observadas (McEwen, 2001).

Existen dos tipos de receptores intracelulares a estrégenos, los REa y los
REB, los cuales a pesar de guardar homologia en su dominio de union al DNA,
tienen diferencias imporiantes en el sitio de union a la hormona, y tales diferencias
son las responsables de que posean una afinidad de unién diferente a los diversos
compuestos esteroidales sintéticos (Ostertund y col, 2001; McEwen, 1899).
Mediciones de RNAmM muestran que la distribucion de REx y REB en el organismo
difiere notablemente. Asi, los REo. muestran una expresion de moderada a alta en
la pituitaria, el rifién, el epididimo y las glandulas adrenales; mientras que la
expresion de los REf es de moderada a alta en préstata, pulmon, vejiga y cerebro.

La expresién de ambos receptores es similar tanto en ovarios, testiculos y Utero

(McEwen, 1899).

El otro tipo de mecanismo por el cual los estrégenos ejercen su accion
bioldgica répidamente es el no genémico (McEwen 2001). Este mecanismo
sugiere que los estrégenos pueden activar receptores de membrana acoplados a

segundos mensajeros y activar cascadas de sefalizacion intracelular como la
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acoplada a la proteina cinasa A, proteina cinasa C, entre otras (McEwen, 2001).
En este caso, los RE membranales ain no han sido totalmente caracterizados,
sin embargo, se ha considerado que algunos de éstos tienen especificidad
diferente a la que presentan los RE intracelutares por los estrégenos. Asi, una
porcién del RE intracelular puede ser expresada en Ja superficie de algunas
células y participar en efectos relacionados con segundos mensajeros (McEwen,

1989).

3.1.2. Etinil estradiol (EE2)

La descripcion de los requerimientos estructurales dptimos en una molécula
para producir una accién estrogénica, fue el primer paso para descubnr
compuestos no esteroidales que tuvieran propiedades estrogénicas (Jordan y col,
1985). Este interesante hallazgo permitié el desarrollo de compuestos con
aclividad estrogénica, tales como EE2 y DES (dietit estilbestrol). Los compuestos
sintéticos esteroidales como e} EE2 tienen efectos hormonales bioldgicos
semejantes a los estrégenos ovéricos naturales y han sido ampliamente utilizados

en la clinica, como por ejemplo, en terapia anticonceptiva hormonal (Wiiliams y

Stancel).

El EE2, es un compuestos sintéfico esteroidal preparado a partir de la
estrona, que difiere del 17B-estradiol por la presencia de un grupo etilo en el
carbono 17, en la posicién alfa. EI EE2 es de 30 a 50 veces més potente que el E2
y es usado cominmente como componente estrogénico de anticonceptivos

(Williams y Stancel, 1996). Asi también, es ampliamente utilizado en tratamientos
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de restitucion hormonal en mujeres menopausicas y post-menopéusicas. El uso de
este compuesto sintético estercidal es seguro debido a la répida velocidad que

tiene para metabolizarse (Sojo-Aranda, 1990; Guengerich, 1980).

3.2. Participacion de los estr6genos en la depresién

Diferentes investigaciones indican que los estrégenos pueden actuar en el
abatimiento de los sintomas depresivos asociados con los cambios endocrinos por
los que atraviesa la mujer a lo largo de su vida, tales como ciclos menstruales,
periodo post-parto y menopausia. Por ejemplo, se ha reportado una disminucién
de sintomas depresivos en mujeres con sindrome premestrual y posmenopausicas

después de una restitucién hormonal con estrégenos (Hendrick y col, 1998;

Halbreich y col, 1986).

Asi mismo, en la investigacién bésica se ha sugerido la participacion de los
estrogenos en |a depresion experimental. Galea y col. (2001), utilizando un modelo
de depresion post-parto mostraron que el retiro de las hormonas estradiol y
progesterona produce una sintomatologia semejante a la depresion, medida en el
modelo de nado forzado. Este efecto puede revertirse con la administracion
cronica de estradiol (27 dias). Resultados semejantes se han encontrado con otros
esquemas de administracién en diferentes modelos de depresion como el de
suspension de la cola (Bernardi y col, 1989) y el de desesperanza aprendida.
Recientemente, se reportd que el efecto antidepresivo de compuestos

estrogénicos puede variar dependiendo del compuesto utilizado; asi se encontrd
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que el E2 y el EE2 disminuyen la desesperanza conductual en &l FST de manera
similar al efecto que producen los férmacos antidepresivos (Estrada-Camarena y
col, 2003; Rachman y cols, 1998). Sin embargo, otros compuestos estrogénicos,
como el DES y agonistas al REx no inducen efectos antidepresivos en el mismo

modelo (Estrada-Camarena y col, 2003; Walf y col, 2004).

En la FST, el E2 produce efecto antidepresivo por aumento de la conducta
de nado aunado a la disminucién de la conducta de inmovilidad, en tanto que el
EE2 produce disminucion de la inmovilidad y aumento del nado y el escalamiento
(Estrada-Camarena y col, 2003). Con base en la interpretacion de las conductas
activas en la FST, el perfil conductual inducido por ambos estrogenos sugiere que
estos compuestos tienen diferente mecanismo de accion. Se ha propuesto que el
efecto antidepresivo del E2 podria estar mediado por el sistema serotoninérgico
mientras que el de EE2 podria estar mediado por el sistema noradrenégico y el
serotoninérgico, ademas de los receptores a estrégenos {Estrada-Camarena y col,
2003), Hasta el momento, no se ha hecho un estudio sistematico, usando
antagonistas especificos a RE o a receptores a 5-HT y NA, que confirmen esta

propuesta.

3.3. Interaccién sistema noradrenérgico—estrégenos

Una serie de investigaciones han dado pauta para indicar la participacion de
los estrégenos en la regulacion de la neurotransmision noradrenérgica. Se ha
encontrado que la ovarieciomia causa una disminucion significativa de las

concentraciones de NA en el hipotalamo, y que este cambio puede ser recuperado
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por una administracion del 17gestradiol (Cardinali y cols., 1997). Ademas,
Karkanias y col. (1897), asi como Wagner (1980), encontraron que et 17B3-estradiol
desensibiliza al receptor pre-sindplico adrenérgico o2, sugiriendo gque estos
estrégenos naturales interactiian con el sistema noradrenérgico modulando la

liberacidn de NA.

Algunos estrégenos sintéticos también modulan la actividad del sistema de
NA. Asi, el tratamiento crénico con benzoato de estradiol reduce la sensibilidad de
los receptores S-adrenérgicos, efecto que es asociado al incremento en la
secrecion de catecclaminas (Carlberg y Fregly, 1986). Por su parte, Wilkinson y
Hung {1982) encontraron que el DES induce cambios en el nimero de receptores
adrenérgicos en el hipotadlamo de ratas pre-plberes y ovariectomizadas: un
decremento del 25 al 30% en los receptores a-adrenérgicos y un incremento del
60 al 100% en el numero de receptores S-adrenérgicos. Asi también, el mestranol,
un estrogeno sintético, produce una reduccidn significativa del nimero de
adrenoreceptores o2, tanto en la corteza frontal como en el nucleo del tracto

solitario (Shackelford y col, 1988).

De forma interesante, los estudios conductuzles demuestran que el
estrégeno EE2 facilita el efecto antidepresivo de DMI, produciendo aumento de las
conductas activas de nado y escalamiento (Estrada—Camarena y col, 2004). Este
resultado sugiere, por un lado, que el estrogeno sintético EE2 también interactia

con el sistema noradrenérgico, y por otro lado, que independientemente de que el
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DMi es un farmaco que aumenta el escalamiento por su accién sobre NA, en la
combinacion con EE2 con éste compuesto, prevalece el perfil conductual del
tratamiento estrogénico, es decir, aumento de ambas conductas activas por
cambios en los sistemas de 5-HT y NA (Estrada-Camarena y cols, 2004). Dado
gue los estrégenos, como el 17p-estradiol, actian sobre receptores adrenérgicos
{Karkanias y cols, 1997; Wagner, 1980), que son blancos de diversos tratamientos
antidepresivos es posible sugerir que las acciones antidepresivas y facilitadoras
del EE2 podrian estar mediadas, al menos en parte, por interaccién con los
receptores o2-adrenérgicos. Es importante sefialar que hasta el momento no
existen estudios que demusstren la interaccién de este compuesto estrogénico

con los receptores noradrenérgicos.
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CAPITULO IV
4.1. Planteamiento del problema

El EE2 produce un efecio antidepresivo en la FST, que se propone, podria
estar mediado tanto por el sistema noradrenérgico como por el serotoninérgico,
ademas de 10s receptores a estroégenos (Estrada-Camarena y cols, 2003). Hasta el
momento, la interaccién de EE2 con el sistema de 5-HT ya ha sido explorada
{(Estrada-Camarena y col, 2005), en tanto que no existen estudios que analicen la
interaccién de este compuesto sintético estercidal con receptorss adrenérgicos
especificos, en particular aquellos que son blancos de tratamientos antidepresivos.
En este mismo sentido, ya que EE2 facilta el efecto del antidepresivo DMI
(Estrada-Camarena y col, 2004), resulta de interés conocer el posible mecanismo

que media estas acciones en la FST.

4.2. Hipétesis
El efecto antidepresivo del EE2, sélo o combinado con DMI, invalucra tanto

a receptores adrenérgicos «-2 como a receptores a estrogenos.

4.3. Objetivos

4.3.1. Objetive general

- Evaluar la participacion de receptores a2 adrenérgicos y receptores a

estrogenos en el efecto antidepresivo del EE2 sélo o combinado con DMI.
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4.3.2. Objetivos particulares

- Evaluar la posible participacion de receptores «-2 adrenérgicos, asi como

de los receptores a estrégenos en el efecto antidepresivo de EEZ.

- Evaluar la participacion del receptor o-2 adrenérgicos y del receptor a

estrégenos en el efecto antidepresivo producido por la combinacion de EE2

y DMIL.
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CAPITULO V
MATERIAL Y METODOS
5.1. Animales

Para todos ios experimentos se utilizaron ratas hembras aduitas, de la cepa
Wistar, con un peso aproximado de 200-250 g al inicio del experimento. Las ratas
fueron mantenidas en un bioterio bajo condiciones de temperatura y humedad
controladas, con un ciclo de luz-oscuridad invertido (12/12 h). Todos los animales
tuvieron acceso libre al agua y al alimento y fueron manipulados de acuerdo a la

norma oficial mexicana para el cuidado y manejo de animales (NOM-062-Z00-

1999).

5.2. Procedimientos Quirdrgicos
5.2.1. Ovariectomia (OVX)

La ovariectomia se llevd a cabo bajo anestesia con tribromoetancl (200
mg/kg), haciendo una pequefia incisién ventrat en la piel y el masculo del animal
con el fin de dejar expuestos los oviductos y los ovarios. Los oviductos fueron
ligados y los ovarios fueron retirados, posteriomente, se suturd al animal y se
mantuvo en el bioterio, en grupos de cinco animales por caja, durante tres

semanas para su total recuperacion.

5.2.2. Cirugia estereotaxica
Debido a que el antagonista para los RE, ICI, 182,780, no atraviesa la
barrera hematcencefilica, este fue administrado directamente en el ventriculo

lateral derecho (administracion intracerebroveniricular 6 i.c.v), bajo anestesia con
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halotano (inhalado). El animal fue inmovilizado con la ayuda de un aparato
estereotéxico, de tal manera que la cabeza quedara fija. Se realizé una incision
longitudinal sobre la piel del craneo, se retir el periostio y se procedio a perforar
el hueso justo en las coordenadas sefiatadas para el ventriculo lateral derecho de
acuerdo al atlas de Paxinos y Wston (1997);, 8.4 mm antero-posterior a lambda,
1.4 mm lateral respecto a la linea media y 3.9 mm a partir de |a superficie craneal.
Una vez realizado el trepano se pracedié a administrar al compuesto adecuado a
través de una aguja Hamilton acoplada a una bomba de microinyeccion (1 p/min),
dejando |a aguja dentro del ventriculo por un promedio de 3 min mas. Finalmente,

se procedid a retirar la aguja, tapar el trepano con cera de hueso y suturar la piel.

5.3 Actividad ambulatoria

Con el fin de descartar qus una alteracion motora pudiera afeciar la
respuesta de los animales en el modelo de nado forzado, se procedié a evaluar Ia
actividad ambulatoria. Para ello, antes de la prueba de nado forzado, las ratas
fueron colocadas individualmente, por un periodo de 5 minutos, dentro de una caja
de acrilico (40 x 20 x 50 cm), cuyo piso estaba dividido en cuadros de 12 X 12y en
donde las ratas podian caminar libremente. Durante 5 minutos se contabilizé el
nimero de cuadros que el animal cruzaba, para ser promediados y expresados

como media t error estandar.
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5.4. Prueba de nado ferzado

Esta prueba consiste en colocar a una rata en un cilindro individual (46 cm
de altura x 20 cm de didmetra) que contiene aproximadamente 30 cm de agua a
temperatura de 2342°C. La prueba consta de dos sesiones; la primera sesion
(pre-prueba), se induce el estado de desesperanza tiene una duracién de 15 min
La segunda sesion (prueba), cuya duracién es de 5 min, se realiza 24 hr después
de la preprucba. Esta sesion es videograbada y posteriormente, un observador
que desconoce el tratamiento aplicado registra, en intervalos de 5 segundos, la
frecuencia de aparicion de la conducta de inmovilidad, nade y escalamiento,
obteniendo de esta forma un total de 60 cuentas repartidas en las tres conductas
evaluadas: 1)inmovilidad- movimientos minimos que el animal realiza para
mantener la cabeza fuera del agua y flotando; 2)nado - movimientos suaves que le
permiten desplazarse alrededor del estanque y 3)escalamiento - movimientos
rigurosos dirigidos hacia la pared del estanque (Porsolt y col, 1977; Detke y col,

1995; Lucki, 1987},

5.5. Obtencidn y seleccion de cortes

Con el fin de verificar el sitio de inyeccion intracerebral, después de
realizada la prueba de nado forzado, las ratas fueron perfundidas con solucion
salina isotonica (NaCl 0.9 %) y formol al 10 %, para posteriormente ser degolladas
y ser extraidos los cerebros. Una vez que los cerebros fueron extraidos, se
procedi6 a realizar cortes coronales de 60 micras con la ayuda de un microtomo.

Los cortes de cada cerebro fueron escaneados y cbservados en computadora,
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tomandose solamente aquellas imagenes en donde se pudo observar que el sitio

de administracion fue en ventriculo.

5.6. Farmacos
Los farmacos y la hormona utilizada fueron: clorhidrato de Desipramina
(DMI, Sigma-Aldrich, Mo, USA), Idazoxan (Sigma-Aldrich, Mo, USA), IC1 182,780

{Tacris, USA), Etinil-estradiol (Sigma Chemicals Co., Mo, USA).

El antidepresivo DMI, al igual que el antagonista a receptores o2-
adrenérgicos, Idazoxan, fueron disueltos en solucidn salina fisioldgica (NaC! al
0.9%) y administrados via subcutanea (s.c.) en un volumen de 2 mikg El
estrogeno, EE2 al igual que el antagonista a receptores de estrégenos, ICI
182,780, fueron disusltos en aceite de maiz o dimetil sulfoxido (DMSO),
respectivamente. El EE2 se administréd s.c. en un volumen de 0.2 mi por rata

mientras que IC1 182,780 se administrd i.c.v. siguiendo el método descrito en la

seccion 5.2.2.
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5.7. Series experimentales

Experimento 1. Paricipacidn _del receptor o2-adrenérgico en el efecto

antidepresivo de EE2

En esta primera serie experimental se analiz el posible efecto de diferentes
dosis del antagonista a receptores adrenérgicos a-2, ldazoxan, en la prueba de
nado forzado. Esta curva se hizo para verificar que el antagonista idazoxan
careciera de efecto per se en el nado forzado. Para ello, los grupos
independientes de animales recibieron los tratamientos siguientes: vehiculo {NaCl
0.9%, n=13} o idazoxan a 0.25 {n=7), 0.5 (n=5) 6 1.0 mg/kg (n=6). ldazoxan y el
vehiculo fueron administrados 23.5. 5 y 1h antes de la prueba (Cervo L. y cols,

1989)

En una segunda parte experimental se analizd el efecto de Idazoxan sobre el
efecto antidepresive de EE2. Los grupos formados para este experimento fueron:
control, que recibid aceite + solucion salina (n=8}, EE2 5.0 pgfrata (n=11), EE2 5.0
nglrata + ldazoxan 0.25 mg/kg (n=9), EE2 5.0 pgfrata + Idazoxan 0.5 mg/kg (n=9),

EEZ 5.0 pgfrata + Idazoxan 1.0 mg/kg (n=10).

Experimento 2. Efecto del antagonista a receptoras a estrégenos, ICt 182 780,

sobre [a accién antidepresiva inducida por FE2.

Con la finalidad de determinar la participacion del receptor & estrégenos en
el efecto antidepresivo inducido por el EE2, se evalué la combinacion de una dosis

efectiva de EE2 (5.0 ug/rata) con el antagonista a receptores a estrogenos, IC 182
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780. Para ello, se formaron los siguientes grupos independientes: aceite + DMSO
{n=9), (EE2 5.0 pgfrata (n=8), EE2 5.0 ugirata + ICI 182 780 10 pgirata (n=10).La
dosis y los tiempos de administracion de IC1 182,780 fueron tomados de la

literatura, y son aquellos efectivos para bloquear los RE (Frye y Rhodes, 2002,

Wade v cols, 1993}

Experimento 3. Efecto del antagonista al receptor o2-adrenérgico, ldazoxan

sobre el efecto antidepresivo de DMI.

Inicialmente, analizamos el efecto de diferentes dosis de DMI en el modelo
de nado forzado. Para ello se formaron grupos independientes: Control (solucion
salina isoténica 0.9%, n=13) o DM! a 5.0 mg/kg (n=5), 2.5 mgrkg (n=6), 1.25 mg/kg
(n=6), 0.625 mg/kg (n=6).

En una segunda parte, los grupos independientes de animales recibieron como
tratamiento una dosis de 2.5 mg/kg de DMI en combinacién con diferentes dosis
del antagonista a receptores adrenérgicos o-2, Idazoxan (0.25, 0.5 y 1.0 mg/kg).
Se formaron grupos independientes que recibieron uno de los siguientes
tratamientos: solucién salina + Idazoxan a 1.0 mg/kg (n=6), solucidn salina +
ldazoxan 0.5 mg/kg (n=5), solucidn salina + Idazoxan 0.25mg/kg (n=7), DMI 2.5
mg/kg + ldazoxan 1.0 mg/kg (n=6), DMI 2.5 mg/kg + Idazoxan 0.5 mg/kg (n=6),

DM! 2.5 mg/kg + Idazoxan 0.25 mg/kg (n=7).
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Experimento 4, Efecto del antagonista a receptores adrenéraicos o-2, Idazoxan,
en el efecto antidepresivo inducido por la combinacién de EE2 y DMi.

Con el objetivo de evaluar la participacion del receptor adrenérgi@ -2, en
el efecto inducido por la combinacion de dosis sub-efectivas de EE2 (1.25 pgirata)
y DMI (0.625 mg/kg) en la prueba de nado forzado, se realizd una cuarta serie
experimental formandose los siguientes grupos independientes: aceite + solucion
salina + solucién salina (n=8), DMI a 0.625 mg/kg (n= 9), EE2 1.25 pgfrata + DMI
0.625 mgl/kg (n=9), EE2 1.25 pgirata + DMI 0.625 mglkg + Idazoxan 1.0 mg/kg

(n=8).

Experimento 5. Efecto del antagonista &l receptor a estrégenos, IC1 182,780, en

el efecto antideprasivo inducido por la combinacion de EE2 vy DML

En este experimento se analizé la participacion de! receptor a estrégenos
en el efecto inducido por la combinacién de EE2 y DMI. Se formaron grupos
independiente que recibieron los siguientes tratamientos: aceite + solucion salina +
DMSO (n=6), EE2 1.25 pglrata + DMI 0.625 mg/kg + DMSO (n=7), EE2 125

ngfkg + DML 0.625 mgikg + ICI 182 780 10 pgirata (n=10).
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5.8. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados con una ANOVA de una via, y
sélo aquellos grupos que fueron diferentes con una p< 0.05 fueron aceptados
como estadisticamente significativos. Posteriorments, estos datos fueron
analizados con las pruebas post-hoc: Dunnett, para comparaciones entre grupos

experimentales contra el grupo control, o Tukey para comparaciones mdltiples.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

6.1. Participacion del receptor o2-adrenérgico en el efecto antidepresivo de
EE2

En la grafica 1 se muestran el efecto del antagonista adrenérgico a-2,
ldazoxan, sélo (panel A) o en combinacién con EE2 (panel B). ldazoxan a
diferentes dosis no produjo cambios significativos en ninguna de las conductas de
la prueba de nado forzado (inmovilidad, F527=2.053, p=0.130; nado, F327=0.836,
p=0.486; escalamiento, F32,=2.128, p=0.120). De forma interesante, ldazoxan, a
0.5 y 1.0 mg/kg, inhibid el efecto antidepresivo producido por la dosis de 5.0
ngfrata de EE2, es decir hubo una disminucién estadisticamente significativa tanto
en la conducta de inmovilidad (F445=5.531, p=0.001) como en la conducta de
escalamiento (F445=4.788, p=0.003). En cuanto a la conducta de nado, no se
observaron cambios significativos (Fs.s= 5.531, p= 0.001) en la accion del

Idazoxan sobre el efecto provocado por EEZ (Spg/rata).

Por otro lado, Idazoxan per se a la dosis de 0.5 mg/kg produjo aumento
significativo de la actividad ambulatoria en las ratas hembras ovariectomizadas, en
comparacién con la dosis mas de 1.0 maikg (F219=4.14, p=0.03) (tabla 1); sin
embargo, Idazoxan no modificé la actividad ambulatoria de las ratas tratadas con

EEZ (Fa2=1.23, p= 0.29) (tabla2) .
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Grafico 1. Efecto de diferentes dosis del antagonista a receptores a-2 adrenérgicos, Idazoxan (IDZ, n= 6-7
satas por grupo) solo (panel A) o en combinacion (panel B) con una dosis efectiva de EE2 (n= 9-11 ratas por
grupo} en la prucha de nado forzado. Prucha Tukey: * p<0.05, ** p <0.01, ***p <0.001,

Tabla 1. Efecto de Idazoxan en la actividad ambulatoria de ratas hembras ovariectomizadas.

Prueba Tukey * p< 0.05
Tratamiento Media + Error
Solucion salina 4837+ 4.87
Idazoxan 0.5 mg/kg 6166+338 *
Idazoxan 1.0mg/kg 4416+ 3.79

Tabla 2. Efecto de 1a combinacién de EE2 + Tdazoxan en la actividad ambulatoria de raias hembras
ovanectomizadas. N.S

Tratamiento Media + Error
Aceite 4588 + 427
EE2 5.0 mg/kg 38.00+£2.90
EE2 +ldazoxan 0.5 mg/kg 39.75:£2.79
EE2 Hldazoxan 1.0mg/kg 3930+2.17

6.2. Cortes cerebrales,

En las figuras 8 y 9 se ilustran cortes coronales representativos del cerebro
de la rata, en los cuales se muestra el sitio de 1a administracion de ICI, 182,780 o
en su casoc DMSC (vehiculo). La mayoria de las administraciones se localizaron
en el drea requerida (figura 8); sin embargo, los resulitados de 7 ratas se

descartarén debido a que la inyeccion se realizd fuera detl ventriculo (Figura 9).
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Figura 8. Corte coronal de un cerebro de rata. Bl drea marcada con un rectingulo muestran la trayectoria de la
agnja y el sitio de administracién del firmaco (ventriculo derecho).

Figura 9. Corte coronal de un cerebro de rata. El drea marcada con un rectingulo muestra el sitio de
administracién del farmaco (fucra de ventriculo).
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6.3 Efecto del antagonista a receptores a estrégenos, ICl 182,780, sobre la

accidn antidepresiva inducida por EE2.

En el grafico 2 se muestra el efecto de la aplicaciéon simuitanea del
antagonista al receptor a estrégenos, ICl 182,780 y EE2, 48h antes de la prueba
de nado forzado. Donde se puede observar que el decremento en la conducta de
inmovilidad (F227=5.75, p=0.009) y el incremento de la conducta de nado
(F227=8.139, p=0.002) producidas por la dosis 5 pgfrata de EE2, fueron
blogueadas por la dosis de 10 pgirata de ICI 182,780, Ni EE2 ni el antagonista
produjeron cambios en fa conducta de escalamiento (F227=1.408, p=0.263).

EFECTO DE ICI 182,780 EN LA ACCION AD DE EE2
] ] ACEITE+SOLUCION SALINA+DMSO

EEZ 5.0 pg/rata+DMS0O

50 B8 EE2 5.0 mg /rata+1C] 182,780 10 ma/rata

40 -

30 S

20 +

# CUENTAS / & MINUTOS

10 +

INMOVILIDAD ESCALAMIENTO

Grafico 2. Efecto del antagonista a receptores a estrogenos ICI 182, 780 (n= 9-10 ratas por grupo) sobre el

efecto de EE2 (n=9-10 ratas por grupo) en la prueba de nado forzado. Prucba Tukey * p< 0.05; ** p< 0.01;
*#+p< (L001

EE2 produjo disminucion estadisticamente significativa de la actividad

ambulatoria (F220=5.66, p= 0.009) en comparacidén con el del grupo vehiculo.
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Mientras que la combinacién con el antagonista de fos RE no se observé este

efecto (tabla3d).

Tabla 3. Efecto de la combinacitn de EE2 + ICI 182,780 en Ja actividad ambulatoria de ratas
hembras ovariectomizadas. Prucba Dunnet * p< 0.05

Tratamiento Media + Error
Aceite TDMSO 48.66 £3.90
EE2 5.0 mg/kg + DMSO 32.41 £3.06*
EE2 +IC1 182,780 10pg/kg 38.10+3.40

6.4. Efecto del antagonista al receptor o2-adrenérgico, Idazoxan, sobre el

efecto antidepresivo de DML

En el gréfico 3 (panel A) se muestra el efecto producido por diferentes dosis
de DMI {0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5.0 mg/kg), en ratas ovariectomizadas forzadas a
nadar. DMI produjo disminucion de la inmovilidad (Fs4e=11.227, p<0.001), que fue
dosis dependiente, acompafada de incremento en el escalamiento (Fs4=9.679,
p<0.001), sin cambios en el nado (Fses= 2.298, P=0.060). |dazoxana 05y 1.0
mgfkg, bloqueé completamente el efecto antidepresivo de DMI (panel B). Este
blogueo se cbservé tanto en la inmovilidad (F43:=4.804, p=0.004) como en el
escalamiento (Fq33=5.331, p=0.002). En contraste, Idazoxan en combinacion con

el antidepresivo (F433=1.418, p=0.250) no modificaron la conducta de nado.
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Grafico 3. Panel A) efecto de desipramina (DMI, n= 6-7 ratas por grupo) en ratas hembras ovariectomizadas.
Prueba Dunnett: * p < 0.05 versus grupo control. Panel B) efecto de la combinacién de DMI (n= 6-7 ratas por
grupo) con diferentes dosis de del antagonista a receptores adrenérgicos o-2 idazoxan ((DZ, n= 6-13 por
grupo) en la prueba de nado forzado. Prueba Tukey * p<< 0.05; ** p< 0.01; ¥*¥p<0.001




DMI no modificd significativamente la actividad ambulatoria (F2,20=0.694,
p=0.512), sin embargo se presentd una tendencia a disminuir conforme se
aumentaba la dosis {tabla 4). La combinacion de idazoxan mas DMI (tabla 5) no
modificd significativamente la actividad ambulatoria de las ratas hembras

(F220=1.62, p= 0.22)

Tabla 4. Efecto de Ja combinacion de DMI en 1a actividad ambulatoria de raias hembras
ovariectomizadas. N.S

Tratamiento Media + Error
Solucion salina 45,66 +3.16
DMI 1.25 mg/kg 42,50+ 2.06
DMI + 2.5 mg/kg 40.16 +4.52

Tabla 5. Efecto de la combinacién de DMI + Idazoxan en la actividad ambulatoria de ratas hembras

ovariectomizadas.
Tratamiento Media + Error
Solucion salina 4322 +520
DMI + Idazoxan 0.5 mg'kg 47.16 £7.51
DMI + Idazoxan 1.0mg/kg 59.00 £ 6.96
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6.5. Efecto del antagonista al receptor o2-adrenérgico, Idazoxan, en el

efecto antidepresivo inducido por la combinacién de EE2 y DML

El grafico 4 muestra que el EE2 disminuyo la inmovilidad (Fz30=3.790,
p=0.020) y aumentd las conductas activas (nado F330=4.364, p=0.012;
escalamiento. F330=4.723, p=0.008} en ratas ovariectomizadas. ldazoxan bloqued
parcialmente el efecto antidepresive inducido por la combinacion de dosis sub-
dptimas de EE2 mas DMI. Este bloqueo parcial se observd en la tendencia a
aumentar la inmovilidad y en la reduccién estadisticamente significativa del
escalamiento en comparacion con el grupo tratado con la combinacion. El
aumento producido por la combinacién de EE2 mas DMI sobre el nado (aumento)

no fue modificado por el idazoxan.
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Gréfico 4. Efecto producido por el antagonisia a receptores a-2 adrenérgicos, Idazoxan, en combinacidn con
1a dosis de 0.625 mgfkg (no efectiva) de DMI en ratas hembras ovariectomizadas. Prucba Tukey, ¥ p <0.05.
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Ni la combinacion de EE2 méas DMI, ni con ldazoxan, modificaron la

actividad ambulatoria (iabla 6) de los animales (F2,25= 3.14, p=0.06}.

Tabla 6. Efecto de la combinacion de EE2/DMI + Idazoxan en la actividad ambulatoria de ratas hembras
ovariectontizadas.

Tratamiento Media + Error

Aceite + solucidn salina + soluci6én salina 4522 +5.06
EE2 1.25 pg/rata + DMI 0.625 mg/kg + solucion salina |43.77 +3.57

EE2 + DMI + Idazoxan |.0mg/kg 31.87+299

6.6. Efecto del antagonista al receptor a estrégenos, IC1 182,780, en el efecto

anfidepresive inducido por la combinacion de EE2 y DMLI.

Los resultados del efecto de ICI 182,780 en animales tratados con EE2 y
DMI se ilustran en el grafico 5. La combinacion del antidepresivo con el esteroide
produjo disminucion de la inmovilidad (F220=8.267, p=0.002} y aumento en el
nado (Fz20=6.691, p=0.006) y en el escalamiento {F»=4.179, p=0.030). El ICI
182,780 inhibio parcialmente el efecto antidepresivo provocado por la combinacion
de EE2 y DMI sobre la inmovilidad, y bloqued totalmente el efecto de DMI y EE2
sobre el nado. En contraste, el antagonista de los receptores a estrégenos no

madifico el efecto de EE2 y DMI sobre el escalamiento.
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Grifico 5. Efecto producide por el antagonista a receptores a-2 adrenergicos, Idazoxan (IDZ, n= 8-9 ratas
por grupo} sobre el efecto conductual producido per una dosis sub-6piima de FE2 en combinacién con una
dosis no efectiva de DMI en la prueba de nado forzado. Prucba Tukey, * p< 0,05, ** p< 0.01, ¥*p< (.001

Si bien la combinacién EE2 més DMI no produjo cambios en la actividad
ambulatoria (tabla 7), el antagonista de los RE en animales tratados con la
combinacién si produjo una reduccion significativa en esta conducta {F225= 3.99,

p=0.03).

Tabla 7. Efeclo de la combinacién de EE2/DMI + ICI 182,780 en la actividad ambulatoria de ratas hembras
ovariectomizadas. Prueba Dunnet * p< 0.05

Tratamiento Media + Error

Aceite + solucién salina + DMSO 48.222+4 048
EE2 1.25 pgfrata + DMI 0-625 mg/kg + DMSO 42 14345900

EE2 +DMI +ICI 182,780 10 pg/rata 31.375£3.168 *
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CAPITULO VI

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente esiudio muestran que en la accion
antidepresiva de EE2, caracterizada por disminucién de la inmovilidad y aumento
de las conductas activas, participan tanto los receptores adrenérgicos o2 como
los receptores intracelulares a estrégenos. EE2 facilita el efecto antidepresivo de
DM, via un mecanismo que involucra a los receptores adrenérgicos a-2, y en

mayor medida a los receptores a estrogenos.

EE2 es un estrogeno ampliamente utilizado en la practica clinica como
anticonceptivo, sélo o en combinacién con progestinas (Sojo-Aranda, 1990).
Ademas de su efectividad para evitar la gestacién, se ha propuesto que este
esteroide, asi como otros estrogenos, tienen actividad antidepresiva (Estrada-
Camarena y col, 2003). Estrada-Camarena y col. (2003) reportaron que la
administracion de diferentes compuestos estrogénicos, entre ellos EEZ, produce
un efecto semejante al de los farmacos antidepresivos en la prueba de nado
forzado. En el presente trabajo encontramos resultados similares ya que EE2
produjo acciones antidepresivas en ratas ovariectomizadas. Dado que EEZ2 tienen
afinidad por los receptores a estrogenos, una primera aproximacion fue evaluar la
participacion de éstos en las acciones de EE2. En esios experimentos el
antagonista de los receptores a estrgenas, ICI 182,780, bloqued totalmente el

efecio antidepresivo de EE2, y revirtid el aumento del nado preducido por este
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esteroide, sugiriendo que los receptores a estrégenos participan en el efecto
antidepresivo del EE2.

Los receptores a estroégencs han sido clasificados como o v p {Osterlund y
Hurd, 2001; McEwen, 1999), y de acuerdo con datos de la literatura la isoforma B
esta mas implicada en los procesos de trastornos afectivos (Gustafsson, 1999). EI
ICl 182,780 es un antagonista general para los receptares a estrc’:gends, por lo
tanto, con el presente experimento no se puede determinar la participacion exacta

de las dos isoformas del receptor a estrégenos en las acciones antidepresivas def

EE2.

En nuestros experimentos, EE2 produje disminucién de la inmovilidad junto
con aumento de las conductas activas, nado y escalamiento. Aunque EEZ2
disminuyé la actividad ambulatoria, este efecto no influyd en la disminucion de la
inmovilidad y aumento de las conductas activas que es producido por EE2 en FST.
De acuerdo con la interpretacion de Detke y Lucki (1995; 1997}, el aumento de
estas conductas refleja la participacion de los sistemas de neurctransmision
serotonérgico y noradrenérgico, respectivaments, en el efecto de los farmacos
antidepresivos. Con el fin de evaluar inicialmente la participacion del sistema
noradrenérgico en el efecto de EE2, utilizamos el antagonista de los receptores
adrenérgicos o-2, Idazoxan. Encontramos que ldazoxan en la dosis mas baja
(0.25 mg/kg) bloqued parciaimente el efecto de EE2 en la inmovilidad y el
escalamiento, en tanto que las dosis mas altas, principalmente 1.0 mg/kg,

bloquearon totalmente el efecto del estercide sobre ambas conductas. De esta
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manera se puede proponer gue ademas de la participacién del receptor a
estrogenos, los receptores adrenérgico o-2 también intervienen en la accién

antidepresiva producida por el estrégeno EEZ2.

Aunque Idazoxan per se produjo aumento de la actividad ambulatoria, este
incremeénto no interfirid con la conducta en la prueba de nado, ya que éste no

modificd ni la inmovilidad ni las conductas activas.

DMI es un antidepresivo triciclico que se sabe inhibe la recaptura de NA
(Feldman, 1997). En la prueba de nado forzado, DMI produce disminucién de la
inmovilidad y aumento del escalamiento, un efecto que se observd en los
experimentos realizados en este estudio, y que fue dosis-dependients. En nuestro
estudio encontramos que los receptores adrenérgicosa-2 participan en el efecto
antidepresivo de DMI en ratas ovariectomizadas, ya que el antagonista selectivo

para eslos receptores, ldazoxan, blogueé totalmente las acciones antidepresivas

del inhibidor de la recaptura de NA.

Con respecto a la combinacién de las dosis sub-6ptimas de EE2 méas DM,
se pudo cbservar una accidon antidepresiva caracterizada por una disminucion en
la inmovilidad y un aumento en las conductas de nado y escalamiento. Resultados
similares han sido encontrados por Estrada-Camarena y cols, (2004), ya que han
reportado que compuestos estrégenicos, tales como EE2 ademas de producir un

efecto  antidepresiva facilitan la accidn de algunos  antidepresivos.
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Interesantemente en la FST, el perfil conductual (disminucion de la conducta de
inmovilidad acompafiado de una conducia de escalamiento y nado) de este
compuesto estrogénico prévalece independientemente del antidepresivo utilizado,
por ejemplo un inhibidor de la recaptura de serotonina (Estrada-Camarena y cols,

2004).

Con el fin de conocer el mecanismo de accion que nos permita explicar el
efecto antidepresivo inducido por la combinacién de EE2 y DMI, se evalué como
primera aproximacion la participacion dei receptor adrenérgico a-2. En este caso,
encontramos que Idazoxan bloqued parcialmente el efecto en la conducta de
inmovilidad y escalamiento. De acuerdo a estos resultados es posible considerar
que el receptor adrenérgico o-2 no es el unico que esta interviniendo en el
sinergismo producido por la combinacion de EE2 y DMI. Con respecto a este
punto, es importante considerar que EE2 puede interactuar con receptores
noradrenérgicas y serotoninérgicos, los cuales podrian estar mediando el efecto
sobre las conductas de nado y escalamiento {Estrada-Camarena y cols, 2003). Asi
también hay gue recordar que las acciones de este estrégeno también involucran
su unién con los RE, lo que podria explicar porqué Idazoxan no bloguea

totalmente el efecto producido por la combinacién EE2/DMI.

Con respecto a la participacion del RE en la accidn antidepresiva de
EE2/DMI, encontramos que el antagonista a RE, ICI 182,780, blogued totalmente

el efecto antidepresivo producido por la combinacion, revirtiendo la conducta de

52




inmovilidad y la de nado. Sin embargo, el aumento del escalamiento producido por
la combinacién EE2/DMI no fue revertido por ICl 182,780. Desconocemos porque
el antagonista para los RE no inhibid el efecto de la combinacién sobre el
escalamiento, una posible explicacion es que la dosis utilizada no haya sido
efectiva para promover cambios a este nivel. La disminucién de la actividad
ambulatoria en el grupo tratado con EE2/OMI mas ICI 182,780 no parece ser un
factor determinante en el aumento de la inmovilidad y la disminucién del nado
provocados por el antagonista de RE, ya que aun con este tratamiento las ratas

mastraron un aumento de la conducta de escalamiento.
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CAPITULO VIt

Conclusiones

8.1. Tanto los receptores a estrégenos como los o2-adrenérgicos participan en
el efecto antidepresivo producido por e EE2 en ratas hembras ovariectomizadas.
De los dos tipos de receptores, la participacién de los RE es mas significativa para

las acciones antidepresivas de este estrogeno.

8.2. Los receptores o2-adrenérgicos participan en el efecto antidepresivo
producido per un tratamiento sub-crénico con el inhibidor de la recaptura de NA,
DMI, en las ratas ovarectomizadas.,

B.3. La combinacién de dosis sub-Gptimas de EE2 y DMI produjo un efecto
antidepresivo mediade por un sinergismo. Este efecto antidepresivo fue
manifestado con un perfil conductual idéntico al producido por el EE2, sugiriendo

que éste predomina sobre el perfil de DMI.

8.4. En el efecto antidepresivo producido por la combinacion de EE2 mas DMI
participan, principalmente los receptores a estrégencs, y en menor grado, los

receptores a2-adrenérgicos.
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8.5. Los resultados del presente trabajo apoyan la idea de que los estrogenos
regulan 1a depresién en individuos del sexo femenine, y que esta regulacion no se
debe sélo a su interaccion con sus propios receptores intracelulares, sino gue

también es mediada por su interaccion con el sistema noradrenérgico.

PERSPECTIVAS

Tomando en cuenta que el efecto antidepresivo ejercido por EE2 podria
estar mediado tanto por el sistema noradrenérgico como por el serotoninérgico,
ademas de los receptores a estrogenos, se suguiere seguir con la linea de
investigacién, esto con la finalidad de conocer el mecanismo de accion por ef cual
EE2 esta induciende un efecto antidepresivo y potenciando el efecto de farmacos
con propiedades antidepresivas. Entre las preguntas que quedan por responder
estah: ¢ El receptor b-adrenérgico participa en el efecto antidepresivo inducido por
el EE2 sdlo o en combinaciin con DMI?, ; Qué tipo de receptores
serotoninérgicos estan participando en el mecanismo de accién inducido por el

EEZ sdlo o en combinacion con DMI7?
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