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RESUMEN

La incidencia de depresion es mayor en mujeres, pero el suicidio es mas
frecuente en hombres; por tanto, las hormonas gonadales han sido involucradas en la
etiologia de la depresion. Particularmente, la testosterona es responsable del
dimorfismo sexual, no obstante, los estudios sobre la participacion de la testosterona
en el estado de animo son escasos y controvertidos. Este andrdégeno y sus receptores
se localizan en estructuras limbicas como el septum lateral, sitio de accion de
sustancias antidepresivas. Sin embargo, se desconoce el efecto de {a administracion
intraseptal o sistémica de testosterona sobre la respuesta a farmacos antidepresivos. El
objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de testosterona sobre Ia
desesperanza (inmovilidad} en un modelo de depresion experimental, asi como su
interaccion con el antidepresivo fluoxetina y la pariicipacion del septum lateral. La
administracién aguda sistémica de testosterona, fluoxetina o fluoxetina+iestoserona
(10mg/kg), o la administracién cronica de testosterona (1mg/rata/21dias) y
testosterona(1mg/rata)+fluoxetina(1mg/kgy21dias, carecieron de efecto sobre la
inmovilidad en ratas forzadas a nadar; sin embargo, la administracion crénica de
fluoxetina (1mg/kg/21dias), asi como su administraciéon cronica
sistémica+administracion intraseptal aguda de fluoxetina, diminuyé la inmovilidad en
este paradigma. Se observé adicionalmente una interaccidn farmacolégica consistente
en el bloqueo del efecto anti-inmovilidad de fluoxetina después del desafio agudo
sistémico o intraseptal con testosterona, sin afectar la locomocién. Se concluye que el

desafio con testosterona repercute sobre el efecto anti-inmovilidad de fa fluoxetina.




ABSTRACT

incidence of major depression is higher in women than men, but suicide is more
frequent in men; therefore, gonadal hormones have been implicated in the ethiology of
depression. Particularly, testosterone is responsible of sexual dimorphism; however,
studies of the participation of testosterone on mood are scarce and unsustained. This
hormone and its receptors are located in limbic structures such as the lateral septum,
wich is a target of antidepressant substances. However, the effects of the intraseptal or
sistemic administration of testosterone on the response to antidepressants have not
been explored. The aim of this dissertation was to determine testosterone effects on
despair (immobility) in an experimental model of depression and its interaction with the
antidepressant fluoxetine and the participation of the lateral septum. The acute systemic
administration of testosterone, fluoxetine or fluoxetine+testosterone (10mg/kg), or
chronic administration of testosterone (1mg/rat/21days) and testosterone
(1mg/rat)+fluoxetine(1mg/kg)y21days, lacked of effect on immobility in rats submitted to
the forced swim test; however, the chronic administration of fluoxetine (1mg/kg/21days)
as well as its chronic administration plus intraseptal acute administration of fluoxetine
reduced immobility in this paradigm. In addition, a phamacologic interaction consisted
on the blockade of the anti-iimmobility effect of fluoxetine after the acute challenge of
testosterone, systemic or intraseptal, without affecting locomotor activity. It is concluded

that testosterone has repercussions on the anti-immobility effect of fluoxetine.




1. INTRODUCCION

La depresion es un trastomo sexualmente dimorfico ya que la prevalencia es
dos o tres veces mayor en el sexo femenino comparado con el sexo masculino (Breslau
et al., 1995; American Psychiatric Association, 2000; Kessler et al., 2003). Sin embargo,
el suicidio es mayor en hombres tanto en adultos como en adolescentes (Pelkonen et
al., 1996) lo que sugiere una contribucion de las hormonas gonadales en la
neurobiologia de ta depresion y del suicidio. '

Aun cuando se desconocen diversos aspectos de la fisiopatologia de la
depresién y [a hipdtesis clasica monoaminérgica dice que este trastomo es causado por
una actividad insuficiente de las neuronas monocaminérgicas, no se le puede atribuir un
pape! exclusivo a las monoaminas en la depresidbn. También existe la hipétesis
hormonal que propone que la hiperactividad del gje hipotalamo-hipofisis-adrenal ocurre
en pacientes deprimidos e involucra a la hormona liberadora de corticotropina y los
glucocorticoides liberados durante el estrés (Nemeroff, 1998). Estas alteraciones
pueden ser revertidas con tratamiento antidepresivo, aunque a veces se presentan
casos de depresion resistente en algunos pacientes con hiperactividad adrenal
(Pearson-Murphy ef al., 1998).

La depresidon asociada con las oscilaciones ciclicas de las hormonas ovaricas
estd ampliamente documentada. La hipoétesis del sindrome de abstinencia hormonal en
mujeres vulnerables se basa en la observacion de que la restitucidén hormonal produce
mejoria del estado de animo (Bloch et al., 2000; Hochberg et al., 2003; Blum et al,,
2004; Freeman et al., 2004), pero los estudios sobre los andrégenos en la conducta
afectiva son escasos.

A la testosterona se le considera tradicionaimente la hormona reguladora de la
agresion y la conducta sexual, sin embargo, se ha intentado encontrar correlatos entre
la conducta afectiva y los niveles hormonales de testosterona. En situaciones de
competencia, parece haber una relacion positiva entre los niveles de testosterona y el
triunfo, por ello se ha sugerido que la testosterona estad asociada con el estado de
animo en el género masculino. Durante el estrés, esta relacion se invierte, debido a la
supresion de la sintesis de testosterona mediada por los glucocorticoides a través de

mecanismos no genémicos (Dong et al., 2004). En ambos géneros, ocurren algunas




asociaciones entre la testosterona y la depresién, es decir, niveles anormalmente
disminuidos o elevados se han asociado con este trastorno afectivo. La concentracion
salival y plasmatica de testosterona empleada como marcador biologico de la
depresion, implica asociaciones entre una variable bioquimica y una variable
psiquiatrica gque no denotan la relacién causa-efecto, pero que pueden ser de utilidad.
Los conocimientos sobre los efectos de los androgenos en el trastomo depresivo aln
son inconsistentes debido a ia falta de estudios sistematicos y controlados. En este
sentido, el reto para avanzar en el estudio de los efectos psiquiatricos de la
testosterona y otros androgenos se limita ante las implicaciones éticas de probar dosis
elevadas en voluntarios sanos y, en general, en seres humanos (Yates, 2000).

La fluoxetina es un antidepresivo eficaz que bloquea la recaptura de serotonina
cerebral. En general, el establecimiento de los efectos terapéuticos requiere de
semanas de tratamiento, pero su seguridad, mejor tolerancia y efectos colaterales
menos severos que los triciclicos, le confiere mayor eficacia clinica. A pesar de ello, a
partir de la década de 1980 surgieron cuestionamientos acerca de la seguridad de este
tipo de inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina debido al riesgo elevado de
suicidio en jévenes bajo este tipo de tratamientos. La controversia se ha desatado
debido a que al parecer los estudios necesarios no se han hecho publicos y no han
podido ser documentados a profundidad. Actualmente, con base en una revision de
estudios controlados con placebo, la FDA ha solicitado a las compafiias farmacéuticas
incluir una advertencia en sus producios gue alerten sobre un incremento de riesgo de
suicidio en nifios y adolescentes tratados con estos antidepresivos (FDA Public Health
Advisory, 2004a; 2004b). En este sentido, resuitan de utilidad las estrategias de desafio
farmacoiogico que han sido empleadas en algunas investigaciones de la funcion
serotonérgica en la depresion (Price et al., 2004); por ejemplo, en [a estimulacién de un
sistema de neurotransmisién a través de dosis Unicas de un farmaco, para medir
algunos efectos sobre las concentraciones plasmaticas hormonales, efectos
neurofisiologicos, conductuales o clinicos (Gijsman ef al, 2004). Los estudios de
desafio farmacolégico se han empleado en la clinica, pero también es posible utilizarlos

en la investigacion basica cuando se sospecha de ciertas interacciones que han sido




escasamente estudiadas, como en el caso de la relacion entre la testosterona y la
respuesta a farmacos antidepresivos.

En la psicopatologia de la emocion, la falta de motivacion se manifiesta por
ausencia o disminuciéon del comportamiento dirigido a metas. A nivel experimental, una
de las caracteristicas de la depresién como la disminucién de la motivacion, ha sido
reproducida en el modelo de nado forzado. La prueba pemmite asumir que Ia
inmovilidad desplegada por las ratas o los ratones refleja un estado de desesperanza,
es decir, una falla de la persistencia en la conducta dirigida al escape. Asi, es posible
predecir la accién antidepresiva de diversas sustancias ya que los tratamientos
antidepresivos como los triciclicos, los antidepresivos atipicos, los inhibidores de la
recaptura de serotonina y el electrochoque disminuyen la inmovilidad de los animales
forzados a nadar {Danysz, 1988; Lucki y Wieland, 1990; Meerch-Mougeot et a/., 1993;
Lopez ef al, 1994, Rodriguez-Landa y Contreras, 2000). Una de las ventajas de la
prueba de nado forzado es que permite detectar disminucién de ia inmovilidad ante el
tratamiento con hormonas gonadales en ratas hembras (Rachman ef al., 1998;
Martinez-Mota et al., 1999). Por lo tanto, la utilidad de esta prueba se amplia para
estudiar la fisiopatologia de |a depresién y posibles participaciones neuroenddcrinas.
Se ha sugerido que el dimorfismo sexual de la inmovilidad y de la respuesta
antidepresiva implica un papel activo de |a testosterona en la modulacién del estado de
animo y del componente motivacional. Por tal motivo, el presente trabajo explord la

posible interaccion farmacoldgica de testosterona con fluoxetina y la participacion del

septum laterai en la modulacidon de la respuesta anti-inmovilidad.




2. ANTECEDENTES

2.1 DEPRESION

La depresién es un trastomo bioldgicamente heterogéneo del cual se
desconocen diversos aspectos de su fisiopatologia. Una persona clinicamente
deprimida puede experimentar una serie de sintomas que le dificultan actuar
adecuadamente en su ambiente normal: anhedonia, desesperanza, falta de
conceniracién, deterioro de otras habilidades cognoscitivas, ideas negativas acerca de
si mismo, abstencién social y ruptura de conductas afiliativas. A lo anterior se afiaden
diversos cambios, por ejemplo, en los habitos del suefo, en el apetito, en el peso
corporal; en los ritmos bioclégicos y en la funcién hormonal, entre otros trastornos
vegetativos {(American Psychiatric Association, 2000; Gilbert y Allan, 1998).

A través de los afios la depresion se ha considerado como: a) una reaccién ante
la pérdida de una persona u objeto importante; b) como consecuencia de la exposicion
a un nivel de estrés que excede la capacidad del individuo para enfrentario; o, ¢) como
la expresion de una anormalidad determinada genéticamente responsable de la
alteracién del estado de animo y la emocion {Kato, 2001).

Debido a que las alteraciones psicomotoras son parte de las caracteristicas de la
depresidn, es importante revisar algunos aspectos anatomofisiolégicos. Las estructuras
motoras involucradas en el procesamiento motor son las cortezas pre-motora y motora,
¢l tracto corticoespinal, el tallo cerebral, el talamo, los ganglios basales y el cerebelo,
entre ofras. Tradicionalmente, los sistemas limbico y motor han sido considerados
como entidades separadas, sin concordancia estructural o funcional; sin embargo, la
interfase entre motivacion y accién establece que el significado funcional y los
mecanismos de integracion limbico-motora son un punto importante para el estudio de
conductas motivadas. Las estructuras mencionadas se interconectan con el nucleo
accumbens, y los circuitos neuroquimicos involucrados son capaces de modular al
sistema sensoriomotor del organismo para obtener actividades de aproximacion y
blusqueda dirigidas hacia eventos novedosos, especialmente si estan relacionados con
recompensa. En la depresidon se presenian alteraciones psicomotoras como la
agitacion, caracterizada por el movimiento de manos (por ejemplo jalar o estirar {a piel,

la ropa u otros objetos), en el caso contrario se observa letargo, con su caracteristica




lentitud de discurso, de pensamientos y de movimientos corporales (American
Psychiatric Association, 2000).

Asociado a los sintomas afectivos, psicomotores, cognoscitivos y vegetativos
gue caracterizan a la depresion, también se suman alteraciones de la motivacidon como
el desasosiego, la falta de objetivos, la apatia, la evasion, la disminucion de la
alimentacion, de la conducta sexual y de la conducta matemal, los cuales representan
una falta de motivacién ante las actividades que normalmente un individuo puede
realizar. En la psicopatologia de la emocién, la ausencia o disminucién de la motivacion
se manifiesta por disminucion del comportamiento dirigido a metas. Se observa
ausencia de productividad, de esfuerzo, de iniciativa o perseverancia, de interés por
aprender cosas nuevas Y de interés en la propia salud, disminucién de la socializacion y
recreacion, del tiempo dedicado a actividades de interés y dependencia hacia otros
para la realizacién de actividades. Este conjunto de signos revela que la motivacion
esta alterada en la depresion, lo que se relaciona estrechamente con las alteraciones
afectivas, cognoscitivas y vegetativas que caracterizan a este trastormo.

2.2 HIPOTESIS QUIMICAS DE LA DEPRESION

La hipotesis clasica monoaminérgica asume que la depresion es causada por
una actividad insuficiente de las neuronas monoaminérgicas. Esto significaria que la
baja disponibilidad de las monoaminas noradrenalina y serotonina causan depresion en
personas vulnerables (Schildkraut, 1965). Esta hipdtesis se ha apoyado en las
siguientes observaciones clinicas: a) la reserpina -potente agente hipotensor- es un
depletor monoaminérgico que reduce la cantidad de neurotransmisor liberado desde los
botones terminales y puede producir depresidn (Sachar y Baron, 1979); b) la tendencia
suicida en la depresion estd relacionada con una disminucién en liquido
cefalorraquideo de los niveles de acido 5-hidroxiindolacético, que es un metabolito de [a
serotonina producido cuando ésta es Dbiotransformada por la enzima
monoaminooxidasa (Traskmann ef al, 1981; Roy et al,, 1989); c) la disminucién de
triptéfano —aminoacido precursor de serotonina- causa recaida en la mayoria de los
pacientes deprimidos tratados con antidepresivos (Delgado et al, 1990) y, d) el

tratamiento con inhibidores de la recaptura de serotonina se usa con é€xito en el




tratamiento de la depresion (Rossi et al., 2004). Dicha hipotesis establece que las
alteraciones del trastorno depresivo se deben a la disminucion de la neurotransmision
serotonérgica y la noradrenérgica, aunque también se ha implicado al acido
gamaaminobutirico (GABA), el giutamato y la dopamina (Dailly et al., 2004; Kendeil et
al., 2005).

Para explicar la depresién y la accidon de los medicamentos antidepresivos,
también existe la hipotesis hormonal que se sustenta en la hiperactividad del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal (Nemeroff, 1998) e involucra a una serie de factores
asociados al estrés como la hormona liberadora de corticotrofina (CRH), los
glucocorticoides, el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y la proteina que se
enlaza al elemento de respuesta al AMPc (CREB), entre otros (Paez ef al., 2003). De
manera cotidiana, cuando una amenaza real o aparente es detectada, el hipotalamo
amplifica la produccion de hormona liberadora de corticotropinas que induce la
secrecion hipofisiaria de la hormona adrenocorticotrépica la cual causa la liberacion de
cortisol en la glandula adrenal. Estos cambios preparan al cuerpo para luchar o huir y
disminuyen la ingesta y la actividad sexual. En pacientes deprimidos ocurre
hiperactividad de este eje (Goodyer ef al., 2000; 2001) y puede estar asociada con
hipertrofia de las glanduias suprarrenales y de la hipofisis, con alteraciones en las
neuronas hipotalamicas que producen la CRH, con el aumento de niveles de cortisol, y
con la elevacion de las concentraciones de CRH en el liquido cefalorraquideo. Estos
cambios, se revierten con el tratamiento antidepresivo. Sin embargo, en algunos casos
la depresion en estos pacientes con hiperactividad adrenal es resistente a los
antidepresivos (Pearson-Murphy et al., 1998), por lo que queda claro que la depresién
es un trastormo multifactorial que no se puede atribuir a un sustrato biolégico especifico
y unico.

Las manifestaciones clinicas de depresion asociadas con las fluctuaciones
ciclicas de las hormonas ovaricas estan ampliamente documentadas en el género
femenino. La hipotesis que cada vez estd tomando mayor consistencia es que el
sindrome de abstinencia hormonal en mujeres vulnerables desencadena el trastomo
depresivo (Hochberg et al., 2003) y en consecuencia, las mujeres que padecen

sindrome premenstrual, depresion postparto y menopausia alivian los sintomas




depresivos con tratamiento de restitucion homonal (Bloch et af., 2000; Blum et al,,
2004; Freeman et al., 2004). De esta forma, el funcionamiento hormonal (gonadal y/o

adrenal) debe ser considerado como otro factor que influye en la depresion.

2.3 DIMORFISMO SEXUAL EN LA DEPRESION Y EL SUICIDIO

Los trastomos afectivos revisten la caracteristica de expresarse con dimorfismo
sexual. Asi, dentro de los trastomos del estado de animo (American Psychiatric
Association, 2000), la depresién es considerada un trastorno psiquiatrico sexualmente
dimoérfico ya que la prevalencia es dos o fres veces mayor en el sexc femenino
comparado con el sexo masculino (Breslau et al, 1995; American Psychiatric
Association, 2000; Kessler et al., 2003). En cambio, el suicidio -considerado como [a
complicacidon mas severa de la depresion- es mayor en hombres tanto en adultos como
en adolescentes (Pelkonen ef al., 1996). En México, en el afo 2001 los intentos de
suicidio en hombres representaron un 40% y en mujeres un 60%, pero el suicidio
consumado es mas frecuente en hombres (82%) que en mujeres (18%). Esto sugiere
una contribucién de las hormonas gonadales en la neurobiologia de ia depresion y del
suicidio (INEGI, 2002).

2.4 ESTEROIDES SEXUALES
2.4.1 Hormonas gonadales

Las hormonas gonadales son compuestos esteroides cuya estructura quimica
consiste en un sistema anular tetraciclico, con grupos funcionales distintos unidos en
diversos sitios de los cuatro anillos que las distingue de otros compuestos con actividad
biolégica. Las hormonas gonadales se llaman asi por ser sintetizadas en las gbénadas
(ovarios y testiculos), las cuales son 6rganos bifuncionales debido a que producen
células germinales y hormonas (sexuales). En general, las hormonas esteroides estan
ampliamente distribuidas en plantas y animales, y la ubicacion de los diferentes grupos
funcionales hace posible su amplia diversidad de funciones. En los vertebrados, los
esteroides estan conformados no solo por las hormonas sexuales, sino también por los
esteroles, los acidos biliares y las hormonas de {a corteza adrenal. El estercide mas

comun es el colesterol. Se encuentra en casi todos los tejidos incluyendo el cerebro, es




el precursor de todas las hormonas esteroidales y puede ser sintetizado de novo o
derivado del plasma a través de endocitosis de liproproteinas de baja densidad. Asi, las
hormonas gonadales se sintetizan a partir del colesterol en los ovarios y en los
testiculos y son responsables de los caracteres sexuales secundarios y de la conducta
sexual. En las hembras se sintetizan mayoritariamente la progesterona y los
estrégenos; en los machos, |a testosterona y sus compuestos derivados. Las hormonas
gonadales son producidas y liberadas por los ovarios y los testiculos en respuesta a
niveles plasmaticos apropiados de hormonas gonadotrépicas hipofisiarias (FSH y LH).
Su sintesis y liberacidn son reguladas a través de un mecanismo de retroalimentacion
negativa ejercido entre el hipotadlamo y la hipéfisis anterior. Aunque comunmente a [a
progesterona y al estradiol se les denomina homonas femeninas (ovaricas) y a la
testosterona homona masculina (testicular), también ocurre la produccidon de
testosterona en el ovario, y de progesterona y estradiol en el testiculo, debido a que
comparten la misma via sintética tanto a nivel periférico como central (Zurrow et al.,
1964; Mensah-Nyagan ef al., 1999).

2.4.2 Neuroesteroides.

La existencia de la sintesis local de esteroides por el cerebro ha llevado a acufiar
el término neuroesteroide y a hacer la distincidon entre neuroesteroide y esteroides
neuroactivos. Neuroesteroide es aquel esteroide que se sintetiza en el sistema nervioso
a partir de colesterol y que actua localmente, incluso independientemente de la
extirpacion de las gonadas y las glandulas suprarrenales. Un esteroide neuroactivo es
aquel esteroide que actia sobre el sistema nervioso (Corpechot ef a/., 1981; Corpechot
et al, 1983; Mensah-Nyagan ef al, 1999; Stoffel-Wagner, 2001). La presencia de
enzimas sintéticas o modificadoras de esteroides hace del tejido nervioso un tejido
esteroidogénico. Se acepta que las principales células esterocidogénicas en el sistema
nervioso central son los oligodendrocitos, los astrocitos y las neuronas {(Zwain y Yen,
1999). La capacidad en la esteroidogénesis cerebral sugiere una contribucion tripartita
de los tres tipos celulares que provee de neuroesteroides al tejido nervioso (Veiga et
al., 2004).




2.4.3 Mecanismos de accién de los esteroides en el sistema nervioso.
2.4.3.1Receplores intracelufares.

Las acciones de las hormonas sexuales en el sistema nervioso ocurre a través
de su interacciéon con sus receptores intracelulares: el receptor de progesterona, los
receptores de estrégenos y el receptor de andrégenos. Estos receptores son factores
nucieares de transcripcion, es decir, proteinas que se unen al ADN y asi, regulan la
transcripcion de genes especificos. De esta manera, las hormonas sexuales aumentan
o disminuyen la sintesis de proteinas.

2.4.3.2 Receptores de membrana

Ademas de los receptores intracelulares, existen receptores esteroidales en la
membrana celular (Kelly y Levin, 2001; Simoncini y Genazzani, 2003). La membrana
celular posee sitios de unidn para varios esteroides, entre ellos la progesterona, la
vitamina D, la testosterona, la dehidroepiandrosterona y los estrdgenocs. Los efectos
que desencadenan se han llamado “no transcripcionales”, ya que la union del esteroide
con su receptor no provoca una modificacion directa en la expresion génica, sino que
supone una respuesta celular mas rapida que parece involucrar la intervencion de otros
receptores de membrana y vias de sefalizacidon intracelular. No obstante, no debe
descartarse un efecto a largo plazo ya que al incrementar la concentracion intracelular
de ca® y regular las cinasas, varia la expresion de determinados genes. Por tanto, ios
efectos de un esteroide son de intervalo amplio y abarcan efectos gendmicos y no
gendmicos que muchas veces pueden ser mecanismos complementarios en la
respuesta celular a un esteroide (Veiga et al., 2004).

Los esteroides modulan alostéricamente los receptores ionotropicos y los
transportadores de neurotransmisores. La modulacion alostérica, al igual que la
interaccion del esteroide con receptores de membrana especificos, genera iniciaimente
respuestas independientes de la sintesis de ARN o de proteinas, por lo que sus efectos
entran también en la categoria de “no transcripcionales™. Uno de los primeros efectos
rapidos producidos por los esteroides en el sistema nervioso es la regulacion de
comientes idnicas a través de la membrana celular. Este fendbmeno se determina por la
interaccion de los esteroides con receptores para neurotransmisores. Casi la totalidad

de los receptores ionotropicos conocidos modifican su funcion en presencia de los




esteroides. Este es e! caso de la moduiacion alostérica de los receptores GABA, . Por
ejemplo, la alopregnanolona es un modulador positivo de los receptores GABA4, ya que
aumenta el flujo de CI al producir un incremento en la frecuencia y/o duracién de
apertura de este canal idnico. También se ha descrito la modulacién alostérica,
producida por esteroides, de otros receptbres ionotrépicos, como son los 5-HT3, los del
acido N-metil-D-aspartico (NMDA), los del acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil4-isoxazol
propiénico (AMPA), los de kainato, glicina y los nicotinicos. La modulacion alostérica de
los receptores para neurotransmisores genera respuestas con latencias de
milisegundos a segundos, lo que constituye acciones rapidas de los esteroides. Por
uitimo, cabe mencionar que los esteroides también pueden ejercer sus efectos en las
células nerviosas sin interactuar con receptores, por ejemplo, el estradiol posee
propiedades antioxidantes (Veiga et al., 2004).
2.4.4 Funciones indentificadas de los esteroides sexuales

Una de las principales funciones de los esteroides sexuales es precisamente
gjercer efectos organizadores y activadores sobre los genitales y los caracteres
sexuales secundarios. Naturalmente, estos efectos influyen en la conducta mediante su
accion directa en el sistema nervioso central, determinando la conducta sexual. Sin
embargo, el cerebro es capaz de sintetizar esteroides y de metabolizarios en derivados
que pueden funcionar como potentes neuromoduladores de la conducta no
reproductiva. Por ejemplo, las enzimas del cerebro sintetizan progesterona y la
biotransforman para formar sus derivados reducidos, dihidroprogesterona vy
tetrahidroprogesterona (alopregnanolona). La alopregnanoclona modula ia actividad de
los receptores GABA, y es un potente ansioclitico y antidepresivo (Momow et al., 1987;
Bitran et al., 1991). Esta molécula aumenta la eficacia antidepresiva de los inhibidores
selectivos de la recaptura de serotonina, mientras que el tratamiento con estos
antidepresivos aumenta los niveles de alopregnanocilona en el cerebro (Uzunov et al.,
1996; Nechmad et al, 2003). Entre ofros mecanismos neuroprotectores de los
esteroides, se ha observado un incremento local de los niveles de pregnenolona y
progesterona después de un traumatismo en el cerebro y la médula espinal. También
se incrementa la actividad de aromatasas con la consecuente sintesis aumentada de

estradiol, cuya Iinhibicibn produce neurodegeneracién, lo que sugiere que la
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esteroidogénesis es un mecanismo que el tejido nervioso utiliza para enfrentar
condiciones neurodegenerativas (Garcia-Ovejero et al., 2005)

Fisiolégicamente, la testosterona tiene la funcidn de estimular la sintesis de
eritropoyetina (hormona que induce la produccion de eritrocitos) en los rifiones, lo cual
contribuye a que el hematocrito de varones sea mayor (47%) que en las mujeres (42%).
Adicionalmente, los androgenos producen efectos adversos sobre la funcién
cardiovascular produciendo hipertension y alteraciones del ritmo cardiaco (Cavasin et
al., 2003). Respecto a la regulacidon de las emociones, la conducta agresiva ha sido
estudiada ampliamente y se conoce que estd controlada por circuitos neurales
estimulados por andréogenos. En este sentido, la testosterona tiene funcion
organizadora y activadora de agresion desplegada entre machos, entre hembras y en la

conducta matemal.

2.5 HORMONAS ESTEROIDALES Y CONDUCTA AFECTIVA

Los esteroides desempeiian un papel importante en muitiples procesos neurales
(Schumacher et al., 2003), por lo que la alteracién en sus niveles plasmaticos podria
estar asociada con la etiologia de algunas enfermedades psiquiatricas, como los
trastomos afectivos.

2.5.1 Deshidroepiandrosterona, estrogenos, progesterona.

La deshidrohepiandrosterona, hommona adrenal que también es un
neuroesteroide, se ha ensayado como una altemativa de terapia hormonal
antidepresiva. En un estudio controlado doble ciego, se demostré que la administracién
de esta hormona por seis semanas disminuyd ia depresion en hombres y mujeres
(Schmidt et al., 2005). A pesar de éste y otros hallazgos similares, la terapia con
deshidroepiandrosterona es controvertida debido a la limitada disponibilidad de
ensayos clinicos controlados y reportes epidemiolégicos. En ensayos clinicos se ha
investigado el potencial terapéutico de este andrdgenc y se han obtenido resultados
inconsistentes. La disminucidén de deshidroepinadrosterona con la edad ha sido
correlacionada con una serie de alteraciones de |a salud. Los estudios fammacocinéticos
y clinicos controlados sugieren que dosis orales de 30-50 mg de

deshidroepiandrosterona conducen a valores fisiolégicos normales de testosterona,
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pero sblo se observa en mujeres. Tales incrementos en pacientes con insuficiencia
adrenal se asocian con la mejoria de la funcién sexual, la autoestima, el estado de
animo y la disminucion de la fatiga. Por tanto, mientras que la terapia de reemplazo con
deshidroepiandrosterona es efectiva en pacientes con disfuncién adrenal, en otras
enfermedades, incluyendo la depresion y los sintomas perimenopausicos, no se han
encontrado hallazgos consistentes {Cameron y Braunstein, 2005).

En la revision de Epperson et al. (1989) se destaca que los estrégenos
conjugados revierten la depresién en pacientes posmenopausicas resistentes a
antidepresivos (Klaiber ef al., 1979). Adicionalmente, las mujeres con mas afios de
menopausia y niveles de estradiol elevados debidos al tratamiento, tuvieron mas
disforia con ia combinacion de estrégenos y progestinas, comparadas con aquellas con
menopausia reciente y niveles mas bajos de estradiol (Klaiber ef al, 1997). Sin
embargo, ambos grupos mejoraron su estado de animo cuando los estrogenos se
administraron como tratamiento uUnico. No ha habido réplicas publicadas de estos
estudios en mujeres con depresidn mayor no asociada con cambios enddcrinos
drasticos y no se ha podido demostrar la superioridad del tratamiento con estrégenos
sobre el placebo para aumentar la respuesta antidepresiva con imipramina en mujeres
deprimidas. En cambio, se demostrd el efecto de los estrdgenos para precipitar mania
en un caso de depresidn mayor recurrente, la mania desaparecié al suspender el
tratamiento con estrogenos (Oppenheim, 1984). A pesar de la evidencia de que los
estrogenos puedan ser efectivos en el tratamiento de depresidon no relacionada
especificamente con ia funcion reproductiva en mujeres, todo el frabajo se ha realizado
para el tratamiento de los trastormnos afectivos asociados con la fase l(tea del ciclo
menstrual, el puerperio o la menopausia. La depresion moderada en la perimenopausia
disminuye con la terapia con estrégenos pero no sucede lo mismo con la depresion
severa en la posmenopausia (Ripley et al., 1940). Ademas, hay evidencias crecientes
de que la asociacion de antidepresivos, como la fluoxetina, con estrégenos es de mayor
utilidad para el tratamiento de ia depresion en la menopausia, comparado con el
tratamiento Gnico con estrégenos (Schneider ef al., 1997).

En el caso de la progesterona, los resultados en el tratamiento del sindrome

premenstrual (SPM) son controversiales. Uno de los problemas ha sido la exclusién de
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mujeres con trastornos psiquiatricos comorbidos, 1o que es necesario para el adecuado
diagnéstico de SPM. También la medida de los sintomas fisicos y psicologicos varia, ya
que en algunos estudios se han empleado escalas no validadas. Aunque en algunos
casos, se ha encontrado la disminucién de sintomas del SPM como los sentimientos de
culpa, baja autoestima, ansiedad, tensidon, cambios del estado de &nimo, irmitabilidad,
ha sido omitido el uso de escalas clinicas para evaluar el puntaje total de manera
confiable. Cada uno de estos estudios puede ser criticado por no usar entrevistas
clinicas estructuradas para determinar antecedentes de depresion, los cuales son un
factor determinante, ya que hay evidencia de una funcién GABAérgica diferencial en
mujeres con historia de depresidn mayor comparada con aquellas que no fa tienen.
Esto es, los niveles plasmaticos de GABA incrementaron a partir de la mitad de la fase
folicular a la fase tardia de la fase litea en mujeres control. Las mujeres con SPM e
historia de depresidn mayor tuvieron bajos niveles plasmaticos de GABA en ambas
fases. En mujeres con SPM pero no depresidn mayor, los niveles de GABA
disminuyeron desde la fase asintomatica folicular a la fase Iitea tardia sintomatica
(Halbreich et al., 1996). A diferencia de los estudios que intentan explorar el potencial
antidepresivo de la progesterona en el SPM, solo hay un reporte con el tratamiento de
progesterona para la depresidn posparto en el que se investigaron a mujeres con
tratamiento de progesterona durante dos meses después del parto (Dalton, 1989). Las
pacientes tratadas tuvieron una recurrencia del 7% comparado con el 67% en 21
mujeres que no recibieron progesterona, sin efectos adversos. Sin embargo, estos
hallazgos no han sido confirnados por estudios controlados (Epperson ef al., 1999).
También, se ha especulado que |la administracion de hormonas gonadales
puede causar depresion. Del 10 al 40% de mujeres que usan anticonceptivos orales
desarrolla sintomas moderados de depresion (Kane, 1976), pero se ha observado que
fa adicidon de medroxiprogesterona al tratamienio transdermal con estrégenos no
produce efectos adversos fisicos o psicolégicos comparado con placebo (Kirkham et
al., 1991). Por el contrario, en un estudio aleatorizado, se encontraron mas efecios
adversos sobre el estado de animo cuando las pacientes fueron ftratadas con
anticonceptivos orales combinados, mientras que las que recibieron sélo progesterona
reportaron mejoria del estado de animo (Graham et al., 1995). Aunque estos casos no
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evidencian el papel de la progesterona, hay un reporte de dos mujeres que
desarrollaron desérdenes psiquiatricos severos secundarios al uso de la progestina
levonorgestrel. Ambas pacientes tuvieron sintomas depresivos con ataques de panico
durante los dos meses de fratamiento con levonorgestrel, los cuales desaparecieron
con la suspensidn del tratamiento. En otro caso, un grupo de mujeres
posmenopausicas que recibieron progestagenos en los dltimos 11 dias de un ciclo de
administracién con estrogenos durante 28 dias, experimentaron cambios negativos del
estado de animo durante fos primeros tres dias en que recibieron los progestagenos,
hallazgos que han sido confirmados por otros autores (Epperson et al., 1999).
2.5.2 Testosterona

Cabe notar el contraste entre la abundante literatura acerca de las hormonas
ovaricas con la escasa informacién de la accién de los andrégenos sobre la conducta
afectiva. En general, la testosterona ha sido considerada como la hormona reguladora
de la agresién y la conducta sexual, pero algunos hallazgos sugieren gque también
promueve mejoria del estado de animo {McCaul ef al., 1992). En las investigaciones al
respecto, se ha pretendido encontrar correlatos entre [a conducta afectiva y los niveles
hormonales de testosterona. Por ejemplo, los niveles plasmaticos de testosterona son
elevados en sujetos que han alcanzado el triunfo en encuentros deportivos comparado
con los competidores perdedores (Mazur y Lamb, 1980); ademas, se ha observado una
elevacion anticipada de la testosterona ante un evento de competencia (Booth et al.,
1988), al parecer como precursora de la motivacién para luchar. Por ello, se ha
sugerido que el nivel plasmatico de la testosterona esta asociado con el estado de
animo en el género masculino y se observa que el papel de la testosterona es mas
complejo que el concebido tradicionalmente como modulador de conducta reproductiva.

En relacidon con el estrés, considerado como un factor causal de ansiedad y
depresion, el nivel plasmatico de la testosterona disminuye en el caso de situaciones
estresantes en médicos residentes, empleados, deportistas o en el estrés
postraumatico (Chatterton y Dooley, 1999; Kaergaard et al., 2000; Muichahey et al.,
2001; Spivak et al., 2003), mientras que otros autores muestran que la testosterona
plasmatica en voluntarios sanos se correlaciona positivamente con diferentes tipos de

estrés, somatico, fisico o psicosomatico (Christiansen et af., 1985; Obminski et al.,
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1997). Se sugiere que la disminucién rapida de la testosterona plasmatica en el estrés
se debe a la supresion de la sintesis de testosterona mediada por los glucocorticoides
en el humano (por corticosterona en ratas) a través de mecanismos no genémicos en
los cuales hay disminucion de la produccion de AMPc citoplasmatico y por lo tanto, se
frata de un efecto inhibitorio directo de los corticoides sobre las células de Leydig (Dong
et al., 2004). Por ello, cuando el organismo se prepara para enfrentar el estrés, se
inhiben conductas irrelevantes en ese contexto, como la reproductiva. En este sentido,
Davies y colaboradores (1992) proponen que la disminucion de testosterona se puede
asociar con cuadros de ansiedad que anteceden a la depresidn en hombres y mujeres
con disfuncién sexual, incluso, con la alteracién de la funcién gonadal asociada con
infecciones por VIH (Hengge, 2003) y otras condiciones médicas.

Se ha insistido en la determinacion de la concentracién salival y plasméatica de
testosterona como marcador bioldgico de la depresion (Davies et al., 1992; Stalenheim
et al., 1998; Schweiger ef al., 1999) y, aunque se trata de asociaciones entre una
variable bioquimica y una variable psiquiatrica que no denotan la relacion causa-efecto,
pueden ser de cierta utilidad. Los conocimientos sobre los efectos de los andrégenos
en el trastomo depresivo adn son inconsistentes. La falta de consistencia en los
estudios se podria deber a diferencias en los grupos de pacientes, diferencias
individuales, el método para medir la concentracion de testosterona, los niveles de
cortisol {los cuales interfieren con los niveles de testosterona), el uso concomitante de
medicamentos y la falta de estudios controlados (Stembach, 1998).

En la mujer ocurren algunas asociaciones entre la testosterona y la depresion,
por ejemplo, los niveles de testosterona estan elevados en mujeres con depresidn
mayor (Baischer et al, 1995). Por su parte, Rohr (2002) propuso un modelo de
alteraciones organicas cuando los niveles de estradiol y los de testosterona estan fuera
de los niveles normales (ver [a figura 1A). Esto es, los niveles plasmaticos
suprafisiolégicos de testosterona en mujeres jovenes se han relacionado con
depresidn, entre otras enfermedades, mientras que la combinacidén de bajos niveles de
estradiol y elevados niveles de testosterona en mujeres bulimicas suele relacionarse
con depresion y agresividad (Rohr, 2002). En el periodo post-parto se mostré que los

niveles de testosterona se cormrelacionan positivamente con depresion e ira
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(Hohlagschwandtner et af., 2001). Durante el climaterio la participacion de la
testosterona en la depresién es desconocida, pero existen algunos estudios que han
reportado mejoria en el estado de animo cuando se administra testosterona en
asociacion con estradiol y progesterona en mujeres climatéricas o0 con menopausia
quirurgica (Brincat ef al., 1984; Sherwin y Gelfand, 1985; Simon, 2001). Por otro lado, la
depresion asociada con la conducta criminal en mujeres ha sido también relacionada
con testosterona plasmatica elevada (Cashdan, 1995; Dabbs y Hargrove, 1996).
Ademas, se ha propuesto que la elevacion de los androgenos es responsable de los
cambios emocionales y el alto riesgo de depresiéon en mujeres adolescentes {(Angold ef
al., 1999). No obstante, también existen reportes donde no se encontré relacién entre
los niveles de testosterona y la sintomatologia afectiva a lo largo del ciclo menstrual
(Dougherty et al, 1997) e incluso se han reportado niveles plasmaticos
significativamente bajos en mujeres con sindrome premenstrual (Bloch et al., 1998). En
sintesis, existen contradicciones en la suposicion de que los niveles de testosterona
ejercen efectos deletéreos sobre la conducta afectiva, sin perder de vista que puede
haber alguna importancia biologica.

En el caso del hombre, algunos sujetos con depresion severa tienen alterada la
funcion gonadal, reflejada por una disminucién de la concentracion de testosterona
plasmética. Esto es particularmente observade en sujetos menores de 55 afios
(Schweiger et al., 1998). Si la depresion es originada por estrés, entonces los niveles
disminuidos de testosterona se explicarian por la interaccidn con las sustancias
endégenas que se liberan duranie el estrés. En pacientes geriatricos no se ha
encontrado una relaciéon entre la depresion y los niveles bajos de testosterona (T’sjoen
et al., 2005). En un estudio retrospectivo no se encontré relacidn entre los niveles bajos
de testosterona (<3 ng/ml) con la depresién, pero si con una disminucién de la funcion
fisica, por lo que los autores concluyen que se necesitan estudios prospectivos con
muestras mayores para confirmar estos hallézgos (Shores et al., 2004).

Booth ef al (1999} revisaron la posibilidad de que la testosterona esté
relacionada con la depresion y, de ser asi, cual seria el modelo que mejor explicaria
esta relacion en el género maculino. Sus datos revelaron una relacion parabolica. Por

un lado, en hombres cuyos niveles de testosterona estan por debajo del promedio
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normal, hay una relacién directa con la depresidén; por el otro, los hombres con
testosterona elevada tienen mayor probabilidad de desarrollar conductas de riesgo por
la impulsividad que los caracteriza y también de desarrollar conductas antisociales. En
estas personas el fracaso incrementa la posibilidad de padecer depresion (ver la figura
1B). Estos autores proponen que ia testosterona tiene un papel social, afirman que [os
hombres con elevados niveles de testosterona tienen menos probabilidad de estar
deprimidos siempre y cuando se encuentren socialmente integrados, por ejemplo, a
través del matrimonio o del empleo, peroc no consideran si en esta tltima asociacion los
niveles elevados de testosterona son causa o efecto de la integracién social. Con base
en lo anterior, es posible que la testosterona participe de alguna manera en el estado
de animo.

A diferencia de la mujer en la que alrededor de los 40 afios de edad el
envejecimiento ovarico y agotamiento de los 6vulos da lugar a la menopausia (Gltima
menstruacidn), en el hombre practicamente no ocurre una transicién equivalente en las
alteraciones de los niveles hormonales y las caracteristicas de los espermatozoides. Se
presupone que con el envejecimiento ocumira la andropausia (Stembach, 1998); pero,
la diferencia es que los hombres en la vejez (alrededor de los 70 afos de edad), no
experimentan la suspension rapida y total de ia funcidon de las células de Leydig o de
los tibulos seminiferos. El descenso en la funcion de las células de Leydig comienza
aproximadamente a los 40 afios con el consecuente descenso en las concentraciones
plasmaticas de la testosterona que usualmente se acomparfia de aumento moderado en
la concentracidn plasmatica de gonadotropinas. Lo usual es que las gonadotropinas se
mantengan en e! limite superior del rango normal del adulto joven, aln en presencia de
hipotestosteronemias totales menores de 7.0 nmol/L (200 ng/dl), que catalogan al
hombre de cualquier edad como hipogonadico. No se sabe si estos cambios son
universales o si son mas prevalentes en algunas poblaciones, lo que si es notorio es
una alta variabilidad posiblemente dependiente de enfermedades concomitantes y

medicaciones.
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Figura 1. Testosterona y depresion en mujeres (A) y hombres (B). Se muestra la
correlacién de tos niveles plasmaticos de testosterona con la depresién en un modelo de
curva parabdlica propuesto por Rohr, 2002 y Booth et al.,, 1998. (Traducido de Rohr,
2002).
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La andropausia se caracteriza por el declive gradual de algunos otros aspectos
fisiolégicos del hombre: la capacidad de concentracion y [a memoria disminuyen, hay
pérdida de fuerza muscular; se produce un incremento de la grasa y cambia Ia
distribucién de la misma en el cuerpo; la masa 6sea se reduce y puede aparecer la
osteoporosis, disminuyen la potencia y el interés sexual, se altera el ritmo de suefio, se
registran cambios de caracter y, notablemente, surgen cuadros de depresiéon de mayor
o menor severidad (Novak et al., 2002).

La andropausia no se caracteriza por sintomas psicolégicos especificos, pero
éstos pueden asociarse con sintomas depresivos que no se consideran como
patolégicos (Delhez et al.,, 2003). De cuaquier manera, la disfuncidon testicular con la
consecuente disminucion de testosterona plasmatica en hombres a partir de los 40
afios de edad, puede constituir un vinculo entre un estado de salud pobre y la
sensacion de bienestar (Feldman ef al., 2002), lo cual sugiere una correlacion negativa
entre el grado de depresion y los niveles de testosterona en el género masculino. Es
importante resaltar algunos aspectos que podrian ser subestimados, tales como la
reduccion en la ingesta de alimentos y la pérdida de peso, los cuales frecuentemente
acompafan a la depresion y a la disminucién de Ios niveles de testosterona. En este
sentido, es de esperarse que en situaciones de déficit hormonal que cursan con
depresién como en la vejez, la disfuncidn gonadal, el hipogonadismo o en la depresion
resistente a antidepresivos, la terapia de reemplazo hormonal con andrdégenos en el
hombre sea antidepresiva como ya ha sido demostrado en algunos estudios (Morrison,
1997, Stembach, 1998; Seidman y Rabkin, 1998).

Cabe mencionar un reporte histérico de 1889, en el que se intentdé demostrar los
efectos rejuvenecedores de la testosterona. Se trata del neurdlogo y fisiélogo Charles
E. Brown-Séquard quien a los 72 afios de edad, experimentd y reportd dramaticos
efectos rejuvenecedores después de la auto-administracion de extractos testiculares de
perros y cobayos. Este reporte tuvo como consecuencia el amplio consumo de estos
extractos en Europa y el norte de América por varias décadas. Sin embargo, en un
estudio realizado para determinar si los extractos (preparados de acuerdo a los
métodos de Brown-Séquard) contenian cantidades biolégicamente relevantes de
testosterona, se demostré solamente un potente efecto placebo. Las concentraciones
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de testosterona fueron cuatro ordenes de magnitud inferiores a las requeridas para
producir un efecto biolégico, debido a que con extractos acuosos no es posible obtener
cantidades suficientes de testosterona porque se trata de una hormmona liposciuble
(Cussons et al,, 2002). Actualmente se dispone de presentaciones farmacéuticas de
testosterona que aseguran el incremento de los niveles circulantes en el organismo
para fratar el hipogonadismo, [a osteoporosis por deficiencia de androgenos, el
hipopituitarismo y la infertilidad por trastomos de la espermatogénesis, pero debe
advertirse sobre los riesgos que conlleva todo tratamiento con testosterona, como
priapismo, azoospermia, oligospermia, ictericia, carcinoma prostatico, retencién hidrica
y de electrolitos y aumento de peso.

Por ofro lado, los esteroides anabdlicos (metiltestosterona, nandrolona,
oxandrolona, trenbolona, entre otros) son andrégenos sintéticos que, comparados con
la testosterona, tienen mayor actividad anabdlica (promotora del crecimiento) gque
androgénica (masculinizante). Los riesgos y beneficios afectivos derivados del abuso
de compuestos anabdlicos para aumentar la capacidad muscular o para propésitos
estéticos también han sido explorados. En caso de abuso, las acciones de estos
anabdlicos se han asociado con ansiedad, paranoia, depresion, tendencia suicida,
impulsividad, hostilidad, agresidon y mania (Pope y Katz, 1988; Perry ef al., 1980, Yates
et al., 1992; Su ef al., 1993; Galligani ef al., 1996; Pope y Katz, 1994; Pope et al.,
2000). En este sentido, el reto para avanzar en el estudio de los efectos psiquiatricos
de la testosterona y otros andrdgenos se limita ante las implicaciones éticas de probar
dosis elevadas en voluntarios sanos y, en general, en seres humanos. Al parecer
conforme se utilizan dosis cada vez mas altas, la relacién riesgo/beneficio se vuelve
mas negativa (Yates, 2000); es decir, los efectos secundarios y/o adversos: hiperplasia
prostatica benigna, cancer de prostata, apnea del suefo, retencién hidrica con
empeoramientc de la hipertension arterial cuando ella exista, policitemia y
ginecomastia, pueden predominar sobre los efectos anabdlicos y androgenicos
deseados. El estudiar grupos de alto riesgo, tales como aquellos con estado de animo

pre-marbido o desdrdenes de la conducta, también implica serios problemas bioéticos.
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2.6 FLUOXETINA EN EL TRATAMIENTO DE LA DEPRESION

La fluoxetina es un inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina muy
utilizado como antidrepresivo. Los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina
son frecuentemente prescritos; bloquean inmediatamente |la recaptura de serotonina (5-
HT) aunque el establecimiento de los efectos terapéuticos requiere de semanas de
tratamiento. Este retraso es el resultado de mecanismos adaptativos presinapticos y
postsinapticos secundarios a la inhibicién de la recaptura, como ocurre con otros
antidepresivos inhibidores de [a recaptura de serotonina y noradrenalina (ISRN) o los
clasicos antidepresivos triciclicos y aun los IMAO. La clorimipramina, es uno de los
mejores antidepresivos, aunque la presencia de sus multiples efectos colaterales es
una seria limitante de su uso. De hecho, el éxito de los inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina descansa en su seguridad, mejor tolerancia y efectos
colaterales menos severos que los triciclicos, 1o que provee confianza y mejora la
calidad de vida del paciente deprimido.

Tal vez, el receptor serotonérgico mas relacionado con efectos antidepresivos de
los inhibidores de la recaptura de serotonina ha sido el 5-HT4a. A pesar de las
evidencias experimentales, muchos de los agonistas selectivos al receptor 5-HTqa
desarroliados Uitimamente, han falladoc para demostrar eficacia clinica. Los
antidepresivos actuales poseen dos problemas principales: una eficacia menor que la
optima y un lento establecimienio de la accion. Asi, los famacos ejercen su accién
farmacolégica inicial en horas, pero requieren de semanas de administracion antes de
que ocurra la mejoria clinica. En una alta proporcidn de pacientes, el tratamiento debe
mantenerse por anos para evitar de manera adecuada las recaidas y las recurrencias.
Como ya se dijo, el retraso inicial en la accion clinica resulta de mecanismos
neurobiolégicos adaptativos secundarios a la activacion del sito farmacolégico inicial.
Esto incluye cambios presinapticos en neuronas monocaminérgicas >y postsinapticos en
areas corticolimbicas, posiblemente involucrando alteracion de la expresion genética,
que restaura la funcion de los circuitos cerebrales alterados en la depresién mayor. Por
tanto, es claro que estamos aln lejos del antidepresivo ideal, esto es, con un sitio de
unién directo y bien definido (un receptor post-sinaptico 0 mensajero intracelular) y con
alta efectividad y rapidez del establecimiento de las acciones (Celada et al., 2004).
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2.7 FLUOXETINA'Y RIESGO DE SUICIDIO EN ADOLESCENTES

En 1991, la FDA sostuvo una reunion publica para discutir las preocupaciones
extendidas acerca de que la fluoxetina, un inhibidor selectivo de la recaptura de
serotonina recientemente lanzado al mercado en aquel entonces, causaba suicidios.
Docenas de personas relataron sus experiencias personales que describian tales
conductas en familiares y amigos poco después de haber iniciado el tratamiento con
fluoxetina para tratar la depresién. Después, se realizé un meta-analisis de estudios
clinicos doble-ciego realizados por la companiia Eli-Lilly y se concluyd que la fluoxetina
no esta asociada con el riesgo de suicidio (Beasley ef al., 1991). Cuestionamientos mas
recientes acerca de la seguridad de otro inhibidor selectivo de la recaptura de
serotonina como la paroxetina, han subrayado el posible riesgo elevado de suicidio en
jovenes. En el Reino Unido, se realizd un reporte de un grupo experto sobre inhibidores
selectivos de la recaptura de serotonina que describié la continua preocupacion sobre
el tema. Iniciaimente se advirtié que con todos los antidepresivos, [os pensamientos
suicidas ocurren antes de que se establezca el efecto clinico del tratamiento
antidepresivo. También se refirid a ensayos clinicos conducidos por la compaiiia que
produce paroxetina, los cuales aparentemente orillaron a concluir que ia paroxetina
estaba contraindicada en pacientes menores de 18 afios con depresidon mayor. La
controversia se ha desatado debido a que al parecer estos estudios no se han hecho
publicos y no han podido ser documentados a profundidad. A pesar de esto, la FDA
informo en 2003 que existe una incertidumbre continua sobre la relacidon de los
antidepresivos y el suicidio en jévenes y exhorta a analizar informacién adicional y
discutir piblicamente la informacién disponible.

Un estudio reciente de casos y controles realizado en el Reino Unido concluyé
que el riesgo de conducta suicida después de iniciar tratamiento antidepresivo es
similar entre los que consumen amitriptilina, fluoxetina y paroxetina comparado con los
pacientes tratados con el antidepresivo ftriciclico dotiepina. El riesgo de suicidio
incrementa en el primer mes de tratamiento antidepresivo, especialmente durante los
primeros nueve dias, pero basados en la limitada informacion existente, los autores
concluyen que no hay diferencia sustancial en el efecto de los cuatro antidepresivos en
pacientes de 10 a 19 afios (Jick ef al., 2004 ).




Actualmente, con base en una revision de diversos estudios controlados con
placebo, la FDA ha solicitado a las comparnias que producen antidepresivos incluir una
advertencia en las etiquetas de sus productos que alerten sobre un incremento de
riesgo de suicidio {ideacion e intento suicida) en nifios y adolescentes que estén siendo
tratados con estos agentes y que incluyan infomacidon adicional acerca de los

resultados de estudios pediatricos.

2.8 DESAFIO FARMACOLOGICO

El término desafio farmacologico involucra administrar una sustancia de prueba
bajo condiciones controladas para eiucidar algunos aspectos de la funcién biolégica o
conductual en el organismo en estudio. Se basa en la concepcidon de que las
anormalidades funcionales reales pueden no ser evidentes en un estado basal debido a
la accion de mecanismos compensatorios. Bajo tales circunstancias, la perturbacion
farmacoldgica de un sistema especifico puede revelar informacion acerca de la
integridad funcional del mismo sistema y de otros que lo modulan. Los usos de esta
estrategia son: a) generacion y prueba de hipdtesis en relaciéon a la patofisiologia del
trastomo, b) determinacion de los efectos y mecanismos de accidn de los tratamientos,
c) identificacion de subtipos diagnoésticos fisiopatoldgicamente distintos y d)
aplicaciones clinicas como: pruebas diagnésticas, predictor de la respuesta al
tratamiento, medios para determinar la eficacia del tratamiento y predictor de recaida
(Price et al., 2004).

En estudios de trastomos neuropsiquiatricos, una investigacion ideal de desafio
debe contemplar un mecanismo de accién que esté bien caracterizado a nivel
preclinico, ser farmacologicamente selectivo para el sistema en estudio, no tener
metabolitos activos e inducir respuestas sensibles, confiables y accesibles a la
medicion clinica, y, por Gltimo, ser un refiejo de la funcidn cerebral. La seguridad y la
conveniencia son cualidades deseables. La dosificacion, la via de administracion, fas
condiciones ambientales de |a situacion de prueba y las caracteristicas del investigador-
observador, son factores adicionales que deben estandarizarse, debido a que pueden

contribuir a respuestas no deseadas e inesperadas (Price ef al., 2004).
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En la practica, pocas investigaciones de desafio farmacologico reunen todos los
criterios. A pesar de esto, el paradigma de desafio farmacolégico goza de cierta
popularidad entre investigadores. Algunos procesos neurobiologicos clinicamente
relevantes son dificiles de estudiar en pacientes in vivo, y el potencial que posee el
paradigma para aclarar la patofisiologia es adn extenso. Este potencial ha sido
aprovechado en las investigaciones de la funcidn serotonérgica en la depresion (Price
et al., 2004); por ejemplo, existen pruebas de desafio farmacolégico que consisten en
la estimulacion de un sistema de neurotransmision a través de una dosis unica de un
farmaco, lo que permmite medir algunos efectos como la concentracion plasmatica de
algunas hormonas o algunos efectos neurofisiolégicos, conductuales o clinicos
(Gijsman et al., 2004).

Los estudios de desafio farmacologico se han empleado en la clinica, pero
también es posible utilizardos en la investigacion basica, por ello, utilizar esta
herramienta de investigacion puede resultar de utilidad cuando se sospecha de ciertas
interacciones gue han sido escasamente estudiadas, como en el caso de la refacidn
entre la testosterona y la respuesta antidepresiva a inhibidores selectivos de la

recaptura de serotonina.

2.9 APROXIMACIONES EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA

DEPRESION
2.9.1 Modelos animales

Es posible reproducir varias de las manifestaciones clinicas de la depresién en
modelos animales, los cuales funcionan como pruebas en el desarrolio de programas
experimentales de este trastomo, como similes para investigar aspectos de Ia
neurobiologia de la depresidn y como modelos experimentales que permiten estudiar
las acciones de farmacos antidepresivos (Willner, 1994). La caracteristica comin de
los modelos de depresidn es que las alteraciones conductuales inducidas pueden
revertirse con los tratamientos antidepresivos (ver tabla 1). McKinney y Bunney (1969)
establecieron los criterios de validez que debe satisfacer un modelo animal: 1} similitud
en los factores que inducen las alteraciones de la conducta; 2) semejanza entre las

alteraciones conductuales humanas, con aquellas producidas experimentalmente en el
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animal de laboratorio; 3) objetividad en la deteccion de los cambios conductuales
realizada por observadores independientes en diferentes Ilaboratorios; 4)
reproducibilidad de los mecanismos neurobiolégicos que acompaifan al padecimiento
humano; 5) reversibilidad de las alteraciones conductuales inducidas mediante el
tratamiento clinico correspondiente al padecimiento en estudio y, 6) disponibilidad de
referencias controles sobre las especies en estudio (Yamada y Takahashi, 1991). Con
ello, se han propuesto varios tipos de modelos animales para estudiar algunos
trastomos psiquiatricos que cuentan con la propiedad de validez, término que expresa

el grado de precision con el cual la prueba mide las variables evaluadas.

Tabla 1. Modelos utilizados en ratas/ratones, sensibles a los efectos de los agentes antidepresivos®

Modelo animal Fadlidad Confiabflidad Especificidad Comentarios

de usc

Prueba de nado Flevada Elevadz Elevada” Sensible a tratamiento antidepresivo agudo, no es confiable

forzado para detectar ISRSs.

Prueba de nado Elevada Elevada Elevada® Sensible a tratamientc antidepresivo agudo, distingue a los

forzado modificada antidepresivos de diferentes dases, incluyendo 1ISRSs.

Prueba de Elevada Elevada Elevada® Sensible a fratamiento antidepresivo agudo; clertas cepas

suspension del rabo escalan su rabo.

Buibectomia Mediana Elevada Elevada Los efectos conductuales sdlo son evidentes después del

oifatoria tratamiente crénico; el mecanismc de accidn esta pobremente
estudiado.

Desesperanza Mediana Medsana Elevada Sensible a tratamientos antidepresivos de corta duracion,

aprendida existen restricciones éticas en algunos paises.

DRL-72 Mediana Mediana Mediana Sensible a tratamientos antidepresivos de corta duracion.

Clormipramina Mediana Mediana 7 Séko se han probado pruebas limitadas de antidepresivos.

neonatal

Estrés prenatad Mediana &7 i? Sédo se han probado pruebas limitadas de antidepresivos.

Estrés crdnico Baja Baja Elevada La confiabilidad ha sido repetidamente cuestionada, los efectos

ligero conductuales sdlo son evidenies después del trataemdento
crénico.

Intruso-residente Baja i? Mediana Los efectos conductuales s&lo son evidentes después del
tratamientc crénico, requiere mas validacion en offos
taboratorios.

Cambios inducidos  Baja Elevada Mediana Reguiere mas vafdacion; no se pueden asumir diferencias

por el retiro de entre cepas faciimente.

farmacos en AE|

Aabreviaturas: DRL-T2, differential reinforcement of fowrate 72 second schedute; AE|, autoestimulacién intracraneal; ISRS,

inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina.

P os estimulantes pueden ser evaluados con estudics complementarios de actividad tocomotriz.

“La clorimipramina es un inhibider no selectivo de la recaptura de sercicnina.
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Los modelos animales de depresion fueron desarrollados originalmente basados
en las consecuencias conductuales del estrés (desesperanza aprendida, suspensién
del rabo, estrés ligero cronico, nado forzado), de algunos farmacos (reserpina,
apomorfina, clonidina) y de lesiones (bulbectomia olfatoria) (Wiliner y Muscat, 1991;
Porsolt ef al.,, 1991} sin olvidar los modelos que emplean animales con alteraciones
genéticas en la expresion de una proteina (knockout) ya sea un receptor, un
transportador, una enzima ¢ una proteina transductora de sefiales, los cuales exhiben
diferentes tipos de respuesta depresiva o antidepresiva (Cryan ef al., 2002).

2.9.1.1 Modelo animal para evaluar locomocion: prueba de
actividad locomotriz.

En investigacion basica, las pruebas de locomociéon espontanea se han utilizado
para medir los niveles de actividad en ios animales. La prueba en campo abierto es Gtil
en diversos estudios cuya finalidad es evaluar la respuesta conductual ante
manipulaciones tan diversas como la estimulacidbn de la nocicepcion (para evaluar
actividad espontanea después de la prueba de formalina, ahora éticamente
impracticable), la respuesta ante el estrés (para evaluar emocionalidad, defecacion,
exploracidn) y la contribucion de las hormonas gonadales en el dimorfismo sexual de ia
locomocién (Slob ef al., 1986; Paré, 1994; Aloisi et al., 2003), entre otros. La mayoria
de los experimentos que emplean la prueba de nado forzado para medir la
desesperanza conductual y explorar efectos antidepresivos de los farmacos, se
complementan con la prueba de actividad locomotriz espontanea {Contreras et al.,
2001; Hirani et al., 2002; Skuza y Rog6z, 2003; Stoffel y Craft, 2004; Chaki et al., 2004;
Kuteeva et al., 2005). La prueba en campo abierto valora exploracion y locomocion y
ocasionalmente se usa la prueba del “rotarod” para compiementara con la evaluacion
de la coordinacion motriz. La secuencia experimental de realizar prueba de locomocion
en campo abierto antes de nado forzado tiene la finalidad de determinar si los cambios
en la inmovilidad observada en el nado se deben a algln efecto en la actividad motriz.
Asi, se pueden citar algunos ejemplos, al evaluar el efecto del antagonista al facior
liberador de corticotropinas (R278995/CRA0450) o a melanocortina, los cuales
demostraron ser antidepresivos y ansioliticos, y no se observaron cambios en Ia
actividad locomotriz (Chaki et al., 2003; 2004), como tampoco en el caso del modelo
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experimental de depresidn postparto ante el retiro de las hormonas ovaricas (Stoffel y
Craft, 2004) o en ratones transgénicos que sobre-expresan el neuropéptido galanina los
cuales son susceptibles al estrés y a la desesperanza conductual {(Kuteeva et al,,
2005).
2.9.1.2 Modelo animal para evaluar motivacién: prueba de nado
forzado.

El amplio espectro de alteraciones que caracteriza a la depresion dificulta el
modelaje del trastormo en el laboratorio. De hecho, los pensamientos recurrentes de
muerte o suicidio, o la culpa excesiva, son hasta hoy imposibles de modelar en
animales de laboratorio; sin embargo, otra de las caracteristicas de la depresién como
la disminucion de la motivacién, ha sido reproducida en el modelo de desesperanza
aprendida, de estrés prenatal, de estrés crénico ligero y la prueba de nado forzado.

El nado forzado, propuesto por Porsolt et al. (1977), es un modelo (il para
estudiar el curso de la desesperanza conductual inducida por el nado sin escapatoria.
La prueba implica la medicién de la conducta de inmovilidad que adopta la rata o el
raton después de nadar vigorosamente en un espacio restringido. Se asume que dicha
inmovilidad refleja un estado de desesperanza, es decir, una falla de ia persistencia en
la conducta dirigida al escape. La inmovilidad aumenta en respuesta a un estresor
incontrolable o cuando los animales son sujetos a modelos de depresion endégena
(Yates et al., 1991; Velazquez-Moctezuma y Diaz-Ruiz, 1992; Marvan ef al., 1997). La
prueba de nado forzado también permite predecir la accidon antidepresiva de diversas
sustancias ya que los tratamientos antidepresivos como los triciclicos, los atipicos, los
inhibidores de la recaptura de serotonina y el electrochoque disminuyen la inmovilidad
de los animales forzados a nadar (Danysz, 1988; Lucki y Wieland, 1990; Meerch-
Mougeot ef al., 1993; Lépez et al.,, 1994, Rodriguez-Landa y Contreras, 2000). Por o
tanto, la disminucion de la inmovilidad se interpreta como un incremento en la
motivacién para escapar (Borsini y Meli, 1988; Wiliner y Muscat, 1991; Contreras et al.,
2001) sin que ocurra un aumento en la actividad locomotriz del animal (Brand y Slob,
1988; Bitran et al., 1993). Las ventajas de la prueba de nado forzado son su
simplicidad, su rapidez y confiabilidad. Adicionalmente, el modelo de nado forzado

resulta ser sensible al aumento fisiologico de progesterona y estradiol (Contreras et al.,
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1998), asi como a la administracion exdgena de estas hormonas en ratas hembras
(Rachman et al., 1998; Martinez-Mota ef al., 1999; Estrada-Camarena ef al., 2003). En
ambos casos disminuye [a inmovilidad, un efecto semejante al producido por los
antidepresivos. Por tanto, la utilidad de esta prueba se amplia para estudiar la
fisiopatologia de la depresion y posibles participaciones neuroenddécrinas.

El dimorfismo sexual en conductas no reproductivas (atribuido a la accion de las
hormonas) ha sido observado en modelos animales de depresion. Por ejemplo, en la
prueba de nado forzado los machos Wistar despliegan mayor tiempo de inmovilidad
que las hembras, lo que se interpreta como menor motivacidon de los machos con
respecto a fas hembras por buscar salida al problema sin solucion que representa la
prueba (Alonso ef al., 1991; Contreras ef af., 1995). Por otro lado, en un estudio
realizado con ratones adultos, se reportd que la testosterona ejercié efectos parecidos
al antidepresivo desmetilimipramina al disminuir la inmovilidad en la prueba de nado
forzado, en tanto que la orquidectomia produce el efecto contrario (Bemardi et al.,
1989). Sin embargo, si la orquidectomia se practica en etapa puberal, disminuye la
inmovilidad evaiuada en la etapa adulta, mientras que la restitucién con testosterona
solo revierte el efecto de la orquidectomia. Estos uitimos hallazgos sugieren efecios
activacionales de la testosterona en respuestas especificas al estrés para dar origen al
dimorfismo sexual en la ejedJcién de la prueba de nado forzado (Bemal-Morales,
observaciones no publicadas). Recientemente, se reporté el efecto de la testosterona
por si sola, en su ausencia (orquidectomia) y sobre las acciones de algunos
antidepresivos en la prueba de nado forzado. Se observé que la orquidectomia bloquea
el efecto antidepresivo de la desmetilimipramina, la clorimipramina y la fluoxetina y que
la administracion de testosterona restaura el efecto antidepresivo solamente de
desmetilimipramina (Martinez-Mota y Femandez-Guasti, 2004). Sin embargo, adn son
pocos y no concluyentes los estudios que se han reportado acerca de la testosterona y
la neurobiologia de la depresidn.

2.9.2 Nucleo septal lateral, hormonas y depresion experimental.

La manipulacion de estructuras cerebrales del sistema limbico también permite

evaluar su participacion en la respuesta hormonal y antidepresiva. Entre las estructuras

cerebrales que estan involucradas en la emocion y la motivacion, se encuentran el area
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preodptica medial, el hipotalamo lateral, el area tegmental ventral, el nucleo accumbens,
la corteza prefrontal y temporal, el cingulo, el caudado-putamen, la amigdala, el
hipocampo y el area septal. Los nucleos septales se dividen en areas medial, lateral y
posterior de acuerdo a sus caracteristicas citoarquitectonicas, siendo la region lateral la
mas grande que, a su vez, se divide porciones dorsal, intermedia y ventral. El area
septal también esta implicada en procesos relacionados con funciones cognoscitivas,
en la emocion, asi como en la regulacion de funciones autonémicas y estados afectivos
(Jakab y Leranth, 1995; Sheehan et al., 2004). Los nudcleos septales laterales son
susceptibles al fendmeno de la autoestimulacion intracraneal (Olds y Milner, 1954) y
también se les considera una estructura reguladora de las respuestas al estrés y al
placer, ya que su actividad neuronal disminuye cuando el animal es sometido a
situaciones aversivas como el nado forzado (Contreras et al., 2004), pero aumenta
cuando el estimulo aversivo condicionante es retirado (Yadin et al., 1993; Yadin y
Thomas, 1981).

La neuroquimica del septum comprende una gran variedad de sustancias que
coexisten en las distintas areas de estos nicleos. Recibe entre otras, fibras aferentes
de! principal reservorio de serotonina, el nucleo dorsal del rafe. Adicionalmente, los
ntcleos septales laterales contienen neuronas que concentran hormonas esteroidales,
receptores y la enzima aromatasa encargada de convertir a la testosterona en estradiol
(Pfaff, 1968; Jakab ef al., 1994; Wood y Newman, 1999). La localizacién de receptores
a andrégenos en areas exirahipotalamicas como el septum lateral, entre otras
{(McGinnis et al., 2002; Kritzer, 2004; Sheng et al., 2004; Tabori et al., 2005), sugiere
gue la accién de los andrégenos no se limita a ia actividad reproductiva, sino que
también interviene en la motivacion y emocionalidad. Peor ejemplo, el efecto ansiolitico
de testosterona esta mediado por el receptor a andrégenos ya que la administracion de
flutamida, una antagonista del receptor a andrdgenos, bloquea la reduccién del tiempo
de enterramiento defensivo (Fernandez-Guasti y Martinez-Mota, 2005).

A partir de algunos estudios realizados por nuestro grupo, hemos propuesto que
los nicleos septales laterales son sitios de accion antidepresiva ya que la tasa de
disparo neuronal incrementa después de la aplicacion de terapias antidepresivas tanto
farmacolégicas como no farmacolégicas (Contreras ef al.,, 1989; 1990; 1993a; 1993b).
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Ademas, su actividad neuronal varia de acuerdo al ciclo estral de la rata, ocurre la
mayor tasa de disparo en la fase reproductiva con concentraciones elevadas de
progesterona y estradiol (Contreras et al., 2000). Especificamente, la administracion
intraseptal de progesterona disminuye la inmovilidad en la prueba de nado forzado,
sugiriendoc una accion similar a la de las terapias antidepresivas en esta prueba
(Estrada-Camarena ef al., 2002). Adicionalmente, hemos encontrado que el metabolito
de la progesterona, la alopregnanolona, administrada intraseptalmente ejerce un efecto
anti-inmovilidad, por lo que estos hallazgos, en conjunto, cormoboran la participacion de
los nicleos septales laterales como sitio de accion hormonal que modulan aspectos no
reproductivos de la conducta.

Finaimente, la testosterona como esteroide neuroactivo puede actuar a través de
los multiples mecanismos de accidon conocidos para los neuroesteroides y abarcar
efectos gendmicos y no gendémicos. La ubicacién de los recepiores a androgenos en
estructuras del sistema limbico sugiere la modulacion de conductas no reproductivas
por parte de la hormona. Por ello, en este proyecto se abordd el estudio de los efectos
de testosterona y fluoxetina scbre la desesperanza en el nado forzado, en diferentes
condiciones. En una primera aproximacion experimental se determiné el efecto que la
testosterona y la fluoxetina producen al ser administradas sistémicamente por separado
de manera crénica o aguda para conocer la accién farmacolégica una vez que
atraviezan la barrera hematoencefalica. Adicionalmente, se estudié la interaccion de
fluoxetina con la testosterona en el nado forzado pues se ha reportado el aparente

antagonismo entre el sistema de neurotransmision serotonérgico y la testosterona.
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tanto en investigacion clinica como basica, la informacién del efecto de la
testosterona sobre el estado de animo es escasa y contrasta con el namero de
publicaciones sobre el efecto tipo antidepresivo del estradiol, de la progesterona y de
los neuroesteroides. Los receptores a estas hormonas se localizan, ademas de areas
relacionadas con la reproduccion, en neuronas del nucleo septal lateral, junto con las
enzimas que intervienen en su metabolismo; por ello, se ha considerado a este nacleo
como un sitio blanco de la accidn hormonat. Se ha demostrado que se trata de un sitio
de acciéon antidepresiva, ya que la administracion sistémica de una dosis de fluoxetina
que disminuye [a inmovilidad en el nado forzado (1 mg/kg), incrementa a su vez la
frecuencia de disparo neurcnal (Contreras et al., 2001). Asimismo, la administracién
intraseptal de progesterona y estradiol también produce efectos tipo antidepresivo en el
nado forzado (Estrada-Camarena et al., 2002); sin embargo, no se ha explorado
suficientemente el efecto de la administracion sistémica o intraseptal de testosterona
sobre conductas no reproductivas que implican motivacion y afrontamiento al estrés. Ei
dimorfismo sexual en la prevalencia de la depresidn y la mayor respuesta al tratamiento
antidepresivo por parte del sexo femenino comparadc con el masculino, sugiere un
papel activo de la testosterona en la modulacion del estado de animo y en la respuesta
a inhibidores selectivos de Ia recaptura de serotonina. Por tal motivo, el presente
trabajo exploro el efecto de la testosterona administrada por via sistémica, o localmente
en el nideo septal lateral, en presencia o ausencia del antidepresivo fluoxetina sobre
un modelo experimental de depresion en rata para asi poder determinar la posible

interaccion de ambas sustancias.
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4. OBJETIVO GENERAL

Explorar en la rata las acciones de la testosterona y su posible interaccién con la
fluoxetina en un modelo animal util para determinar propiedades farmacolégicas
antidepresivas (nado forzado), asi como la participacion del nucleo septal lateral en
dichos efectos.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

4.1.1 Determinar el efecto de la administracion sistémica, aguda o crénica, de

testosterona sobre ia inmovilidad en la prueba de nado forzado.

4.1.2 Determinar la interaccion farmacoldgica de la testosterona con la fluoxetina

tras la administracién de ambas sustancias por via sistémica.

4.1.3 Determinar la participacion del nucleo septal lateral en las acciones de la

testosterona y su interaccion con la fluoxetina.

5. HIPOTESIS

» La testosterona modifica la inmovilidad de la rata en la prueba de nado
forzado.

e La testosterona modifica el efecto antidepresivo de fluoxetina.

 El nicleo septal lateral es un sitio blanco de la accion de la testosterona y

de Ia fluoxetina.
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6. METODO GENERAL

Los experimentos se disefaron para explorar, en ia prueba de nado forzado, el
efecto de la administracion sistémica Unica o simultanea de testosterona y fluoxetina,
asi como el efecto del tratamiento crénico sistémico con la administracion aguda

intraseptal de ia hormona y el antidepresivo.

6.1 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Para el experimento de desafio, en el que la testosterona requiri6 ser
microinyectada en el nicleo septal lateral, se utilizé testosterona base (donacién de la
compafiia Schering) disuelta en una solucion de y-ciclodextrina (Sigma) al 2% (vehiculo
de testosterona). Para la administracion de testosterona por via sistémica (subcutanea,
sc}, la hormona se disolvid en aceite de maiz.

La fluoxetina adquirida comercialmente (Prozac®) fue administrada por via
sistémica (via oral, vo) en forma de una suspensién acuosa. Para su administracion
intraseptal, la fluoxetina (clorhidrato de fluoxetina, Sigma) y se disolvié en una solucion

salina isotonica (NaCl al 0.9%) estéril (vehiculo de fluoxetina).

6.2 SUJETOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron ratas macho Wistar adultas de 250400 g, que se mantuvieron en
cajas translicidas de 44 x 33 x 20 cm, en un bioterio de estancia con un cicio de luz-
oscuridad de 12/12 h (luz encendida a las 7:00 AM) y temperatura ambiente de 24°C
(£1°C). El acceso al agua y alimento fue ad libitum. Los experimentos se realizaron
entre 10:00 y 14:00 h.

6.3 ORQUIDECTCMIA

La orquidectomia se realizd por aproximacién ventral y bajo anestesia con éter
etilico. La recuperacion post-operatona de los animales se verificd diariamente y dos
semanas después de la operacion se procedid a administrar intraseptalmente las
sustancias de estudio o bien a iniciar el tratamiento crénico sistémico para los estudios
de interaccion. El criteric de esperar dos semanas después de la orquidectomia para

realizar los experimentos se basé en que el nivel plasmatico de testosterona se reduce
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un minimo después de este tiempo, impidiendo a los animales desplegar conductas

reguladas por el andrégeno, como la conducta sexual (Beach y Holz-Tucker, 1949).

6.4 IMPLANTE INTRASEPTAL

Las ratas fueron anestesiadas con éter etilico y, mediante cirugia estereotaxica,
se colocé una canula guia de acero inoxidable de 22 Ga de calibre y 10 mm de longitud
{elaborada con una aguja hipodémica de 0.70 mm de diametro} que se hizo descender
3.5 mm por debajo de la corteza cerebral para llegar al nlcleo septal lateral (AP=0.2
mm, L=0.5 mm), de acuerdo a las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (1982).
La canula guia se fijé al craneo con acrilico dental y la administracién del farmaco se

realizé a través de una canula inyectora, cuatro dias después del implante.

6.5 MICROINYECCION INTRASEPTAL

Para ello, se utilizd una canula inyectora de 30 Ga
de calibre (elaborada con una aguja hipodémmica, 0.3
mm diametro) conectada a una jeringa Hamilton a
través de un tubo flexible de polietileno de 0.5 mm de
didmetro. Para realizar la inyeccion, la canula inyectora
se introdujo a la canula guia implantada en la rata,
sobresaliendo 1 mm fuera de la canula guia. La

testosterona, fluoxetina y sus vehiculos se inyectaron
en un volumen de 1 pl en la region lateral del niclec septal a una velocidad de 0.1
p/min} por medio de una bomba programable de infusion (KdScientific). El
procedimiento de microinyeccion se realizé de acuerdo con las observaciones para

realizar microinyeccion cerebral (Peterson, 1998).

6.6 VERIFICACION DEL IMPLANTE INTRASEPTAL

Para verificar la ubicacioén del implante, al término de cada experimento en el que
se utilizé fa microinyeccién intraseptal, los animales fueron sobreanestesiados con
pentobarbital sédico y perfundidos por via intracardiaca con una solucién salina al 0.9%

y formol al 20%. Posteriormente, se inyectd 1 pi del colorante azul de metileno
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(0.1um/min) para marcar el sitio de la inyeccion al final de ella. Se retiraron las canulas
guia y los cerebros fueron extraidos y mantenidos en formo! al 20% hasta el momento
del andlisis histolégico. Para €l, se realizaron cortes transversales de 600y de grosor
que permitieron visualizar ia trayectoria de la canula guia y ia marca del colorante a
simple vista. Se ubicé el plano cerebral correspondiente de acuerdo al atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (1982) y en el analisis estadistico s6lo fueron

incluidas aquellas ratas con un implante correcto en el septum lateral.

6.7 PRUEBAS CONDUCTUALES
Las ratas se sometieron a las pruebas conductuales de acuerdo al disefo
experimental escogido. El procedimiento general de las pruebas conductuales se

describe a continuacion.

6.7.1 Prepruebas conductuailes.

Veinticuatro horas antes de la primera sesion del registro de la actividad
locomotriz y del nado forzado, se realizaron sesiones de preprueba de actividad
tocomeotriz (5 min) y nado forzado (15 min). El objetivo de [a preprueba fue familiarizar
a las ratas con la caja de actividad locomotriz y desarrollar desesperanza en el caso del
nado forzado (Porsoit et al., 1977).

6.7.2 Actividad locomoitriz.

La prueba de actividad locomotriz se realizé colocando a ia rata en una caja de
acrilico (44 x 33 cm de base x 20 cm de altura) con el piso dividido en 12 cuadros (11 x
11 cm). Durante esta prueba, se evalué el nimero de cuadros que cruzo el animal
durante un tiempo de 5 minutos. Esta prueba se utilizé para descartar algin
componente de hipoactividad o hiperactividad generalizada en el animal que pudiera

influir en el nado forzado.
6.7.3 Nado forzado.

La prueba de nado forzado se realizé inmediatamente después de la prueba de

actividad locomotriz y consistié en colocar al animal en un estanque rectangular (50 x
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44 cm de base x 60 cm de altura) conteniendo agua a 25 + 1°C a una altura de 21-23
cm aproximadamente. Durante la prueba se midid la inmovilidad {(desesperanza
conductual). La inmovilidad se define como la postura que adopia la rata cuando flota
y/o despliega movimientos minimos que no e permmiten desplazarse, y cuando toca con
alguna(s) de sus extremidades posteriores el piso del estanque manteniendo la narina
por arriba de la superficie del agua. Las variables de inmovilidad evaluadas durante los
5 min que duro la prueba fueron: la latencia a la primera inmovilidad y la duracion total
de fa inmovilidad. La latencia a la primera inmovilidad es el tiempo transcurrido desde
que la rata es introducida al estanque hasta que despiiega el primer pericdo de
inmovilidad y se interpreta como la magnitud del primer esfuerzo que el animal realiza
para resolver la situacidn de apremio gue el nado representa. La duracién de la
inmovilidad es la suma de los tiempos que ocupan las inmovilidades durante toda la
prueba. La duracién de la inmovilidad se interpreta como un indicador de la intensidad

de la desesperanza de las ratas sometidas al nado forzado.

6.8 CUANTIFICACION DE TESTOSTERONA PLASMATICA

Con la finalidad de conocer las concentraciones plasmaticas de testosterona que
se alcanzaron en las ratas que recibieron el tratamiento crénico sistémico de
testosterona, fluoxetina o ambos, se cuantificd el nivel plasmatico de la hormona. Para
ello, se form6é un grupo control (n=6) de ratas intactas y un grupo de ratas
orquidectomizadas (n=6) que recibieron vehiculo por via oral y subcutanea (0.2ml/dia).
Un tercer grupo estuvo formado por ratas orquidectomizadas que recibieron vehiculo
oral mas testosterona (1mg/rata/s.c./dia, n=6). Otro grupo se formdé con ratas
orquidectomizadas que recibieron fluoxetina oral (1mg/kg/dia) mas vehiculo s.c. (n=5) y
un quinto grupo que recibid testosterona (1mg/rata/s.c/dia) mas fluoxetina
(1mg/kgfv.o./dia, n=5). Los tratamientos se administraron durante 21 dias. Una hora
después de la administracion de las sustancias en el (itimo dia de tratamiento, las ratas
fueron anestesiadas con éter etilico y se obtuvieron muestras de sangre por puncién
cardiaca. La sangre se centrifugd por 10 min a 3500 rpm para separar los sueros y se

almacenaron a -20°C hasta su posterior analisis. Para realizar las determinaciones de
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las concentraciones de testosterona, se concentraron las muestras tomadas de
animales de cada grupo y se cuantificaron por triplicado.

La determinacioén cuantitativa de testosterona plasmatica se realizé por medio de
inmunoabsorcién (EIA, Biokwitech® México) utilizando un inmunoensayo enzimatico de
competencia con peroxidasa. En él, la testosterona presente en el suero y un
conjugado de enzima-testosterona del kit de reactivos, compiten por los sitios de unién
de un anticuerpo de testosterona inmovilizado en la superficie del micropozo de prueba.
La cantidad del conjugadc que se fija en la superficie del micropozo decrece en
proporcion de la concentracién de testosterona presente en el suero. Un sustrato
reactivo revelador de! color, indica, de acuerdo a su intensidad, la cantidad del
conjugado de enzima y testosterona es inversamente proporcional a la cantidad de
testosterona presente en el suero.

El procedimiento consistid en agregar a 10ul del concentrado de sueros por
grupo, 100pi de conjugado testosterona-peroxidasa y 50u de anticuerpc de conejo anti-
testosterona. Se mezcid durante 30 seg e incubd a 37°C por 90 min. Los pozos se
lavaron 5 veces con agua destilada o desionizada. Se agregd el reactivo de color, se
mezclo e incubd 20 min. La reaccion se paré agregando 50ul de solucién de Paro. Se
agité suavemente por 30 min y ias absorbancias se leyeron en un microlector a 450 nm.
Las concentraciones de las muestras se determinaron por medio de una curva
estandar.

6.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos de las pruebas conduciuales fueron normalizados con
la finalidad de disminuir la heterogeneidad de los resultados. Para ello, se tom6 como
referencia de 100% al valor del grupo control y se calcularon los porcentajes
correspondientes en el resto de los grupos. Una vez nomalizados los datos, se
sometieron al andlisis de varianza que se indica en cada disefio experimental y se
practicaron pruebas post hoc cuando las diferencias fueron estadisticamente
significativas (p<0.05). Los resultados se muestran como la media  error estandar de
los porcentajes de cada variable, considerando siempre a los valores del control como
100%.
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Los resultados se analizaron con pruebas estadisticas paramétricas debido a
que son pruebas mas potentes que las no paramétricas. Con ello se asegura una
mayor sensibilidad para detectar un efecto real de la variable independiente.
Estadisticamente, la potencia de las pruebas paramétricas es la probabilidad de que los
resultados de un experimento permitan rechazar la hipotesis nula cuando es falsa
(Zolman, 1993), es decir, cuando la variable independiente tiene un efecto real y, por
tanto, el analisis de los resultados es més riguroso y evita el sesgo de detectar cambios

debidos al azar.
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7. SERIES EXPERIMENTALES
7.1 TRATAMIENTO AGUDO

7.1.1 Administracién aguda sistémica de testosterona, fluoxetina y

Objetivo particular

testosterona+fluoxetina.

Explorar el efecto de la administraciéon de testosterona y fluoxetina sobre la

actividad locomotriz y la inmovilidad en la prueba de nado forzado.

DISENO EXPERIMENTAL

Ratas & adultas intactas (N=29)

Control
Vehiculo vo,sc
(n=8)

Testosterona

10 mg/kg/sc
(n=7)

Fluoxetina

10 mg/kgivo
(n=7)

Testosterona 10 mg/kg/sc
+

Fiuoxetina 10 mg/kg/vo
(n=7)

Administracion de dosis Unica

|

Actividad locomotriz y nado forzado

Analisis estadistico
ANOVA de 1 via
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Grupos y procedirniento experimental

Se formaron 4 grupos de ratas para tratamiento agudo: el grupo control recibid
vehiculo de fluoxetina via oral (vo) mas vehiculo de testosterona via subcutanea (sc)
simultaneamente; el grupo fluoxetina recibid la dosis de 10 mg/kg/vo; el grupo
testosterona recibio la dosis de 10 mg/kg/sc y un cuarto grupo que recibié fluoxetina (10
mg/kg/vo} mas testosterona (10 mg/kg/sc). Una hora después de estas
administraciones agudas las ratas se sometieron a las pruebas de actividad locomotriz
y nado forzado.

Los resultados se sometieron al ANOVA de 1 via para grupos independientes y

Dunnett como post hoc.

Resuitados. Tratamiento agudo.

Actividad locomotriz. Mientras que la testosterona carecid de efecto, la
administracién aguda sistémica de 10 mg/kg de fluoxetina produjo menor nimero de
cuadros cruzados por las ratas al ser comparado con el grupo control [Fs3, 25 = 4.10,
p<0.01]. En el grupo de la combinacion de testosterona+fluoxetina la disminucién de los

cuadros no alcanzé la significancia estadistica (ver la figura 2).

160 - =8 n=7

Fix Test+FIx

Figura 2. Actividad locomotriz (nimero de cuadros cruzados) de ratas que recibieron
administracién aguda de testosterona (Test, 10 mg/kg), fluoxetina (Flx, 10 mg/kg) o ambos
(Test+FIx, 10 mg/kg). La fluoxetina produjo menor locomocidn en los animales {*Dunnett,
p<0.05).
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Nado forzado. La administracion aguda sistémica de testosterona y/o fluoxetina
(10 mg/kg) no tuvo efecto sobre el nado forzado (latencia: F3 25=1.17, p=0.33: NS;;
duracion: F3 25=2.48, p=0.08: NS; ver ia figura 3).

a)

latencia (%)

— — (%]
o &8 8 8 8
1 | .1 B B

Test 10mg Fix 10mg

b)

3

duracion (%)

Test 10mg Test+FIx

10mg

Figura 3. Latencia a la inmovilidad (a} y duracién total de la inmovilidad {b} evaluados en la
prueba de nado forzado de ratas macho intactas que recibieron fratamiento agudo de

testosterona (10mg/kg), fluoxetina (10mg/kg) o ambas. No se observaron diferencias
significativas.
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7.2 TRATAMIENTO CRONICO

7.2.1 Administracidon cronica sistémica de testosterona, fluoxetina y

testosterona+fluoxetina.

Objetivo particular

Explorar el efecto de la administracidn conjunta y crénica de testosterona con

fluoxetina sobre la actividad locomotriz y la inmovilidad en la prueba de nado forzado.

DISENO EXPERIMENTAL

Ratas & adultas intactas

(N=64)
| I
T
(}ontrol Testosterona Fluoxetina estosteroni (imalraise)
Vehlcui_ozvzo!sc 1 mg/rata/sc 1 mg/kghvo Fluoxetina (1 mg/kgivo)
(n=22) (n=18) (n=14) (n=10)
| | ] |

Administracion cronica sistémica

(21 dias)

Registros de actividad i-ocomotriz y nado forzado

Analisis estadistico
(ANOVA de 1 via)
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Grupos y procedimiento experimental.

Un grupo de 64 ratas macho adultas se dividié en 4 grupos: el grupo control (ctr,
n=22), el grupo de testosterona crénica (test-21, n=18), el grupo fluoxetina crénica (fix-
21, n=14) y el grupo fluoxetina con testosterona crénica (fix-tes-21, n=10). El grupo Cirl
recibid vehiculo de fluoxetina (0.2ml/vo/rata) y vehiculo de testosterona (0.2mi/sc/rata).
El grupo testosterona recibi¢ la administracién de la hormona (1mg/rata/sc/dia/21 dias).
El grupo fluoxetina recibid fluoxetina (1mg/kg/vo/dia/2idias). ElI grupo
fluoxetina+testosterona recibi®¢ la co-administracion crénica sistémica de
fluoxetina+testosterona durante 21 dias. Una hora después de la Ultima administracion,
los animales se sometieron a la prueba de actividad locomotriz y nado forzado.

Los resultados obtenidos se analizaron por medio de un ANOVA de 1 via para
grupos independientes y la prueba de Dunnett fue utilizada como post hoc.

Resultados. Tratamiento cronico.

Actividad locomotriz. La administracion de la décima parte de la dosis del
tratamiento agudo sistémico de fluoxetina (1 mg/kg) o testosterona (1 mg/rata) crénica
durante 21 dias por si sola no modificd el nimero de cuadros cruzados. En cambio, la
administracién conjunta de fluoxetina y testosterona durante 21 dias disminuyd la
locomocion (F3 g0 = 7.25, p<0.0003} en comparacion con el grupo contro! (ver la figura

4).
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Figura 4. Actividad locomotriz (nGmero de cuadros cruzados) en campo abierto de ratas
recibieron tratamiento sistémico cronico (21 dias) de testosterona (Test 21) ¢ de fluoxetina (FIx
21) o ambos (FIx+Test 21). La co-administracién cronica de testosterona+fluoxetina disminuy6
el numero de cuadros cruzados en comparacion con el grupo control (*Dunnett, p<0.0003).
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Nado forzado. El ANOVA de 1 via muestra que la administracidén de testosterona,
fluoxetina, o ambas, durante 21 dias modificé significativamente la [atencia a la primera
inmovilidad [Fs, = 2.93, p<0.04]; sin embargo, la diferencia en la latencia no se
observa en la comparacién contra el grupo control con la prueba post hoc de Dunnett,
sino al compararse la administracién cronica de testosterona contra la administracidon
conjunta crénica de fluoxetina+testosterona segun la prueba post hoc de Student-

Newman-Keuls, ver la figura 5.

latencia (%)
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Test-21 Flx-21 Fix+Test-21

Figura 5. Latencia a la pnmera inmovilidad con tratamiento crénico de testosterona y/o
fluoxetina. *p<0.05, Student-Newman-Keuls vs testosterona.

Al analizar la duracién de la inmovilidad el ANOVA de 1 via mostré diferencias
significativas (F3 eo= 5.09, p<0.003). La administracién cronica de fluoxetina redujo
significativamente [a duracién de la inmovilidad, pero los valores de {a duracién fueron
semejantes al control cuando se administré simultaneamente testosterona y fluoxetina

de manera crénica, es decir, se cancelo el efecto anti-inmovilidad de la fluoxetina {ver la

figura 6).
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Figura 6. Duracion de la inmovilidad en ratas forzadas a nadar que recibieron tratamiento
cronico sistémico de testosterona (Test 21), de fluoxetina (Fix 21) o ambos {Fix+Test 21). La
administracion conjunta de fluoxetina+testosterona por 21 dias revirti el efecto anti-inmovilidad
de la fluoxetina crénica. * Dunnett, p<0.05.
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7.3 TRATAMIENTO CRONICO Y DESAFIO FARMACOLOGICO

7.3.1 Administracién cronica sistémica de fluoxetina con desafio sistémico

de testosterona.

Objetivo particular
Evaluar el efecto de la administracidon aguda sistémica de testosterona en
animales intactos y orquidectomizados tratados crénicamente con fluoxetina (desafio

sistémico de testosterona).

DISENO EXPERIMENTAL

Ratas & adultas
(N=20)

SHAM ORQUIDECTOMIA
(n=10)  (n=10)

Registros de actividad locomotriz y nado forzado

(Sesion Ctr)

Fluoxetina crénica (1mg/kg/vo/dia/35dias)
Registros de actividad locomotriz y nado forzado
(Sesion Flx)

Fluoxetina crénica + desafio con testosterona sistémica (1mg/rata/sc/2dias)
Registros de actividad locomotriz y nado forzado
(Sesion Fix-T1mg)

Analisis estadistico
(ANOVA de 2 vias para muesiras repetidas)
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Grupos y procedimiento experimental.

Se utilizaron 20 ratas macho de la cepa Wistar con peso promedio de 350 g. Las
ratas se asignaron a dos grupos: un grupo sham orquidectomia (n=10) y un grupo
orquidectomizado (n=10). Los grupos se sometieron a la prueba de actividad locomotriz
y nado forzado el primer dia del experimento (sesién Ctrl). Inmediatamente después,
los dos grupos recibieron la administracion sistémica oral de 1 mg/kg/dia de fluoxetina
durante 35 dias. La duracién de este tratamiento se debidé a que con 21 dias no se
observo el efecto anti-inmovilidad en ambos grupos, por lo que ei tratamiento se
prolongd para asegurar el establecimiento del efecto anti-inmovilidad de la fluoxetina.
En el dia 35 de la administracién, los dos grupos se sometieron a la prueba de actividad
locomotriz y nado forzado (sesién FIx). El dia 36 se continu6 con la administracion de
fluoxetina y se administr6 1 mg de testosterona/rata por via subcutanea
simultaneamente. Veinticuatro horas después se administré la fluoxetina y la
testosterona nuevamente y los animales se sometieron a la prueba de actividad
locomotriz y nado forzado una hora después de la administracion (sesion Fix-T1mg).

Los resultados obtenidos se analizaron por medio de una ANOVA de 2 vias para
muestras repetidas, considerando la orquidectomia (factor 1, con dos niveles), el
tratamiento farmacolégico (factor 2, con tres niveles) y la interaccidn orquidectomia x

tratamiento farmacolégico. Se utilizé la prueba post hoc de Student-Newman-Keuls.

Resultados. Tratamiento crénico y desafio sistémico.

Actividad locomotriz. En el tratamiento sistémico crénico de fluoxetina con el desafio
sistémico de testosterona, el ANOVA de 2 vias para muestras repetidas demostré que
no hay diferencias significativas en el nimero de cuadros cruzados asociadas con la
orquidectomia, los tratamientos farmacologicos ni con la interacciébn de factores
[Orquidectomia: F1 g = 0.004, p = 0.94, NS; Tratamiento farmacolégico: F 18 =0.93,p =
0.41, NS; Orquidectomia x Tratamiento farmacolégico: F, 1¢ = 0.16; p =0.85, NS. Por
tanto, los resultados de los grupos orquidectomia y sham se presentan juntos, ver ia

figura 7.
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Figura 7. Actividad locomotriz {nimero de cuadros cruzados) en campo abierto de ratas (n=20)
que recibieron el desafio de 1mg de testosterona de manera aguda (Flx+Testimg} ante la
administracién cronica de fluoxetina (FIx). No hubo diferencias significativas. Las barras
corresponden a los grupos sham y orquidectomizados juntos debido a que no hubo diferencias
entre ellos.

Nado forzado. EIl ANOVA de dos vias para muestras repetidas mostré que no
hay diferencias entre el grupo sham (83.0 = 8.2%) y orquidectomizado (66.0 + 9.0%) en
la latencia a la primera inmovilidad (F1, ¢ = 1.57; p = 0.24: NS). Sin embargo, el anélisis
del factor tratamiento mostré que el desafio con testosterona al final del tratamiento
cronico con fluoxetina disminuyé significativamente la iatencia con respecto al control y
al tratamiento con fluoxetina (Fz, 1a = 13.77; p<0.0002). La interaccion de los factores
cirugia con tratamiento farmacolégico no fue significativa (F2, 18 = 0.71; p = 0.50: NS),
ver la figura 8a.

En cuanto a la duracion de la inmovilidad, no se observaron diferencias entre el
grupo sham (83.9 + 8.0%) y el orquidectomizado (85.9 + 7.0%) [F1, 9= 0.01; p = 0.90,
NS]. Al analizar fos efectos del tratamiento farmacologico, se observo que la fluoxetina
administrada cronicamente disminuyé significativamente la duracion de la inmovilidad
[F2 18 = 6.15; p<0.009] mientras que el desafio con testosterona restablecio los valores
del control. La interaccion de los factores no fue significativa [F2, 18 = 2.38; p = 0.12:
NS], ver la figura 8b.

Debido a que no hubo diferencias debidas a la orquidectomia, los datos sham y

orquidectomia se representan juntos.
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Figura 8. Nado forzado de ratas que recibieron tratamiento cronico sistémico de fluoxetina con
testosterona aguda sistémica (n=20). El desafio con testosterona impidid el efecto anti-
inmovilidad de 1a fluoxetina. a) Latencia a la primera inmovilidad, b) duracién de la inmovilidad.
Las barras comresponden a los grupos sham y orquidectomia juntos. *Student-Newman-Keuls,
p<0.05.
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7.3.2: Administracién cronica sistémica de fluoxetina con refuerzo o

desafio intraseptal de testosterona.

Objetivo particular
Evaluar la posible interaccion de la testosterona con la fluoxetina en la prueba de
nado forzado, combinando tratamiento cronico sistémico de fluoxetina con la

administracion intraseptal de testosterona (desafio intraseptal de testosterona).

DISENO EXPERIMENTAL
Ratas 3 orquidectomizadas {(n=36)

Control Fluoxetina- Fluoxetina- Fluoxetina-
n= Vehiculo Fluoxetina Testosterona
n=14 (n=6} (n=8})
A:_imini_stracién cn?nica Administracion cronica sistémica de fluoxetina
sistémica de vehiculo {(1mg/kg/vo/dia/23dias)
{0.2ml/rata’/scivof23dias)
Administracién aguda intraseptal
vehiculo Vehiculo de Refuerzo de Desafio de
Fluoxetina y Fluoxetina Testosterona
testosterona 43.3uM 5C0uM

Registro de actividad locomotriz y nado forzado

Analisis estadistico
(ANOVA de 1 via)
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Grupos y procedimiento experimental.

Se utilizaron 36 ratas macho adultas orquidectomizadas que fueron asignadas a
dos grupos: el grupo control (n=22) y el grupo que recibio fluoxetina sistémica cronica
(n=14).

El grupo control se formoé de ratas que recibieron tratamiento crénico sistémico
de vehiculo de testosterona (0.2 ml de aceite de maiz, s.c., 16 dias, n= 15} o vehiculo
de fluoxetina (0.2 ml de agua purificada por rata, via oral, 23 dias, n= 7). El Gltimo dia
de la administracion sistémica de vehiculo, los animales recibieron la microinyeccion
intraseptal de vehiculo de testosterona o vehiculo de fluoxetina y fueron sometidas a
las pruebas de actividad locomotniz y nado forzado.

El grupo de fluoxetina sistémica recibidé el tratamiento crénico sistémico de
fluoxetina {1mg/kg/0.2 ml/ivo/23 dias) y se dividié en dos grupos: el grupo fluoxetina
sistémica-fluoxetina septal (n=6) y el grupo fluoxetina sistémica-testosterona septal
(n=8). El dia 21 de tratamiento con fluoxetina, los animales de ambos grupos recibieron
la microinyeccidn intraseptal de vehiculo de fluoxetina o testosterona respectivamente,
y se sometieron a las pruebas conductuales. El dltimo dia de la administracién crénica
de fluoxetina (dia 23), los animales del grupo fluoxetina sistémica-fluoxetina septal
recibieron la microinyeccion intraseptal de fluoxetina 43.3uM (43.3picomol/pl), mientras
que los animales del grupo fluoxetina sistémica-testosterona septal recibieron la
microinyeccion intrasepta! de testosterona 500uM (500picomol/ul} y se sometieron a las
pruebas conductuales.

La fluoxetina se administré durante 3 semanas debidoc a que a partir de ese
momento se observa el efecto anti-inmovilidad del antidepresivo (Contreras et al.,
2001).

La aplicacion de testosterona o fluoxetina directamente al naclec septal lateral
permitid evaluar si se trata de un sitio de accidon hormonal y antidepresiva, a través de
los cambios conductuales observados ante el refuerzo o el desafio farmacologico.

El tiempo trascurmido desde el inicio de la microinyeccion ai momento de someter
a los animales a la primera prueba conductual (actividad locomotriz) fue de 15 minutos.

Con ello se aseguro registrar a los animales dentro del primer tiempo de vida media de
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la fluoxetina de 5 h (Caccia et al., 1990) y de la testosterona de 1 h {Sommerville y
Tarttelin, 1983) reportado para ratas.

La concentracidon seleccionada de testosterona para la inyeccion intraseptal fue
la de 500uM, la cual aumentd significativamente la inmovilidad en la prueba de nado
forzado en un estudio piloto que se realizd para determinar la concentracidon a utilizar,
mientras que la concentracion seleccionada de fluoxetina fue la de 43.3 uM por ser la
equivalente a la dosis sistémica que disminuye la inmovilidad en dicha prueba (ver el
Apéndice |).

Los resultados obtenidos se sometieron al ANOVA de 1 via para grupos
independientes y se utilizé la prueba post hoc de Dunnett.

Resuftados. Tratamiento cronico y desafio intraseptal.

Verificacion del implante de la canula guia. De un total de 36 ratas que fueron
implantadas y que recibieron ta microinyeccién intraseptal de testosterona, fluoxetina o
vehiculo, el 22% de ellas se descarté del andlisis de los datos debido a que el implante
de la canula guia se realizd fuera del nacleo septal lateral (septum fimbrial n = 4, cuerpo
calloso n = 3, septum ventral = 1). La trayectoria de la canula guia y la marca del
colorante se observd a simple vista. La figura 9 muestra una foto donde se puede

observar la trayectoria de la canula implantada en el nucleo septal lateral.

Trayectoria de la canula guia \E

Nucleo septal
lateral Ap=0.2mm, L=0.5mm

Figura 9. Trayectoria de la canula guia en un corte transversal (600um) de un cerebro de rata.
Se puede apreciar la trayectoria de la cdnula que indica la direccién hacia el nuicleo septal
lateral y la marca realizada con la microinyeccion de 1 u de azul de metileno (circulo).
Cx=corteza fronto-parietal, Cpu= caudado putamen. Plano del corte: Ap=anteroposterior, L=
lateral.
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Actividad locomotriz. En la prueba de campo abierto, la administracién intraseptal
de vehiculo, refuerzo de fluoxetina (43.3uM), o desafio intraseptal de testosterona
(500uM), al final del tratamiento cronico sistémico con fluoxetina (1 mg/kg), no

modificaron la actividad locomotriz (F3 45 = 0.88, p = 0.45, NS), ver la figura 10.

n=22 n=14 n=6 n=8

cuadros cruzados (%)
]

fixsp

L l |

Fluoxetina sistémica

Figura 10. Actividad locomotriz (nimero de cuadros cruzados) de ratas que recibieron
tratamiento cronico sistémico de fluoxetina con refuerzo de fluoxetina (fix sp) o desafio

intraseptal de testosterona (test sp). Ningun tratamiento modificdé el nUmero de cuadros
cruzados.

Nado forzado. El ANOVA de una via mostré que no hubo diferencias en la
latencia a la primera inmovilidad (F3 45 = 0.72, p=0.53, ver la figura 11a) ante la
administracion intraseptal de vehiculo, refuerzo de fluoxetina o desafio de testosterona
en los animales que recibieron la administracidn crénica de fluoxetina. La duracion de la
inmovilidad fue significativamente menor comparada con el grupo control, ante la
administracion sistémica cronica de fluoxetina en ausencia o presencia del refuerzo
intraseptal con fluoxetina (F3, 45 = 10.1, p<0.0001), mientras que el desafio intraseptal
con testosterona revirtio este efecto, ver la figura 11b.
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Figura 11. Nado forzado de ratas que recibieron fluoxetina por via sistémica crénica con desafio
intraseptal (via local). La administracion de fluoxetina produjo menor duracién de la inmovilidad
mientras que el desafio intraseptal con testosterona impidié tal efecto anti-inmovilidad. a)
Latencia a la primera inmovilidad, b) duracién de fa inmovilidad. * Dunnet, p<0.05.




7.4 CUANTIFICACION DE TESTOSTERONA PLASMATICA

Los resultados obtenidos por medio del método cuantitativo inmunoenzimatico
de ELISA mostraron gue los animales orquidectomizados que recibieron testosterona
(1mg/rata/sc/dia/21dias) tuvieron concentraciones suprafisioldgicas de testosterona en
el orden de 10 veces mayor al valor del grupo intacto que recibié vehiculo. El
tratamiento cronico con fluoxetina no produjo cambios en el nivel plasmatico
ocasionado por la administracidon cronica de testosterona (ver tabla 2). Los grupos
orquidectomizados, que recibieron vehiculo o fluoxetina, disminuyeron sus niveles de

testosterona a valores indetectables.

Tabla 2. Concentraciones plasmaticas de testosterona en ratas que recibieron la inyeccion de la
hormona {(1mg/dia) durante 21 dias.

Gpo. Intacto Gpo. Oqx-T Gpo. Ogx-T-Fix
{vehiculo) {(Timgf21dias) {T1mg+Fiximg/21dias)
Testosterona
{ng/ml) 2.19+0.36 20.44+0.09 21.7040.13
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8. DISCUSION.

El objetivo de este estudio fue explorar el efecto de la testosterona administrada
por via sistémica o aplicada en el ndcleo septal lateral de la rata, sobre la inmovilidad
en la prueba de nado forzado, para determinar su interacciéon con el antidepresivo
fluoxetina. Los resultados muestran que una sola inyeccion de testosterona (10mg/kg) o
fluoxetina (10mg/kg), o la administracion cronica de testosterona, por via sistémica, no
producen efecto anti-inmovilidad; pero si lo hace la administraciéon cronica sistémica de
fluoxetina. Se detecté una interaccion farmacoldgica, la testosterona administrada de
manera aguda, sistémica o intraseptal, suprime el efecto anti-inmovilidad de fluoxetina,

sin afectar sustancialmente la actividad locomotriz.

Actividad locomotriz.

La inmovilidad en la prueba de nado forzado no debe estar asociada con
cambios en la actividad locomotriz (Hilakivi y Lister, 1990; Wieland y Lucki, 1990;
Alonso et al., 1991; Contreras ef al., 1998), aunque es posible alguna reduccién de ella
ante el tratamiento con fluoxetina, sin modificar el efecto anti-inmovilidad (Contreras et
al., 2001); sin embargo, algunos farmacos sedantes o estimulantes del sistema
nervioso disminuyen o aumentan, respectivamente, la actividad locomotriz del animal,
influyendo en la inmovilidad desplegada en el nado forzado. En el presente estudio una
inyeccidn de fluoxetina o la co-administracion crénica combinada de fluoxetina y
testosterona disminuyé la actividad locomotriz sin influir en el nado forzado.

En este estudio se encontrd que ni la orquidectomia per se, ni la testosterona
modificaron la locomocion en ratas aduitas. Estos hallazgos coinciden con los de otros
autores (Salvador et al., 1993; Frye y Seliga, 2001; Femandez-Guasti y Martinez-Mota,
2003), es decir, independientemente del estatus gonadal, la testosterona no modifica la

locomocion.

Testosterona y nado forzado.
Los estudios que relacionan a la testosterona con la depresidn
experimental son escasos, en cambio, abundan aquellos en los que se han estudiado

hembras para determinar el papel que juegan las hormonas gonadales. Se sugiere que
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el dimorfismo sexual en la prueba de nado forzado en ratas, en donde los machos
despliegan mayor inmovilidad que las hembras (Alonso et al.,, 1991; Contreras et al,
1995), es modulado por las hormonas gonadales, un efecto que parece dar inicio en la
pubertad. Bermnardi y colaboradores (1989) demostraron que la testosterona disminuye
la inmovilidad de manera semejante al antidepresivo triciclico desmetilimipramina en
ratones adultos. En contraste, en nuestro estudio ia administracién aguda o crénica de
testosterona en la rata carecié de efectos sobre ila duracion de la inmovilidad, de
acuerdo con Martinez-Mota y Fernandez-Guasti (2004).

El dimorfismo sexual en la respuesta antidepresiva a nivel clinico y experimental
(Hamilton et al., 1984; Komstein ef al., 2000; Grigoriadis ef al., 2003; Bano et al., 2004,
Leuner ef al., 2004) sugiere la participacidon de las hormonas gonadales incluyendo la
testostercna. La interaccion de testosterona con el sistema serotonérgico en el macho
ha sido demostrada en la agresion (Cologer-Clifford ef al., 1999), en donde hay una
relacion opuesta de la testosterona con la serotonina (Bemhardt, 1997): ante una
funcion serotonérgica disminuida ocurre mayor agresion, mientras que la relacion de ia
testosterona con la impulsividad y la agresién es directamente proporcional (Simon et
al., 1998; Dolan et al., 2001). Asi, es probable que en aspectos no reproductivos de la
conducta exista alguna interaccion de la testosterona con el sistema serotonérgico en el
septum lateral en donde concurren estos dos sistemas.

La administracion microiontoforética de hormonas esteroidales provoca la
respuesta inmediata de las neuronas (Suga y Sakuma, 1994). La pregnenoclona y la
dehidroepiandrosterona aplicadas en el area septo-predptica, aumentan la frecuencia
de disparc neuronal a través de acciones membranales (Robel y Baulieu, 1985); en
tanto que el estradiol produce efectos inhibitorios, la testosterona activa sélo una
pequefia poblacion neuronal en el septum (Yamada, 1979). La duracién de ios efectos
de la testosterona aplicada microiontoforéticamente se restringe a solo algunos
minutos, con latencias <5 min y con 30 min de duracion (Orsini, 1981). Tales cambios
consisten en respuestas rapidas de las hormonas en la membrana, pero no a nivel
gendmico el cual implica respuestas a largo plazo (Heinlein y Chang, 2002). En el
presente estudio, [a testosterona microinyectada in situ en el nucleo septal lateral

provoc$ una respuesta rapida ya que el aumento de la duracién de la inmovilidad se
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observé 15 minutos después de la microinyeccion de la hormona. Por tanto, se sugiere
que estos efectos inmediatos hayan ocurido a través del receptor membranal a
androgenos. La distribucion de los receptores a androgenos y de aromatasas es mayor
en los machos, es decir, es sexualmente dimérfica (Simmerly et al,, 1990; Young y
Chang, 1998; Ravizza ef al., 2002; Xiao y Jordan, 2002); sin embargo, en el presente
estudio se descarta el efecto agudo de [a aromatizacidon de la testosterona intraseptal
debido a que se requiere de 48 horas para que la aromatasa ejerza su accion
enzimatica (Roselli y Resko, 1997).

Fluoxetina y nado forzado.

Las acciones antidepresivas de la fluoxetina han sido extensamente
documentadas tanto a nivel clinico como experimental (Detke et al., 1895; 1997; Skermit
et al.,, 1997; Kirby y Lucki, 1997; Reneric y Lucki, 1998; Contreras et al., 2001 ver
Apéndice ; Rossi et al., 2004). Los inhibidores selectivos de |la recaptura de serotonina
como la fluoxetina reducen la inmovilidad en el nado forzado e incrementan ia conducta
activa de nado, a diferencia de otros farmacos selectivos de ia neurotransmisiéon
noradrenérgica © dopaminérgica que reducen la inmovilidad pero incrementan el
escalamiento (Detke y Lucki, 1996; Page ef al., 1999).

El nado forzado por si mismo disminuye un 40% los niveles extracelulares de
serotonina en el nucleo septal lateral (Kirby et al.,, 1995), por tanto, es posible que el
aumento de serotonina en el rafe dorsal producido por la fluoxetina (Rutter y Auerbach,
1993; Rutter et al.,, 1995; Duman et al., 1997) esté asociado con la reduccion de ia
inmovilidad en el nado forzado. Esta accién anti-inmovilidad puede tener base en que la
serotonina en exceso activa al autorreceptor SHT1A e hiperpolariza las neuronas
serotonérgicas del rafe dorsal disminuyendo su tasa de disparo (Kelly et al., 1991).
Como ia liberacion de serotonina es proporcional a la tasa de disparo, la activacién
excesiva de los autorreceptores disminuye la liberacion de serotonina hacia las
estructuras limbicas de proyeccion del rafe (Rutter et a/., 1995). Con la administracion
prolongada con antidepresivos, la presencia sostenida de serotonina produce
desensibilizacién gradual de los autorreceptores 5-HT1A en el nicieo dorsal del rafe
(Fuller y Wong, 1977; Hajos et al., 1995, Le Poul et al., 1995; Li ef al., 1996) con io que
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las neuronas serotonérgicas del rafe dorsal gradualmente recuperan su tasa normal de
disparo incrementando la concentracion extracelular local de serotonina que produce
efectos deshinibitorios en estructuras que reciben aferencias inhibitorias del rafe dorsal,
como la corteza frontal y el NSL (Ceci ef al., 1993; Contreras ef al., 2001).

A pesar de que las dosis anti-inmovilidad de fluoxetina administradas
sistémicamente en un régimen subcronico o cronico oscilan entre 5 y 20 mg/kg (Detke
et al., 1995; Duncan ef al., 1998; Page et al., 1999; Cryan y Lucki, 2000}, los efectos
anti-inmovilidad de la fluoxetina en el presente trabajo son consistentes con otros
estudios (Detke et al., 1997; Contreras et al., 2001) en los que también se emplean
dosis de 1 mg/kg durante 21 dias. Ante la falta de efecto anti-inmovilidad de la
administracién aguda de fluoxetina, es posible entonces que una soia inyeccién de
fluoxetina no conduzca a su biotransformacion a nor-fluoxetina, pero tampoco ocurren
aun fos cambios plasticos asociados a la administracion repetida (Fuller y Snoddy,
1991).

Interaccion Testosterona-Fluoxetina (desafio farmacolégico)

En el presente estudio se analizd la posible interaccidon entre la testosterona y la
fluoxetina proponiendo al ndcleo septal [ateral como sitio blanco. Observamos que la
combinacion del tratamiento cronico sistémico de la fluoxetina con Ia aplicacion
intraseptal de testosterona anulé el efecto anti-inmovilidad de la fluoxetina, lo que se
replico en la combinaciéon de la administracidén sistémica de ambas sustancias. Si bien
la latencia a la primera inmovilidad no se mide regularmente en los estudios de nado
forzado, esta variable aporta informacién sobre el primer esfuerzo que realiza la rata
para escapar de ia situacién estresante del nado (Contreras et al., 2001; Espejo y
Mifiano, 1999). En el presente trabajo, la interacién sistémica cronica entre fluoxetina y
testosterona provocé que las ratas rapidamente desplegaran la inmovilidad y con una
duracién mayor en comparacion con el tratamiento Gnico con fluoxetina. Entonces la
combinacion de testosterona con fluoxetina a largo plazo impide el efecto anti-
inmovilidad de la fluoxetina.

En el presente estudio se encontré que la orquidectomia y la testosterona por si

solas no modifican la inmovilidad, de acuerdo con el estudio de Martinez-Mota y
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Femandez-Guasti (2004), quienes reportaron que el tratamiento subagudo de fluoxetina
reduce la inmovilidad pero tal efecto se bloguea en machos orquidectomizados y
restituidos cronicamente con propionato de testosterona (1 mg/rata/10 dias). En el
presente estudio, la fluoxetina crénica (1 mg/kg/21dias) disminuyé {a inmovilidad tanto
en machos intactos como orquidectomizados. La diferencia probablemente radica en ia
duracidén del tratamiento. El efecto del desafio farmacoldgico en el presente estudio
coincide con el efecto del tratamiento de testosterona con fluoxetina en el estudio de
estos autores, en el sentido de que aunque uno de los tratamientos se administre de
manera crénica, si el siguiente tratamiento es co-administrado de manera subaguda, no

se observa disminucion de la inmovilidad.

Participacion serotonérgica

La orquidectomia produce downregulation (regulacion a la baja) del receptor
5HT1a en ratones knockout al transportador de serotonina, mientras que la
ovariectomia produce el efecto contraric (Bouali et al, 2003), es decir, existe
dimorfismo sexual en el sistema serotonérgico. Es mayor el contenido de serotonina
hipotalAmica en hembras comparado con machos, por accidbn de las hormonas
gonadales ya que la orquidectomia necnatal aumenta los niveles de serotonina a
valores cercanos a los de hembras intactas (Borisova ef al,, 1996). Estos hallazgos
sugieren que la testosterona ejerce una influencia inhibitoria sobre la sintesis de
serotonina, ya que ia orquidectomia en ratas de 70 dias de edad también incrementa
los niveles de serotonina cerebral en estructuras limbicas del cerebro anterior (Engel et
al., 1979); sin embargo, Bitar y colaboradores (1991) encontraron que la orquidectomia
reduce ios niveles de serotonina en el hipocampo y en el hipotalamo y que dicho efecto
es revertido por la administracion de testosterona y estradiol. Por otro lado, el
incremento de fa actividad serotonérgica inducida por agonistas 5-HT, durante la
segunda semana de gestacion, antagoniza el efecto masculinizante de la testosterona
neonatal (Murray ef al., 2004). En conductas no reproductivas se ha reportado que los
machos son mas susceptibles a la hiperfagia inducida por el agonista serotonérgico 8-
OH-DPAT comparado con las hembras en fase de estro, lo que sugiere una

sensibilidad diferente de los receptores serotonérgicos dependientes del género y del




estatus hormonal (Uphouse et af., 1991). Las diferencias sexuales en la expresion del
ARNmM de los receptores a serotonina SHT1a ¥ SHT24 en el cerebro de la rata, podrian
deberse a la testosterona, ya que la orquidectomia incrementa significativamente el
ARNm para 5HT1a en estructuras limbicas como la corteza cerebral, el hipotalamo, el
hipocampo, la amigdala y el nlcleo dorsal del rafe, donde los receptores a andrégenos
son abundantes (Zhang ef al.,, 1999). A pesar de las diferencias mencionadas en la
actividad serotonérgica con la orquidectomia, no se observaron diferencias entre
animales intactos y orquidectomizados ante la administracién crénica de fluoxetina y se
puede deber en parte a que la castracion no afecta la concentracién del transportador
de serotonina (Attali ef al., 1997), por lo que los efectos antidepresivos observados de
la fluoxetina se producen sin la intervencion del aporte testicular del androgeno.

El tratamiento cronico con fluoxetina desensibiliza al autoreceptor
somatodendritico 5HT1a {como ya ha sidoc ampliamente demostrado) pero también
hipersensibiliza al receptor 5HT.s post-sinaptico en el hipocampo debido a
modificaciones en el proceso de acoplamiento a la proteina G (Castro et al., 2003).
Cabe mencionar que en la neurotransmision puede haber interacciones receptor-
receptor en la membrana celular, via macromoléculas involucradas en el
reconocimiento y la traduccidén de las sefiales. Un neurotransmisor o un modulador a
través de [a unién a su receptor, modifica las caracteristicas del receptor a otro
neurofransmisor o neuromodulador (Zoli et al, 1993). Dicho tipo de regulacion
conforma e fendmeno de heterorregulacion de receptores y ha sido ampliamente
descrito en la modulacién alostérica del receptor GABA, , GABAg, y la
heterorregulacién de los receptores dopaminérgicos, serotonérgicos y adrenérgicos a
través de los receptores de neuropéptidos y de otros moduladores, en presencia o
ausencia de la activacién de proteinas G y segundos mensajeros (Zoli ef al., 1993;
Agnati ef al, 2003). Algunas interacciones se han relacionado con desérdenes
psiquiatricos, como en el caso de los heterdmeros de los receptores A2-D2 y su
interaccion antagonistica en la enfermedad de Parkinson y la esquizofrenia (Ferre et af.,
2004). También se ha demosfrado que diferentes receptores serotonérgicos tienen
efectos inhibidores (SHT1A, 5HT2C) y estimuladores (SHT2A, SHT3) sobre la activacion

del eje hipotalamo-hipofisis-testicular inducido por hembras receptivas, lo que sugiere
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algin tipo de interaccion receptor-receptor en el control de la activacion sexual en los
ratones macho (Amstislvskaya y Popova, 2004). No obstante que pareceria que la
fluoxetina y la testosterona actian bajo diferentes mecanismos de accién, algun tipo de
interaccion receptor-receptor podria ocurrir en el blogueo del efecto anti-inmovilidad de
la fluoxetina.

La respuesta del receptor serotonérgico a los antidepresivos es dependiente de
la condicion hormonal de los animales. Un estudio de unidbn a receptores ha
demostrado que la castracion suprime la disminucion de la concentracion del receptor
5HT2a inducido por el tratamiento cronico con el antidepresivo imipramina, lo cual es
restaurado por la administracion de testosterona y estradiol (Kendall et a/., 1982). El
bloqueo de la accion antidepresiva de la fluoxetina por la testosterona observado en el
presente estudio, sugiere que el efecto de la fluoxetina es parcialmente dependiente de
la testosterona exdégena que esta interactuando con receptores serotonérgicos,
probablemente el 5HT4, una posibilidad que debe ser explorada. Los mecanismos
celulares involucrados en la produccion de estos efectos moduladores adn no se han
determinado; los multiples procesos que caracterizarian la forma en que la testosterona

afecta la funcion serotonérgica en la desesperanza requiere de estudios adicionales.

Ofras interacciones

La disminucién del efecto de la fluoxetina ante el desafio con el andrégeno, no
puede ser explicada por un antagonismo competititvo a nivel serotonérgico porgue las
acciones de la testosterona sobre este sistema de neurotransmision son indirectas. La
testosterona en cambio, ejerce una interaccion alostérica sobre el receptor SHTs en la
membrana, que inhibe la corriente evocada en el canal idnico acoplado a serotonina sin
modificar la afinidad por el receptor (Wetzel ef al., 1998). El antagonismo observado en
el presente estudio podria entonces ser de tipo no competitivo ya que para la fluoxetina
y la testosterona hay receptores conocidos y son claramente diferentes.

Participacion de ofras hormonas

Otras interacciones farmacocinéticas podrian contribuir a explicar la interaccion

entre la fluoxetina y la testosterona en el nado forzado. El tratamiento con fluoxetina o
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paroxetina aumenta la concentracion de la alopregnanclona en el liquido
cefalorraquideo de pacientes con depresién (Uzunov et al., 1996; Uzunova et al., 1998)
y en el cerebro de ratones (Nechmad et al., 2003), por la estimulacién de la actividad de
la 5a-reductasa y la 5a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Griffin y Mellon, 1999; Romeo
et al., 2000). El contenido de esta hormona est4 disminuido en |la depresion (Eser ef al.,
2005) y es conveniente destacar que la testosterona disminuye la concentracién de
alopregnanolona cerebral y la expresion del ARNm de la Sa-reductasa (Pinna et al.,
2005). Por lo tanto, el bloqueo del efecto anti-inmovilidad de la fluoxetina crénica por la
testosterona podria deberse a acciones inhibidoras de la testosterona sobre la actividad
de la 5a-reductasa, al disminuir la sintesis de la alopregnanolona y asi el efecto anti-
inmovilidad mediado por neuroesteroides. Se propone que otras hormonas gonadales
- diferentes de testosterona podrian estar implicadas en el efecto de la fluoxetina pero al
menos es claro que la testosterona exdogena impide el efecto anti-inmovilidad en
nuestro estudio.

Cuantificacion de testosterona plasmatica

La administracion cronica de testosterona en animales orquidectomizados
produjc un aumento de 10 veces la concentracion control. Este aumento fue
independiente del tratamiento crénico con fluoxetina, es decir, la fluoxetina no modifico
los niveles plasmaticos de testosterona producidos por la administracion de esta
homona, por tanto, se descarta cualquier proceso de induccién enzimatica ya que los
niveles promedio de testosterona plasmatica se mantuvieron por amba del rango
fisiologico descrito por otros autores (Bartke et al., 1973; Miller et al., 1989).

Participacion gendmica

En la depresién hay una aparente alteracién de las vias intracelulares de
sefializaciébn de AMPc, de esta forma los nuevos agentes ierapéuticos se dirigirian a
modificar la traduccién de las sefiales intracelulares aumentando la producciéon o
duracion del AMPc o modificando la accién de las enzimas implicadas (proteincinasas,
fosfodiesterasas y fosfatasas), o bien de los factores de transcripcion aumentando

CREB, su fosforilacién o la expresién de la neurotrofina BDNF (Paez et al., 2003). Se
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ha demostrado que en los machos se presenta una mayor fosforilacién de CREB en
algunas regiones limbicas (Auger et al., 2001). Por tanto, podria haber alguna via
comuin en la que convergen las acciones de los andrégenos y los antidepresivos como
la fluoxetina: la sefalizacién intracelular, o bien, a través del sistema de
glucocorticoides ya que éstos dltimos inhiben las acciones de los esteroides gonadales
y producen “regulacidon a la baja” de los receptores serotonérgicos (Brown, 1894;
Flugge et al., 1998: Paez et al., 2003). Con lo que se observa alguna participacion de la

testosterona en algunos aspectos gendmicos relacionados con la depresion.

Consideracion final

Aparentemente no existen diferencias entre nifos y adolescentes en la
sintomatologia depresiva, ya que la duracién, la severidad, los desérdenes comdrbidos
y la historia parental de desdrdenes psiquiatricos son similares; sin embargo, los
adolescentes tienden a requerir un tiempo mas largo de recuperacion y un tiempo mas
corto para desarrollar recurrencias comparado con los nifios prepuberales (Birmaher et
al., 2004). Por ello, es posible que la elevacion de [a testosterona en la pubertad sea un
factor de vuinerabilidad a fa depresion. Por io anteriormente descrito, los hallazgos de
este trabajo permiten sugerir que los pulsos de testosterona pueden repercutir

negativamente en el efecto antidepresivo de la fluoxetina.
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Fig. 10. Participacién de la testosterona en la regulacién de la desesperanza. Un pulso de
testosterona bloquea el efecto de fluoxetina cuando se administra como desafio ante la
impregnacion con el antidepresivo. Estructuras limbicas como el nucleo septal lateral son sitios
blanco en la interaccion farmacologica de testosterona con fluoxetina, probablemente a través
interacciones receptor-receptor (acciones membranales), de mecanismos de sefalizacidon
intracelular o de interaccion farmacocinética.
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9. CONCLUSIONES

1. Con los resultados obtenidos de los experimentos, se concluye que la
administracion de testosterona en animales con concentraciones fisiolégicas de
testosterona no modifica la desesperanza en el modelo de depresion

experimental de nado forzado.

2. En ratas con o sin el aporte endégeno de testosterona gonadal, el efecto
antidepresivo de fluoxetina se cancela con una exposicion sistémica a

testosterona.

3. El nacleo septal lateral participa en las acciones antidepresivas de la fluoxetina;
modificadas por la testosterona.

4. La interaccion de testosterona con fluoxetina muestra un antagonismo sobre el
efecto antidepresivo conocido.

5. En general, un pulso de testosterona dirigido al nacleo septal latera! o su paso al
sistema nervioso central a través de la barrera hematoencefalica repercute sobre
el efecto antidepresivo de fluoxetina cancelando sus acciones sobre la

motivacion.
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The lowest effective dose of fluoxetine in the forced swim test
significantly affects the firing rate of lateral septal nucleus neurones in
the rat
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The administration of a relatively high dose of antidepressant drugs produces an increased neuronal firing
rate of the lateral septal nucleus (LSN) in the rat and a decreased immobility in rats forced to swim.
However, it is unknown whether a minimally effective low-dose 21-day treatment with the selective
serotonin reuptake inhibitor, fluoxetine, while reducing immobility in the forced swim test, also increases
the neuronal firing rate of the LSN in Wistar rats. The total time of immobility decreased with a daily
injection of 0.5, 1.0 or 2.0 mg/kg of fluoxetine (p <0.001), and the lowest dose increasing the latency to the first
immobllity period (p < 0.0001) was 1.0 mg/kg. Therefore, the action of the 21-day fluoxetine treatment
(1.0 mg/kg) on the firing rate of LSN neurones was tested in another group of rats. A total amount of 78 single-
unit extracellular recordings was taken from the LSN of eight control rats (n = 40) and eight fluoxetine
treated rats (7 = 38). The LSN firing rate in the fluoxetine group was double (18.3 + 2.5 spikes per 10 s,
p < 0.05 that in the control group (7.0 + 0.9 spikes per 10 5), and the first order interval of firing proved to be
significantly lower in the fluoxetine group compared to the control group (384.3 + 22.3 and 639.7 + 27.5 ms,
respectively; p < 0.03). In conclusion, the increased neuronal firing rate of the LSN in the animals treated
with a low dose of fluoxetine may be associated with an increased motivation to escape from the stressful
situation that the forced swim represents.

Koy words: antidepressants; fluoxetine; forced swim test; immobility; lateral septal nucleus; serotonin reuptake inhibitors

Introduction

A decrease in the neuronal firing rate of the lateral septal nucleus
(LSN) is associated with emotional states characterized by anxiety
and fear; namely during the anticipation of an aversive stimulug
(Thomas, 1988; Thomas er al., 1991; Yadin ef al., 1993); although
the delivery of positive reinforcers increases its neuronal firing rate
(Yadin and Thomas, 1981) and the electric stimulation of the LSN
may be used as a conditioning stimulus (Knowlton and Thompson,
1989). Herein, the ncuronal firing rate in the LSN increases after
the acute administration of several clinically effective anti-
depressants, such as clomipremine, isocarboxazid, trazodone, or
even sleep deprivation and clectroshock (Contreras er al., 1989,
1993b), and this increase reaches maximum values in the firing
rate after 2 weeks of treatment with a relatively low dose of
clomipramine (1.25 mg/kg; twice a day) (Contreras ef al., 1990).
Therefore, the neuronal activity of the LSN is related to
motivational aspects of behaviour (Thomas, 1988; Gogate ef al.,
1995). For example, the neurones from both the dorsal and
intermediate aspects of the LSN increase their firing rate during the

oestral phases of the mt characterized by plagmatic high levels of
gonadal hormones, conourrently with low immobility rates in the
forced swim test (Contreras er al., 2000). However, there is a
scarcity of studies associating neuronal activity with well-defined
behavioural tests used to explore antidepressant actions.

Immobility in rats forced to swim decreases after the admin-
istration of diverse clinically cffective antidepressants (Porsolt er
al., 1977, Borsini and Meli, 1988); suggesting an increased moti-
vation to escape from the constraining situation that swimming
represents. In particular, desipramine (20 mg/kg, subacute dose)
decreases immobility in the forced swim test (Porsolt ez al., 1977)
and a low (2.14 mg/kg), long-term (21 days) dose increases the
firing rate of the LSN neurones (Molina er al., 1996). There is a
possible relationship between an increased neuronal firing rate of
the LSN and decreased immobility in the forced swim test
associated with the administration of antidepressants.

Noticeably, data from single unit recordings and the forced
swim test have been obtained from drugs that were not selected
with respect to their actions on specific neurotransmission systems,
and the dose commonly used seems to be relatively high (regularly
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10 mg/kg). In this sense, fluoxetine is a clinically effective (Skerrit
et al, 1997) selective serotonin reuptake inhibitor (Fuller and
Wong, 1977), which decreases immobility in animals forced to
swim (Detke ef al., 1997; Kirby and Lucki, 1997, Reneric and
Lucki, 1998). However, it is unknown whether the fluoxetine dose
that reduces immobility in the foroed swim test algo increases the
neuronal fising rate of the LSN as reported for other non-specific
antidepressants (Contreras et al., 1989, 1990). Therefore, in the
present study, we determined the minimal effective fluoxetine dosc
that decreases the immobility in the forced swim test to define its
actions on the firing rate of the LSN neurones.

Methods

Animals

We used 51 male Wistar rats, aged 3 months and weighing
300-350 g at the beginning of the study. The animals lived in
housing facilities in Plexiglass cages (six animals per cage), at an
average temperature of 25 °C (x 1 °C) and ad libitum access to
water and food, with an artificial light/dark cycle of 12/12 h (light
on at 07.00 h). All experiments were carried out in accordance with
the guide for care and use of laboratory animals issued by the
National Institutes of Health.

Behaviour

The cffect of 2]1-day fluoxetine administration (intracsophageal
route) on immobility in the forced swim test was gvaluated in 35
rats. Four groups of rats (n = 7, each group) reccived 0.25, 0.5, 1.0
or 2.0 mg/kg of fluoxetine (Prozac, Ely Lilly Compafifa de México,
SA de CV México, DF) and a fifth group (control, n = 7) received
vehicle (saline solution). All treatments were administered once a
day during 21 days (08.00 h), at a volume aquivalent to 0.5 ml per
300 g, through a displaceable sterilized intracsophageal polyethy-
lene cannuia ($-54-HL Cole-Parmer Co, Vemnon Hills, IL, USA:
4 cm long x 1.0 mm diameter), coupled to a disposable syringe
(B-D Plastipak, Becton Dickinson and Co, México). The
behavioural tests were carried out between 09.00 h and 11.00 b,

Open field test

Given that locomotor activity may influence immobility in the
forced swim test (Wietand and Lucki, 1990), on the 20th and 21st
days, 1 h after salinc or fluoxetine administration, all the tats were
individually submitted to a 5-min videotaped open field test. Only
data coming from the second session were statistically evaluated,
since the first session was used for habimation to the novel
situation. We used an opaque Plexiglass cage (44 x 33 c¢m) with
walls 20-cm in height. The floor was divided into 12 squares
(11 % 11 cm). At the beginning of the test, the animals were gently
placed in one of the corners of the cage. The number of times that
an animal crossed any square with its four paws (crossing) was
evaluated. After cach test, the cage was carcfully cleaned with a
solution containing ammoniac 0.5%, ethanol 15%, cxtran 10%,
isopropanol 5%, pinol 10% and water 59%.

Forced swim test

-Immediately after the first-habituation open field test, i.e. on the
20th day of fluoxetine or saline treatment, the rats were submitted
to a 15-min pretest forced swim session, during which the animals
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confronted a new emergency situation represented by swimming.
This allowed us to assure the development of immobility. Each mat
was individually placed in a rectangular pool (30 x 50 x 60 ¢m)
containing water (25 °C) (x 1 °C), 23 em in depth, Afterwards, the
animals were removed from the water and dried under a lamp. On
the 213t day of treatments, in a 5-min videotaped test scssion, they
were forced to swim again. Two independent obscrvers assessed
the total duration of immobility and the latency to the first
immobility period in videotaped sessions. Immobility was assumed
when the rat touched the bottom of the pool making at least two
points of contact, i.e. with one or both hindpaws or the tail; or
when it floated, making only the movements neccssary to maintain
its head above the surface of the water, but without any
displacement. For statistical analysis, only those results coming
from the test session were taken into account,

The data obtained from locomotor activity and the forced swim
test were amalysed through the one-way ANQVA test for inde-
pendent groups, and Dunnett’s test was applied post hoc when
the differences reached p < 0.05. In order to determine whether the
actions of fluoxetine differences in the locomotor activity and the
forced swim test are related, a possible comrelation between
crossing in the open field and immobility in the forced swim test
was also explored (Pearson’s test).

The fluoxetine dose for the study of the spontaneous single-unit
extracellular activity of the LSN was selected from this
behavioural experiment.

Electrophysiology

We included two more groups of rats; on¢ group received
(intraesophageally) 1.0 mg/kg (0.5 ml per 300 g) of fluoxetine
(n = 8) and the other group, the vchicle (saiine solution, n = 8),
during 21 days at 08.00 h. On the 21st day, 1 h after the last
administration of saline or fluoxetine, the animals received an
initial injection of | g/kg of ethyl carbamate (Urcthane, i.p.),
followed by onc-tenth of this dose every 60 min to sustain deep
anaesthesia. The head of the animal was fixed in a stercotaxic
frame (Stoelting, Wood Dale, 11, USA) with the incisor bar set at
-5.0 mm. A midline incision uncovered the skull, and through a
small trephination, 8 glass micropipette filled with NeCl 1 M
(4-5 MQ) was descended through an hydraulic micromanipulator
(Trent Wells, Inc. So. Gate, CA, USA) towards the dorsal and
intermediate aspects of the lateral septal nucleus in the following
stereotaxic coordinates (Paxinos and Watson, 1982): AP =—0.2 mm
from bregma, L = 0.5 mm from midline and from 3.00-5.00 mm
beneath the gurface of the cerebral cortex. The spontaneous single-
unit extracellular activity captured by the micropipette was sent to
an amplifier (Grass 7P511L, Quincy, MA, USA) with filters set at
300 Hz and 3 kHz, connected in parallel to an audio amplifier and
to an oscillogcope (Tektronix 5111A, Inc., Beaverton, OR, USA),
which received a filtered signal free from background noise
through a window discriminator. Each recorded spike coming from
the amplificr fed a Grass S88 stimulator which deliversd squared
pulses of constant amplitude and duration (0.6 ms, 4 V) to the
serial port of a PC provided with software designed for the analysis
of the firing rate. A criterion of at least 5 min without sudden
changeg in the firing rate and in the spike amplitude was
considered to indicate the stabilization of single-unit extracellular
activity. The firing rate was then analysed on-line for 9 min, and
the software delivered firing rate histograms, mean and standard
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Table 1 The values represent the mean (+ SE) of the crossing of
the animals during the 5-min test

Fluoxetine (mg/kg)
Control 025 0.5 1.0 2.0
33.9+3.38 30759 241 +44 183 £2.9% 12121+

*p < 0.05 versus control group, Dunnett test.

error of firing rate (10 s epochs), mean firing interval end the
variation coetficient (the standard deviation divided by the mean
firing rate). Given that we used clectrodes with relatively low
impedance, in some instances, we picked-up more than one
neurone and, in such cases, two criteria were used to discriminate
between the signals: (i) the recording taken from two or more
neuroncs fired with different size, but also different regularity, in
which case a window discriminator allowed the choosing of only
one neurone for recording; and (i) by descending the micropipettc
ot least 100 pm apert from the previous registered neurone to
ensure different fields of recording.

At the end of the experiment, the last recorded site was marked
by direct current (3 min each polarity). The rat was then perfused
intracardially with 50 ml of saline solution (0.9%), followed by
50 mi of formaldehyde (20%). The brain was removed, and frozen
sections were cut (40 pm) using a cryocut microtome (LEICA-
JUNGQ, Nussloch, West Germany). The Niss| technique allowed the
identification of the last recorded point and, with the aid of
stereotaxic coordinates, the path followed by the electrode was
reconstructed. For analysis of data, we included only those

A

Immobility (sec)

7/ g

a
s
@

0B 1.0 2.0

Fluoxetine mg/kyg

recordings obtained from the LSN, herein, three recordings from
galine and five from fluoxetine groups were discarded.

The neuronal firing rate, the mean firing interval and the
variation coefficient were analysed by the Mann-Whitney U-test,
since the data failed to follow a normal distribution. Only
differences attaining p < 0.05 were considered significant and the
results are expressed as mean + standard error.

For both immobility in the forced swim test and the LSN
neuronal firing rate, individual differences were explored by
calculating the percentage of animals or neurones, respectively,
corresponding to fluoxetine data surpassing the value of one mean
value + 1 SD from the saline group.

Results

Open field test

Fluoxetine significantly [F(4,30) = 4.89, p < 0.003] decreased
crossing in a dose-dependent manner, and the post-hoc test
(p < 0.05) indicated that this effact occurred from a dose of
1.0 mg/kg (Table 1).

Forced swim test

in the forced swim test, fluoxetine decreased the total time of
immobility [F(4,30) = 6.0, p < 0.001] and increased the latency to
the first immobility period [F(4,30) = 14.0, p < 0.000] in a dose-
dependent manner (Fig. 1). The post-hoc test revealed that
1.0 mg/kg was the lowest effective dose in reducing the total time
of immobility and in increasing the latency to the first immobility

B

0o -
*
80
——
§ 60 |
o
(2]
c
g 40 -
20 -
ctrl 025 08 10
Fluoxetine mg/kg

Figure 1 Immobility of fluoxetine-treated animals in the forced swim test. Total time of immobility significantly decreased with 0.5, 1.0 and 2.0 mg/kg of
fluoxeting (a), while 1.0 and 2.0 mg/kg of fluoxetine (b) increased the latency to the first immobility period in a 5-min test; *p < 0.05 against control

(Dunnett test). Curl, control group
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Figure 2 Histological reconstruction of the recorded area in the lateral
septal nucleus. Marks represent the single-unit extracellular recording
sites; LSN, lateral septal nucleus; Cpu, caudate putamen; FrPa,
frontoparietal cortex (Paxinos and Watson, 1982)

period (p < 0.05). However, reduced immobility occurred in 29%
with the lowest tested dose (0.25 mg/kg), 64% with 0.5 mg/kg,
93% with 1.0 mg/kg and 100% with a dosc of 2.0 mg/kg of fluoxe-
tine. The analysis of correlation between crossing in the open field
test and immobility in the forced swim failed to produce any sig-
nificant deta (r = 0.359). From these resuits, the dose of 1.0 mg/kg
(21 days) was sclectad for single unit extracellular recording of LSN.

LSN firing rate

We obtained 78 single unit extracellular recordings from the LSN
(amplitude: 88.7 mV (L.3) at a mean depth of 3.9 mm (= 0.06)
beneath the surface of the cerebmal cortex (Fig. 2). From the total
amount of recordings, 40 were obtained from the control group
(n = 8 rats) and 38 from the group treated during 21 days with
1.0 mg/kg of fluoxetine (n = 8 rats). For a given rat, a mean of 4-5
neurones was recorded.

The cffect of the administration of fluoxetine on the LSN
neuronel firing rate is shown in Fig. 3. From the histological
analysis and the reconstructed path followed by electrodes, the
recorded neurones corresponded to the dorsal and intermediate
aspects of the LSN (3.0-5.0 mm below cortical surface). The
analysis of data revealed that the spontaneous firing rate in the
group treated with fluoxetine during 21 days (18.3 = 2.5 spikes per
10 s) was significantly greater (p < 0.05) compared to the control
group treated with saline (7.0 + 0.9 spikes per 10 s). The mean first
order interval of firing in the group treated with fluoxetine
(384.3 £ 22.3 ms) proved to be significently lower (p < 0.05) than
that of the control group (639.7 + 27.5 ms), and no significant
changes were found in the variation coefficient between the control
group (47.6 + 1.8%) and the fluoxetine group (53.3 + 2.28%). In
spite of this statistical significance, from the fluoxetine group,
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Figure 3 Single-unit extracelluler activity of the lateral septal nucleus of
the mat treated with 1.0 mg/kg of fluoxetine. Neurones from animals
tresied with fluoxetine during 21 days increased their flring rate
compared to control group (Ctrl); *p < 0.05 Mann—-Whitmey U-test

approximately 65.8% of recorded neurones fired, surpassing the
mean (£ 1 SD) of the saline group but, for all of them, the inter-
mediate aspect of the LSN was identified as the recorded point.

Discussion

The aim of the present study consisted of defining the action that
the minimal 21-day effective dose of fluoxctine in the forced swim
test exerts on LSN neuronal activity in an independent groups of
rats. The main findings showed that 1.0 mg/kg of fluoxetine
decreased the crossing (approximately 50%), decreased the total
time of immobility (approximately 50%), incrcased the latency to
the first period of immobility (approximately eight-fold) and
increased the LSN firing rate (approximately two-fold).

An increase In locomotor activity may disguise the motivational
effects produced by antidepressants, as occurs with stimulants of
the central nervous system (Porsolt e al., 1977, Wicland and
Lucki, 1990). Our results were not related to any locomotor
stimulant action exerted by the antidepressant treatment since, in
the open ficld test, fluoxetine inclusively decreased crossing in a
dose-dependent manner. This finding is consistent with other
reports  stating that the reduced immobility produced by
antidepressants is not associated with changes in locomotor
activity (Wieland and Lucki, 1990; Contreras ef al., 1998).

We applied the forced swim test (Porsolt et al., 1977) with
modifications in the size and shape of the pool (30 x 50 x 60 cm,
rectangular) and obtained other measurements, such as the latency
to the first period of immobility, plus the total time spent in
immobility. Using a cylindrical pool with an increased water level
(Detke e al., 1995; Detke and Lucki, 1996), fluoxetine (5 and



C.M. CONTRERAS ET AL: FLUOXETINE IN THE FORCED SWIM TEST 233

20 mg/kg; 23.5 h, 5 h and 1 h before the test) was shown to
decrease immobility in a modified forced swim test. In our study, a
low dose of fluoxetine (1.0 mg/kg; 21 days) significantly reduced
immaobility in the forced swim test. Our data are consistent with
another study in which a fluoxetine or desipramine regimen (1, 2
and 5 mg/kg; 14 days) produced similar results, whereas a
subchronic regimen (23.5 h and 1 h before the test) failed to reduce
immaobility (Detke ef al., 1997). It seems therefore that behavioural
actions produced by low doses of antidepressants are observed
only after a treatment lasting several weeks, which may reflect some
adaptive changes at the neuronal receptor level that require some
time to become evident (Contreras ef al., 1990; Duman ef al., 1997).

Immobility in the forced swim test is considered as an indicator
that the animal lacks motivation for solving a problem. In
consequence, the decrease in immobility produced by diverse
antidepressant drugs has been interpreted as an increase in
motivation to cscape from the stressful simation (Porsolt er al.,
1977; Wicland and Lucki, 1990). Besides, the latency to the first
petiod of immobility is proposed as an indicator of the length of
the first effort to escape from the stressful situation that the forced
swim test represents (Contreras ef al., 1998; Espejo and Mifiano,
1999). In our study, we found that fluoxetine (1.0 mg/kg, 21 days)
significantly increased the latency to the first immobility period,
suggesting that fluoxetine Increased the effort displayed by the rat
to escape from the stressful situation that the forced swimming
seems to indicate.

The forced swim test increases the mRNA expression of gene c-
Jos (Cullinan e/ al., 1995) and increases the glucose consumption
(Duncan ef al., 1993), mainly in the ventral portion of LSN, but
decreases the gerotonin extracellular concentrations in the whole of
LSN (Kirby ef al., 1995). Furthermore, we suppose a relationship
between LSN electrical necuronal activity and immobility in the
forced swim test, a matter which had not been explored. In this
sense, the following data and the present findings could support
such assumption.

The reduced immobility in the forced swim test produced by
clomipramine is abgent in animals submitted to an ¢arly lesion to
the dorsal and intermediate aspects of the LSN (Contreras et al.,
1995). Consistant with this, the fluoxetine dose that reduced
immobility and increased the latency to the first period of
immobility (1.0 mg/kg, 21 days) significantly increased the LSN
neuronal firing rate as well and, consequently, reduced the intervals
of firing in a regular manner, as indicated by the constancy of the
coefficient of variation. The changes in LSN firing rate were
observed mainly in its intermediate portion, in concordance with
previous observations (Contreras ef al., 1989, 1990, 1995), in a
neuronal population that seems to be only slightly affected in
regard to an increased expression of c¢-fos activity in stressful
situations. Therefore, there appears to be a regional organization of
the LSN in which more ventral aspects respond in a differential
manner to strass than upper LSN regions. In fact, to explain the
pacemakers of theta EEG activity, it must be taken into account
that the hippocampus sends fibres to the dorsal aspect of the LSN
that posses a dorsoventral circuitry (dorsal, intermediate and
ventral aspects) connected with the medial septal region which
sends fibres back to the hippocampus (Jekab and Leranth, 1995),
which may also explain regional c-fbs expression and actions of
antidepressants.

Antidepressants produce an increased availability of 5-HT in

the synaptic cleft (Duman et al., 1997) and 5-HT reduces the
spontencous activity of LSN neuroncs (Segal, 1974). The
inhibitory effect of 5-HT on the LSN neuronal firing rate is related
to an increased conductance of K+ jons, but the action of 5-HT on
IPSP and on afterhyperpolarization may produce excitatory actions
in the LSN; therefore, 5-HT actions on LSN neuronal ectivity seem
to be dependent on synaptical input (Jdels ef al., 1986; Jéels and
Gallagher, 1988). The LSN neurones which increage their firing
rate after antidepressant treatments are those which recsive an
inhibitory input from the hippocampus (Marvin ef al., 1992) but an
excitatory input coming from the dorsal raphe nucleus (Contreras
et al., 1993a). The LSN receives inhibitory serotonergic afferences
from the dorsal raphe nucleus, the main serotonin reservoir
(Dahlstrom and Fuxe, 1964) and serotonin in situ diminishes the
firing mate in the LSN neurones (Segal, 1974; Jdels and Urban,
1985). Likewise, the systemic application of non-selective or
selective  gerotonin reuptake inhibitors produces a gradual
subsensitivity of the 5-HT;o autorcceptors in the dorsal raphe
nucleus (Fuller and Wong, 1977; Hajés et al., 1995; Le Poul et al.,
1995; Li et al., 1996), leading to an increased serotonin local
extracellular concentration (Rutter and Aureback, 1993).
Consequently, 8 decreased firing rate of scrotonergic neurones in
the dorsal raphe nucleus ocours (Kelly er al., 1991), simultaneous
to a decreased releasc of serotonin towerds neurgnal terminals in
the forebrain (Rutter er al., 1993). The clectrical stimulation of the
dorsal raphe nucleus increases the firing rate of the LSN neurones,
an effect facilitated by clomipramine (Contreras er al., 1993a). The
increased availability of serotonin in the dorsal raphe nucleus
(Kelly et al., 1991) may produce a disinhibitory effect on structures
which receive fibres from the dorsal raphe nucleus, such as the
LS8N (Contreras et al., 1990, 1993). In fact, fluoxetine increases the
fronto-cortical neurones firing rats, apparently through an effect
mediated by serotonergic autoreceptors located in the dorsal raphe
nucleus, since the selective destruction of the ascending
scrotonergic pathway blocks the increase in the firing rate of
fronto-cortical neurones produced by fluoxetine (Ceci ef al., 1993).

In conclusion, our data suggest that the increased neuronal
firing rate of the LSN in animals treated with a low dose of
fluoxetine during 21 days may be associated with an increase in
motivation and in the first effort to cscape from the stressful
situation that the forced swim test represents.
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