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Resumen

I. RESUMEN

En este trabgjo se analizaron los posibles cambios en €l efecto ansiolitico del agonista 5-HT1a
indorrenato y del inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina, fluoxetina, en ratas hembra
en diferentes condiciones endocrinas. Para este estudio, las ratas Wistar adultas fueron
evaluadas en la prueba de conducta defensiva de enterramiento. En el primer experimento, las
hembras ovariectomizadas recibieron dosis crecientes de | os tratamientos: indorrenato (1.25, 2.5
y 5.0 mg/kg, i.p.) se administré de forma aguda 90 min antes de la prueba, en tanto que
fluoxetina (1.25, 2.5 y 5.0 mg/kg, v.0.) se administrd crénicamente por 21 dias. Los resultados
indican que en hembras ovariectomizadas tanto el indorrenato como la fluoxetina producen un
efecto ansiolitico dosis-dependiente. En e segundo experimento, las ratas hembras
gonadalmente intactas recibieron los tratamientos en dosis sub-efectivas, con e fin de
determinar una posible facilitacion del efecto de los ansioliticos por la fase del ciclo estral. Para
los animales tratados con indorrenato (2.5mg/kg), las ratas en fases de ciclo metaestro y diestro
presentaron una disminucién en el tiempo de enterramiento, y en diestro también se observé una
ata reactividad a estimulo estresante. Para los animales tratados con fluoxetina no se
observaron cambios en el tiempo de enterramiento; sdlo se observd una ata reactividad al
estimulo en las fases de metaestro y diestro. Estos cambios en la conducta de ansiedad, y en la
reactividad a estimulo, no fueron asociados a alteraciones motoras. Concluimos que en las
dosis utilizadas tanto indorrenato como fluoxetina, fueron més efectivos para reducir la ansiedad

en ratas con bgjos niveles de hormonas gonadales.



Ansiedad

Il. ANSIEDAD

2.1 DEFINICION DE ANSIEDAD

En las descripciones clinicas de los estados emocionales el término estado de animo se refiereaun
estado emocional mantenido durante semanas 0 mas tiempo, mientras que el término afecto (o
respuesta afectiva) indica un estado emocional inmediato o transitorio de una persona. El afecto
responde més directamente a los estimul os externos, aunque con |os trastornos del estado de animo
importantes la gama de respuestas afectivas esté delimitada (Kandel, 2000).

L as respuestas af ectivas normales cumplen importantes funciones biolégicas y van desde la euforia
ala aegria, placer, sorpresa, ira, ansiedad, desilusion, tristeza, pena e incluso depresion. Tres de
estas respuestas -euforia, depresion y ansiedad- pueden estar tan ateradas, ser tan constantes y
dominantes que se convierten en una enfermedad (Kandel, 2000). Recientemente se ha establecido
que la distribucion de algunas enfermedades psiquidtricas en la poblacién general no es
homogénea, asi que factores como la edad, € sexo o €l estado endocrino contribuyen en una mayor
proporcién de pacientes que padecen tales trastornos. Es el caso de la influencia de la condicion
endocrina en la mujer, ya que se ha observado que los niveles de ansiedad y €l estado de danimo en
algunas mujeres a lo largo del ciclo menstrual desaparecen uno o dos afios después de la

menopausia (Fernandez-Guasti y cols., 2002)

Desde la época de Darwin, la ansiedad ha sido reconocida como una entidad clinica con
repercusiones tanto psiquicas como corporales o sométicas. A la ansiedad se le ha considerado
como la respuesta adaptativa de un sistema de alarma que prepara a un organismo a contender
contra un peligro potencial. Bgo condiciones normaes los sintomas de la ansiedad son
imperceptibles, pero cuando es intensa, como en una situacion de apremio, e individuo
experimenta una sensacion de inquietud y aprehension que se acompafia de un aumento de la
tensién muscular y de numerosos sintomas autondmicos entre los que destacan las palpitaciones, la
sudoracion, la falta de aiento o la presencia de molestias digestivas (Baldessarini, 1996; Kandel,
2000; Stahl, 2000). De la misma forma, se considera que la ansiedad puede tener un valor
adaptativo cuando ocurre frente a ciertos estimulos, en ciertos niveles y durante un intervalo corto;
cuando la ansiedad es excesiva 0 sostenida, la intensidad de los sintomas y el grado de incapacidad
que estos generen a paciente en los &mbitos familiar, socia y laboral permiten considerar que ésta

se convierta en patol6gica (Gomez y cals., 2002).

5



Ansiedad

Cuando la ansiedad es normal, nos alertay protege; cuando es patoldgica, nos causa sufrimiento, y
en algunos casos extremos nos recluye e invalida socialmente. Por otro lado, es dificil separar ala
ansiedad del miedo y del estrés, pues la aprehension y los sintomas fisicos que se experimentan en
ellos son similares a los que se observan en la ansiedad, y aungue ambas situaciones preparan a
organismo para hacer frente a situaciones de peligro, en el caso del miedo el peligro es reconocible,
mientras que en la ansiedad €l peligro no es discernible (Pérez de la Mora, 2003). En cuanto a
estrés, cabe mencionar que es un factor causal importante en los desérdenes afectivos como la
ansiedad; por ello se ha propuesto una estrecha relacién entre este trastorno y €l estrés (Contreras y
cols., 2002)

La manifestacion esencial de un trastorno de ansiedad es el aumento del temor acompafiado de
manifestaciones subjetivas y objetivas. Las manifestaciones subjetivas van desde un ato grado de
alerta a un miedo intenso. Las manifestaciones objetivas son aceleracion de la frecuencia cardiaca,
conducta de evitacion y signos de inquietud, exageracion de las respuestas, pal pitaciones, temblor,

sudor, aumento de latension arterial, sequedad de labocay deseos de salir corriendo o de escapar.

El “trastorno de ansiedad” es una entidad universal que se presenta en forma inicial o aislada,
aungue frecuentemente se asocia con otros trastornos de la esfera mental y somatica; en la
actualidad es frecuente halar sintomas de ansiedad en aguellos pacientes que padecen como
diagndstico primario depresion y viceversa, los pacientes con un diagnostico de trastorno de
ansiedad, también presentan sintomas afectivos de diversa indole. Algunos investigadores han
postulado que en muchos casos los trastornos de ansiedad evolucionan o conllevan sintomas
depresivos (Baldessarini, 1996; Kandel, 2000).

2.2 CLASIFICACION DE LOS TRASTORNOS POR ANSIEDAD

Con la clasificacion de los trastornos por ansiedad descritos por € Manua Diagnéstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-IV-TR; Lopez-lbor Alifio, 2003), se ha podido
establecer un diagndstico méas homogéneo y describir € curso natural de la enfermedad
psiquiétrica, sobre todo en la poblacion general, mediante estudios epidemiol bgicos.

En laclasificacion del DSM-IV-TR se consideran 13 categorias diagnosticas para la descripcién de

los diferentes cuadros clinicos de | os trastornos de ansiedad:
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CRISISDE ANGUSTIA (panic attack)
AGORAFOBIA (fobiaalos espacios abiertos)
TRASTORNO DE ANGUSTIA CON AGORAFOBIA
TRASTORNO DE ANGUSTIA SIN AGORAFOBIA
FOBIA ESPECIFICA
FOBIA SOCIAL
TRASTORNO OBSESIVO COMPULSIVO (TOC)
TRASTORNO POR ESTRES POSTRAUMATICO
TRASTORNO POR ESTRES AGUDO
. TRASTORNO DE ANSIEDAD GENERALIZADA (TAG)
. TRASTORNO DEBIDO A ENFERMEDAD MEDICA
. TRASTORNO DE ANSIEDAD INDUCIDO POR SUSTANCIAS
. TRASTORNO POR ANSIEDAD NO ESPECIFICADO ANTERIORMENTE

© N o 0 A~ w DR
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Laprevaenciaatravés de lavida de los trastornos especificos de ansiedad varia de acuerdo con las
muestras poblacionales. Los trastornos de ansiedad mas comunes son la fobia social y la especifica
seguida de la agorafobia. En los Ultimos afios, € estrés postraumético, crisis de angustiay ansiedad

generalizada, tiende a ser diagnosticado més frecuentemente (Heinze, 2003).

El inicio de los desbrdenes de ansiedad se presenta generalmente durante la adolescencia temprana;
las fobias especificas son las que se inician méas tempranamente. Los trastornos de ansiedad son
mas frecuentes en mujeres que en hombres, con excepcion de lafobia social, que suele presentarse
en un porcentaje semejante en ambos sexos (Heinze, 2003).

El TAG se define como un estado de malestar caracterizado por intranquilidad, expectacion
aprehensivay aumento de la vigilancia en ausencia de un estimulo desencadenante. Con frecuencia
se manifiestan también reacciones autondémicas, como sudoracion, taquicardia, alteraciones
gastrointestinales, tension muscular, tremor e insomnio, entre otras (Gémez y cols., 2002); el DSM
IV indica que esta sintomatologia debera persistir por un periodo minimo de seis meses. Este
trastorno, como més adelante veremos, es simulado en animales en la prueba de enterramiento
defensivo, el modelo usado como herramienta en el presente estudio.
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2.3 CONTROL CEREBRAL DE LA ANSIEDAD

L os estudios muestran que no existe una region Unica encargada de la integracion de la ansiedad.
Existen por €l contrario, numerosos centros nerviosos que participan en su produccion y
modulacion. Varias regiones han sido implicadas en el control de la ansiedad, que corresponden en
su mayor parte a llamado sistema limbico: entre ellas destacan diversas porciones de la corteza
cerebral; el septum lateral, localizado en la parte medial de los hemisferios cerebrales; y la
amigdala, una regién situada a ambos lados de la base del cerebro. Destacan, asi mismo, €l
hipocampo, estructura involucrada en la memoria; algunas porciones del hipotdamo, porcién
neural cercana a la amigdala y que constituye el “cerebro” del sistema nervioso auténomo, pues
modula muchas de nuestras actividades viscerales y hormonales, asi como la sustancia gris
periacueductal. Finalmente, €l nucleo del rafé dorsal y el locus coeruleus localizados ambos en el
tallo cerebral, y que constituyen los conjuntos de somas de neuronas serotoninérgicas y

noradrenérgicas, respectivamente (Pérez de laMora, 2003).

Sin embargo, las evidencias experimentales acumuladas en los Ultimos afios indican que la
amigdala, un peguefio nucleo localizado en las profundidades del I6bulo temporal, es la mayor
involucrada en el origen de los trastornos de ansiedad, esto se debidé a que la destruccion de la
amigdala producia disminucion de la ansiedad (Davis-Michael, 1992). Por gemplo en monos, la
extirpacion de las dos amigdalas, el hipocampo y algunas éreas corticales vecinas, les produjo el
sindrome de Kluver-Bucy, € cua consiste en que los animales quienes lo padecen se acercan a
todo tipo de objetos, inanimados o0 no, sin desconfianza, examinandolos con la boca y no con las
manos, sin importar que estos sean comida, materias fecales o serpientes. Ademés, los monos dejan
de mostrar respuestas emocionales motoras o vocales tipicamente asociadas a estimulos que
producen miedo o enojo. En experimentos con ratas, se observo que la lesion de la amigdala
disminuia la ansiedad en el paradigma “Prueba defensiva de enterramiento” (Treit y cols., 1993).
Por otro lado, en los humanos se ha mostrado mediante el uso de resonancia magnética funcional y
latomografia por emision de positrones, que algunas éreas del cerebro como la amigdala o diversas
porciones de la corteza limbica se activan cuando los sujetos son sometidos a distintas situaciones
gue les provoca ansiedad (Pérez de la Mora, 2003). Ademas, en e ser humano una estimulacion
eléctrica a este nlcleo produce sentimientos de miedo y aprehension, y en gatos induce respuesta
de miedo y furia (Corsi, 2003). Este pequefio niicleo consta a su vez de varios nicleos o grupos de
células que estén reciprocamente conectados, y tienen conexiones estratégicas con las estructuras
que participan en la respuesta emocional, como € hipotdlamo, la formacidn hipocampica, la

neocortezay el tdlamo.
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En la Figura 1 se ilustra de manera general €l circuito de la ansiedad, primero un estimulo
emocional es captado por los érganos de los sentidos y algunos receptores que tenemos en todo €l
cuerpo, estainformacion es enviada a talamo (estructura cerebral que sirve de relevo), que enviala
informacion a estructuras superiores como la corteza cerebral (donde se hace conciencia de la
informacion), una vez procesada y codificada la informacién es enviada a la amigdaa
principalmente a nucleo central (una porcion de €ella), de ahi ordena a distintos nucleos
autondmicos que son los responsables de las respuestas efectoras como son: potenciacion de
reflgjos, activacion simpética, activacion parasimpatica, etc., (Davis-Michael, 2002; Pérez de la
Mora, 2003).

Corteza Prefrontal Dorsal Corteza Prefrontal Estimulo Emocional
Orbital Ventral 1
Amigdala

Nucleo Lateral Nucleo Basal

Télamo
Nucleo Central
- . Nucleos
Nucleo Reticular | | Hipotalamo Sustancia Gris Parabranquial Nucleo cama
2 Central . q y de la Estri.
Pontis Lateral Ambiguo y e la Estria
Nervio vago Terminalis
v v v v v
Potenciacion Activacion Conducta Activacion Activacién del
de Reflejos Simpética Emocp,nal y Parasimpatica eje Hipotalamo
Supresion del Pituitaria
dolor Adrenales

Figura 1. Modelo esquemético de la participacion de diferentes estructuras cerebrales en la ansiedad
(Tomado de Pérez de laMora, 2003).
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Cuadro 1. Conexiones de la amigdala con otras areas y efectos fisiologicos y conductuales de su

estimulacion.
SETIO DE ACCIOM EFECTO FISIOLOGICO CONBPUCTA
Hipotalamo lateral —= Activacidn simpéatica = Taguicardia
Palidez

Dilatacian pupilar
Hipertension

Hipotalamo — Libermacidn de adreno- —= Respuesta de ostrés
{n. paraveniricular) cartico-tropina

Area wentral —=  Liberacidn de — Actividad eléctrica
tegmental dopanmyina rapida

Locus Corulaws =  Liberacion de

norepinefrina

AaMiGDALA Miclea latero- —= Liberacién de

dorsal tegmental acetilcolina

Macleo Central g
Micles motor — Activacion —= Uleeras, miccidn,
dorsal del vago parasimpatica bradicardia
Hiclso parabranguial —=  Aumento respiracidn — Opresion respiratoria
Miacleo reticularis ==  Reflejos aumentados =& Sabresabbas

pontis caudalis

Sustancia gris —-  “Cangelamianta™ —= Sueponsién conducta
central
Mioclass facial —  Muestra de dientas —= Cara de miado

¥ trigemino

Corteza orbitofrontal —= Experiencia subjetiva

Modificada de Davis-Michagl, 2002.

En el Cuadro 1, se describe larelacién entre los diversos sitios anatémicos cerebrales, los cambios
fisioldgicos y la generacion de respuestas que corresponden a ansiedad o miedo. Esto es, a partir
del nicleo central de la amigdala se envia informacion a las diferentes regiones cerebrales, estas
regiones pueden ser estimuladas y a su vez, provocan efectos fisioldgicos que se manifiestan
mediante |a respuesta de una conducta (Davis-Michael, 2002; Charney y Drevets, 2002).

2.4 SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA
ANSIEDAD

Todas las éreas cerebrales antes mencionadas, involucran toda una serie de sistemas de

neurotransmision, de las cuales algunas estan involucradas en la regulacion de la ansiedad.

Por giemplo, el sistema GABAérgico que utilizaa neurotransmisor inhibitorio més abundante en el
sistema nervioso, como es el GABA (a&cido gamma-aminobutirico), es e mayor regulador de
muchas funciones del SNC y la mayoria de las neuronas inhibitorias en € encéfalo y la médula

espinal 1o utilizan como neurotransmisor.
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El sistema GABAZérgico tiene dos tipos de receptores que son: los receptores GABA A que es un
complejo pentamérico formado por subunidades de glicoproteinas o, B, v, y 6, la cuales estan
acopladas a canales de cloro, y los receptores GABAg, que estan asociados con €l i6n calcio
(Musselman y cols., 1998; Stahl, 2000; Rupprecht, 2003).

El receptor GABA, es el mayor implicado en trastornos afectivos como son depresion y ansiedad.
Esta afirmacion fue dada por el hecho de que fa&rmacos como las benzodiacepinas poseian una
afinidad por el receptor GABA,, por eemplo e diazepam, representante tipico de las
benzodiacepinas, se une a receptores especificos localizados sobre los receptores GABAA,
aumentando la eficacia del GABA como neurotransmisor en las sinapsis que participan en la
modulacion de la ansiedad (Haefely, 1989). Una variedad de drogas actlan a través del receptor
GABA .y pueden ser: agonistas para sitios de union de GABA como muscimol, benzodiacepinas,
barbituratos, esteroides neuroactivos (progesterona y otras progestinas), alcohol y anestésicos
(Rupprecht, 2003).

En 1985 Magjewska y cols., descubrieron que la progesterona y otras progestinas modulan la
funcion del receptor GABA 4, un hecho que dio la pauta para la investigacion de la participacion de

las hormonas esteroides en laregulacion de la depresion y la ansiedad.

Otro sistema de neurotransmisién implicado en la regulacién de la ansiedad ha sido €
noradrenérgico, al observar que la estimulacién del locus coeruleus (estructura cerebral que
contiene la mayor parte de los somas de neuronas noradrenérgicas) en monos produce una reaccion
de ansiedad cuando se expone a animal a un estimulo amenazante, por el contrario, a eliminar esta
estructura disminuyen las reacciones naturales de miedo y de defensa (Redmond y Huang, 1979).
Ademas, en estudios que se han realizado con antidepresivos triciclicos como la desipramina (en
tratamiento cronico) que bloquea la recaptura de noradrenalinay produce un aumento temporal de
su concentracién en el espacio sinaptico, provoca una disminucion en la actividad ansiogénica de

las neurona noradrenérgica (Ferndndez-Guasti y cols., 1999).

Estudios mas recientes indican que €l sistema serotoninérgico es uno de lo més implicados en la
regulacion de los desdrdenes de ansiedad ya que se encontré en algunos individuos que padecian de
enfermedades psiquiétricas tienen alteraciones del sistema serotonérgico (Baldessarini, 1996 y
Stahl, 2000). Esto se propuso debido a que se encontraron disminuidos los niveles de tript6fano, e
precursor de serotonina en fluido cerebroespinal, asi como de serotonina'y su metabaolito principal

5-HIAA en algunos pacientes deprimidos (Janowski y cols., 1996; Musselman y cols., 1998).
11
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I11. SEROTONINA, NEUROTRANSMISOR IMPLICADO EN LA ANSIEDAD

3.1 NEURONA SEROTONERGICA

El sistema nervioso de los mamiferos se divide en dos. € sistema nervioso central (SNC) y €
sistema nervioso periférico (SNP). El primero se halla dentro del craneo y del canal que se localiza
dentro de la columna vertebral. El segundo se encuentra fuera de ellos, y es el encargado de hacer
[legar a musculos, corazdn, glandulas y los musculos de las visceras las instrucciones que se
procesan en el SNC. Dentro del SNC, las células nerviosas se intercomunican ampliamente a través
de fibras que provienen de sus cuerpos celulares y gque hacen contacto (Sinapsis) con neuronas
localizadas a su alrededor 0 en regiones cerebrales distintas.

En e encéfalo humano la mayoria de las neuronas se comunican entre si  liberando mensgjeros
quimicos denominados neurotransmisores. El ciclo de utilidad de todas las moléculas
neurotransmisoras es similar: 1) son sintetizadas y empaguetadas en vesiculas en la célula
presindptica; 2) son liberadas desde la célula presindpticay se unen a los receptores sobre una o
més células postsingpticas, 3) una vez liberadas en la hendidura sindptica, son répidamente
eliminadas o degradadas, 4) la accion fina de los neurotransmisores, dependiendo de las
caracteristicas de la accion de cada uno, sera simplemente hacer que una neurona se excite o se
inhiba, y garantizar de que tales acciones ocurran mas o menos répidamente y persistan por un

mayor o menor tiempo (Purvesy coals., 2001).

3.2 DISTRIBUCION Y METABOLISMO DE LA SEROTONINA

La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) es una indolamina, se encuentra distribuida
ampliamente en plantas y animales en grandes concentraciones en las células enterocromafines de
todo e tubo digestivo, las plaquetas y regiones especificas del SNC. A parte de ser un
neurotransmisor del SNC tiene efecto en diversos tipos de musculo liso, fomenta la agregacion
plaquetaria, estainvolucrada en acciones muy diversas como son la secrecion del &cido gastrico, €
control de la presion sanguinea, en funciones cerebrales como el apetito, € dolor, la conducta
sexual, la secrecién de hormonas, la regulacion de la temperatura, |a agresion y en ciertos estados
del animo (Janowsky y coals., 1996; Jensvoldy cols., 1996; Sandersy Mayer, 1996).

12
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Como se puede ver en laFigura 2, por un lado el cerebro humano 'y por otro el cerebro de larata, se
muestran |os cuerpos celulares de las neuronas serotonérgicas que se encuentran en los nicleos
dorsal y medial del rafé en el tallo cerebral y constituyen el principa reservorio de 5-HT, ademés,
se proyectan a porciones del hipotdlamo, hipocampo, amigdala, tdllamo y algunas areas de la
corteza cerebral. También, los cuerpos celulares ubicados en € tallo cerebral proyectan lineas
descendentes que terminan en diversos puntos de la medula espinal (Kandel, 2000; Purvesy cals.,
2001).
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Figura 2. Esquemade |as principales vias serotonérgicas. A) cerebro humano, vision lateral del encéfalo que
muestra los nucleos rostrales del rafe que se proyectan (indicado con flechas) a un gran nimero de
estructuras en la corteza cerebral. B) cerebro de la rata, proyecciones serotonérgicas hacia las diferentes

estructuras cerebrales. Tomado de www.jaist.ac.jp/.../Active_Perception.html

La serotonina se sintetiza por una via de dos etapas a partir del aminoécido esencial triptéfano que
se consume en la dieta, ambas sustancias pertenecen a un grupo de compuestos arométicos
[lamados indoles, con un anillo de cinco elementos que contiene nitrégeno unido a un anillo
benceno. Para sintetizar serotonina, ver Figura 3, se necesita de dos enzimas, triptéfano-5-

hidroxilasay 5-hidroxitript6fano descarboxilasa (Sandersy Mayer, 1996).
En el primer paso, € triptéfano es captado en las neuronas por un transportador de la membrana

plasmética e hidroxilado en una reaccidn catalizada por la enzima tript6fano-5-hidroxilasa, esta

reaccion es el paso limitante de la velocidad paralasintesis de 5-HT.
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El catabolismo de la serotonina sigue dos caminos diferentes en el cerebro y en la glandula pineal.
En esta Ultima, la serotonina es transformada a melatonina, mientras que en € cerebro la serotonina
es catabolizada por oxidacion por medio de la monoamino oxidasa (MAO-A) y luego por accién de
la aldehido deshidrogenasa para producir acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), que es el principal
metabolito de la serotonina (Barnesy Sharp, 1999).

Existen tres factores que controlan los niveles de serotonina extracelular que son: autorreceptores
somatodendriticos, autorreceptores terminales y el transportador de serotonina. En € somay las
dendritas de las neuronas de 5-HT, la activacién de los autorreceptores somatodendriticos 5-HT 14
disminuye €l disparo de las neuronas de 5-HT vy laliberacion de serotonina en las areas terminales.
La activacion de autorreceptores terminales (r5-HT g en la rata) atentia la liberacion de 5-HT en
respuesta a cada potencial de accion (Maswood y cols., 1999). Por otro lado, el transportador de 5-
HT es responsable de la eliminacién de 5-HT extracelular mediante el mecanismo de recaptura; s

se bloguea el transportador se esperaria aumento de 5-HT.

TRIPTOFANO

COO-
| +

— CH2- CH- NH3
Primer paso @
N
02 Triptéfano-5-
hidroxilasa

5-HIDROXITRIPTOFANO
coo-
HO |+

WCHz- CH-NH,4
segundo paso N

L-aminoéacido aromatico
descarboxilasa
CO,

SEROTONINA

HO |+

Figura 3. Sintesis del neurotransmisor serotonina. Tomada de Purvesy coals., 2001.
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3.3 CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES SEROTONERGICOS

Como podemos ver en el Cuadro 2, |os receptores serotoninérgicos se clasifican a menos en siete
tipos principales, esta clasificacion esta basada en tres propiedades principalmente, primero se
basan en |as propiedades farmacol 6gicas, segundo, en el mecanismo de transduccion y en tercero se
basan en sus caracteristicas estructurales (Mansour y cols., 1998). Las familias de receptores 5-
HT4, 5-HT, y 5-HT,7 son miembros de la stper familia de receptores acoplados a proteina G. El
receptor 5-HT3, es un canal de iones de compuerta de ligando que da paso a Na'y K*. Por otro
lado, las subfamilias de receptores 5-HTsg , 7 fueron clonados, sin embargo, no se identificaron sus
funciones y no se han reconocido aln como receptores verdaderos. Algunos de los receptores
disminuyen la adenilciclasa, otros la aumentan, otros receptores estén vinculados a recambio del
fosfatidilinositido.

De todos | os receptores mostrados, los 5-HT 14 son los que estan implicados en la fisiopatol ogia de
desordenes afectivos como son ansiedad y depresion, de ahi su importancia de estudio (Musselman

y cols., 1998; Halbreich y cals., 2006).

Cuadro 2. Caracteristicas principal es de |os de receptores de serotonina.

Subtipo  Sefial de transduccién Localizacion Funcion Familias Estructurales

5-HT1a Inhibiciéon de la AC Nucleos del rafe Autorreceptor Acoplado a proteina G
Hipocampo

5-HT1a Inhibicion de la AC Subiculo
Sustancia negra Autorreceptor Acoplado a proteina G

5-HT1g Inhibicion de la AC Vasos sanguineos Vasoconstriccion Acoplado a proteina G
craneales

5-HT1p  Inhibicion de la AC Corteza - Acoplado a proteina G
Cuerpo estriado

5-HTir  Inhibicién de la AC Encéfalo y Periferia -- Acoplado a proteina G

5-HT.4  Activacion de la PLC Plaquetas Agregacion de plaquetas
Musculo liso Contraccién Acoplado a proteina G
Corteza cerebral Excitacion neural

5-HT2s Activacién de la PLC Fondo gastrico Contraccion Acoplado a proteina G

5-HT2c Activacion de la PLC Plexo coroideo - Acoplado a proteina G

5-HT3 Canal de iones operado  Nervios periféricos Excitacién neural Canal de iones de

por el ligando Area postrema compuerta

5-HT4 Activacion de la AC Hipocampo Excitacién neural Acoplado a proteina G
Tubo digestivo

5-HTsa Se ignora Hipocampo Se ignora Acoplado a proteina G

5-HTsg Se ignora

5-HTe Activacion de la AC Cuerpo estriado Se ignora Acoplado a proteina G

5-HT- Activacion de la AC Hipotalamo Se ignora Acoplado a proteina G
Intestino

Abreviaturas: AC, adenilciclasa; PLC, fosfolipasa C. Modificado de Baldessarini, 1996.
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3.4 CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES 5-HT;

L os receptores de la familia 5-HT; tienen alta homologia en la secuencia de amino acidos y todos
estan acoplados negativamente a la adenilatociclasa via proteina G. El receptor de la rata 5-HTa
(422 amino acidos) tiene 89% de homologia con € receptor humano (Barnesy Sharp, 1999).

Los receptores 5-HT1a Se encuentran ubicados tanto en la pre- como en la post-sindpsis.
Presingpticamente se encuentran en los somas y dendritas de las neuronas de los nicleos dorsa y
medial del rafe, la funcion de estos autorreceptores es € control de la neurotransmision
serotonérgica a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa, ademas, se localizan
postsi napticamente en diversas areas cerebrales como son €l hipocampo, el septum, la amigdala, €l

hipotdlamo y la corteza frontal (Mansour y cols. 1998).

3.5 TRATAMIENTOS ANSIOLITICOS

3.5.1 Historia del uso de los tranquilizantes

Durante el transcurso de los afios e hombre ha buscado nuevos farmacos que modifiquen los
efectos del estrés, las sensaciones de malestar, tension, ansiedad y disforia, siendo € etanol €
primer sedante encontrado. A principio del siglo X1X empezaron a aplicarse como sedantes en €
gjercicio médico sales de bromuro y compuestos con efectos semejantes a los del alcohal, entre
ellos el paraldehido e hidrato de cloral. A principio del siglo XX entraron en uso los barbitiricos
como potentes agentes ansioliticos. Encontraron que los barbitdricos causaban tolerancia,
dependencia fisicay reacciones potencial mente mortales durante la abstinencia, estimulando asi la
busqueda de nuevos agentes quimicos mas seguros. Un informe sobre € meprobamato publicado
por Berger en 1954, marcO el principio de las investigaciones de los sedantes modernos con
propiedades Gtiles contrala ansiedad, pero se hizo evidente que estos compuestos también poseian
caracteristicas altamente indeseables (Badessarini, 1996). Esto abrié el camino para el
descubrimiento del clordiazepdxido a finales del decenio de 1950, y para la sintesis de cerca de
3,000 benzodiacepinas, de las cuales casi 50 estén actual mente en aplicacion clinica; sin embargo,
también estan muy lejos de ser los ansialiticos ideaes, ya que estos compuestos presentan un perfil
farmacol6gico muy extenso, es decir, son ansioliticos, sedantes, hipnogénicos, relgantes
musculares y anticonvulsivantes. Ademés el uso continuo de las benzodiacepinas también provoca
efectos de toleranciay dependencia (Y onkersy Ellison, 1996).
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En 1962 fueron publicados dos reportes donde se informaba de la efectividad de los antidepresivos
en el tratamiento de |os trastornos de ansiedad. En 1964, D.F. Klein report6 que la imipramina, un
antidepresivo triciclico, era efectiva en €l tratamiento de atagues de panico pero no de la ansiedad.
Estudios adicionales usando inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAQOS) en pacientes ansiosos
junto con la imipramina resultaron efectivos para tratar la ansiedad, en especial aquella con ataque
de panico (Nutt y Glue, 1991). Los IMAOSs, por gemplo, fenelzina, han sido usados para €
tratamiento de desordenes de ansiedad por mas de 30 afios y pueden ser més efectivos que los
antidepresivos triciclicos en desorden de panico. Como veremos mas adelante, con estos hallazgos
hoy en dia se propone €l uso de fdrmacos antidepresivos para tratar algunos desordenes de
ansiedad.

3.6 TERAPIAS FARMACOLOGICAS PARA LA ANSIEDAD

El desorden de ansiedad es la clase mas prevalente de desérdenes psiquiatricos ya que afecta del
10-30% de la poblacion en general, afectando a 1 de cada 10 individuos, siendo las mujeres quienes
desarrollan més desordenes de ansiedad que los hombres (Y onkers y Ellison, 1996; Kandel, 2000;
Purvesy cols., 2001). Con estas bases, se han desarrollado nuevas terapéuticas para su tratamiento
considerando varios aspectos como son: dosis, interaccion con otros farmacos (especia mente para
pacientes que reciben tratamiento de restitucion hormonal), efecto del ciclo menstrua vy

modificaciones requeridas durante el embarazo. Paralo cua se debe seguir lo siguiente:

» Ajustar en un principio ladosis medica de acuerdo alatalay peso corporal.

» Evaluar los cambios de los niveles del farmaco, asi como su eficacia a través del ciclo
menstrual.

» Monitorear €l potencia delainteraccion del farmaco con anticonceptivos orales.

» Aconsgar a paciente observar |os efectos del farmaco en caso de un embarazo accidental .
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El tratamiento farmacoldgico actual para trastornos de ansiedad, incluyendo desorden de panico
con o sin agorafobia y trastorno de ansiedad generalizada (TAG), consisten, ante todo, en agentes
sedantes y ansioliticos del grupo de las benzodiacepinas, como € clordiacepdxido (Librium) y el
diazepan (Vaium). Muchos pacientes particularmente aquellos con desordenes de estrés
postraumaticos, panico y TOC requieren de dos tratamientos. tanto de antidepresivos como de un
benzodiacepinico, cuyo efecto ansiolitico es muy répido. Estos farmacos son considerados
actualmente como de “segunda eleccion”. Muchos clinicos se muestran preocupados a utilizar
cualquier benzodiacepina por su dependencia potencial, sobre todo cuando se prescribe en dosis
elevadas y por un periodo largo (Heinze, 2003). El mecanismo de accion de las benzodiacepinas
consiste en la unién del farmaco con receptores GABA tipo A, ubicados en la membrana celular,
gue son esenciales para efectuar la neurotransmision del  acido gamma-aminobutirico (GABA).
Este es un neurotransmisor inhibitorio, que controla el flujo de iones cloro a través del cand
asociado a estos receptores, facilitando la hiperpolarizacion (Yonkers y Ellison, 1996; Purves y
cols., 2001).

Otro grupo de farmacos son los agonistas de los receptores 5-HT 14 como la buspirona, que en 1986
la Food and Drug Administration (FDA) aprobo sus efectos ansioliticos para tratar € TAG, en la
clinica este farmaco ha demostrado efectos positivos en €l tratamiento de la ansiedad ya que no

parece producir tolerancia ni reacciones de abstinencia (Talmany cols., 2002).

Los reportes clinicos sefidlan que los antidepresivos disminuyen la ansiedad en pacientes con
desdrdenes de panico, con TAG y TOC (Yonkersy Ellison, 1996). Al inicio del tratamiento con
antidepresivos se produce un estado ansiogénico gque posteriormente se abate con la administracion
prolongada del medicamento (Nutt y Glue, 1991, Stahl, 1998).

Debido a su baja incidencia de efectos adversos como son tolerancia, dependencia o efectos
sedantes, un nuevo grupo de farmacos antidepresivos han sido empleados para el tratamiento de los
diferentes sindromes de ansiedad como pénico, TOC, fobia social, TAG y estos son los
“inhibidores selectivos de la recaptura de serotonind’ (ISRS) como la fluoxetina, la paroxetina,
venlafaxinay la sertralina. Estas sustancias son los antidepresivos mas usados y actlan inhibiendo

selectivamente la captacion del neurotransmisor serotonina (Jensvold y cols., 1996).

Entre los farmacos que aln estén en estudio para € tratamiento de la ansiedad, son los agonistas

serotoninérgicos 5-HT 14 como laipsapirona, la gepirona, el 8-OH-DPAT vy el indorrenato, éstos
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han sido estudiados en diversos modelos animales y se han comprobado que poseen fuertes
propiedades ansioliticas (Handley, 1991; Fernandez-Guasti y cols., 1991; L6pez-Rubalcava, 1994).

3.7 FLUOXETINA (UN INHIBIDOR SELECTIVO DE LA RECAPTURA DE SEROTONINA)

Lafluoxetina (Prozac, Elli-Lilly), Figura4, es un farmaco antidepresivo que se empez0 a utilizar en
laclinicaafinalesdelos80' sy principio delos90's (Tallmany cols., 2002; Stahl, 1998), tiene una
vida media de 4-6 dias, su metabolito activo (norfluoxeting) tiene una vida media de 4-16 dias. Al
inicio del tratamiento, fluoxetina puede aumentar la ansiedad y agitacion, pero se abate con una

administracion prolongada.

Se ha demostrado que fluoxetina es eficaz en trastornos de péanico, trastorno obsesivo compulsivo y
bulimia con resultados favorables en fobia social, trastorno de estrés post-traumaético, desorden
disférico premenstrual, migrafiay distimia (Stahl, 2000).

La presentacion de este farmaco puede ser en forma liquida o en cdpsulas de 10 mg 6 20 mg, Esta
reportado que € tratamiento puede empezarse con una dosis inicia baja de 5-10 mg/dia. Para
pacientes quienes son sensibles pero requieren atas dosis, pueden aumentarse 5 mg/dia cada
semana hasta llegar a una dosis diaria de 20 mg/dia (VV ademecum, 2001;Y onkersy Ellison, 1996).

FsC / \ (0] CH

(CHe)2

NH—— CHs-HCI

Figura 4. Estructura quimicade la Fluoxetina, un inhibidor selectivo de larecapturade 5-HT.

Los efectos colaterales provocados por € uso prolongado de fluoxetina son: disfuncion sexual
incluyendo dificultad orgasmica y disminucion de la libido (Jensvold y cols., 1996; Vega-
Matuszczyk y cols., 1998). Se han reportado casos de mujeres anorgasmicas después de 5 semanas
de tratamiento con fluoxetina 20 mg/dia en pacientes con TOC y depresion mayor, y después de

pocos meses de tratamiento, para pacientes con bulimia con una dosis de 40 a 60 mg/dia de
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fluoxetina les produce anorgasmia (Jensvold y cols, 1996). A otro grupo de mujeres que padecian
el trastorno disférico premenstrual se les administré deigual manerala fluoxetina, 20 mg/dia, y se
encontréd que 15% de esas mujeres presentaron irregularidades en la ciclicidad menstrual (Steiner y
cals., 1997), sin embargo, en experimentos realizados en ratas hembra, una administracion diaria de
fluoxetina, 10 mg/dia, por tres ciclos estrales consecutivos no alteré laciclicidad del animal (Vega-
Matuszczyk y cols., 1998; Van de Kar y cols., 2002).

El mecanismo de accién por e cual actlan los ISRS se ilustra en la Figura 5, a inicio del
tratamiento los ISRS bloguean a transportador de 5-HT inhibiendo la recaptura del
neurotransmisor y aumentando los niveles de 5-HT en la regién somatodedritica de las neuronas
(recuadro A). Después de un tiempo, €l aumento sostenido de 5-HT provoca la desensibilizacion de
los receptores somatodendriticos 5-HT14 v de los autorreceptores 5-HT 5 facilitando la liberacion
de 5-HT en el espacio sindptico (recuadro B); finalmente el aumento de los niveles de 5-HT en €
espacio sindptico (recuadro C) lleva a cambios en los receptores post-sindpticos 5-HT 14, 5-HT 24, 5-
HTc (Stahl, 2000; Van de Kar y cols., 2002).

Figura 5. Neuronas serotonérgicas que ilustran el mecanismo de accion de la fluoxetina (ISRS).
Tomada de Stahl, 1998.
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3.8 INDORRENATO (UN AGONISTA TOTAL DE LOS RECEPTORES 5-HTi4)

El indorrenato o clorhidrato de 5-Metoxitriptamina, B-metil carboxilato, ver Figura 6, es un
anadogo de la 5-Hidroxitriptamina que se absorbe de la via oral y pasa la barrera hematoencefalica.
Este compuesto tiene efecto antihipertensivo central, ya que a actuar sobre e centro vasomotor
disminuye los impulsos simpaticos eferentes (Castillo y cols., 1994). Este efecto parece ser debido
a una estimulacion de los receptores 5-HT14 en funcion de la gran afinidad que posee por las
membranas de hipocampo y por su capacidad de desplazar de dichos sitios a la 5-HT y a la

ipsapironaradiactivas (Hong y cols., 1989).

El indorrenato disminuye la respuesta presorainducida por la oclusion bilateral de las carétidas, asi
como € aumento de noradrenalina plasmética observado después de dicha maniobra. Por otra
parte, produce hipotension cuando es administrado intracerebroventricular o en la arteria vertebral
izquierda del gato, a dosis que no tiene efecto cuando se administra por via endovenosa. La
administracién oral de indorrenato produjo efectos antihipertensivos en diversos modelos de
hipertension: ratas hipertensas esponténeas, ratas hipertensas renales y en perros hipertensos
renales. El efecto antihipertensivo se observo tanto en forma aguda, como durante tratamiento
cronico (cuatro semanas en perros hipertensos renales). La administracion de indorrenato a dosis de
2.5 0 5.0 mg/dia disminuyo la presién arterial de pacientes con hipertensién arterial ligera o
moderada. L os efectos colaterales fueron de corta duracién (menos de dos horas), mientras que la
recuperacion del efecto antihipertensivo fue incompleta, alin después de 9 hrs. de su
administracion. En ratas, la administracion de indorrenato redujo la conducta de enterramiento y
aumentd &l nimero de lenglietazos en la prueba de Vogel (ambos cambios conductuales reflejan un
efecto ansialitico). Sin embargo, |a potencia del efecto ansiolitico del indorrenato es menor que la

de otros agonista 5-HT 4 como &l 8-OH-DPAT, labuspironay laipsapirona (Hong y cols., 1989).

El indorrenato posee una afinidad alta por los receptores 5-HT14 Y en este subtipo de receptores
actlia como agonista. A diferencia de otros agonistas 5-HT14, € indorrenato no muestra afinidad
por los receptores alfe;- 0 alfa- adrenérgicos y hasta la fecha no se ha reportado que este
compuesto tenga actividad adrenérgica. Sin embargo, este farmaco parece interactuar con
receptores 5-HT, ya que agunos efectos vasculares pueden bloquearse con antagonistas 5-HT,
(Hong y cals. 1989).
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Figura 6. Estructura quimicadel Indorrenato, un agonista 5-HT 14,
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IV. MODELOS ANIMALES DE ANSIEDAD

4.1 MODELOS ANIMALES DE ANSTEDAD EN EL LABORATORIO

A través de los afios €l uso de modelos animales ha sido de gran importancia para € estudio de
nuevos psicofarmacos, el efecto de éstos sobre la conducta animal tiene tres objetivos principales.
1) dar informacion sobre el mecanismo de accion de los compuestos quimicos; 2) permite analizar
procesos conductuales a través del uso de farmacos que ateran la conductay 3) permite desarrollar
nuevos farmacos que potencialmente puedan ser utilizados para € tratamiento de trastornos
mentales en |os seres humanos (Riezen y Leonard, 1991).

Como ya se habia mencionado la ansiedad es una reaccion ante una amenaza o algun peligro, que
involucra alteraciones neuroquimicas que alteran & funcionamiento de diversas estructuras
cerebrales. Por otra parte, en los animales las ateraciones que semegjan a la ansiedad pueden
acompaiiarse de cambios de conducta que tienden a ir hacia los extremos, como por gemplo, un
aumento de la actividad locomotriz, y en otros casos es frecuente observar unainmovilidad que se
acerca a “congelamiento conductual”. A menudo ocurre la supresion de la conducta operante, de la
actividad sexua y de la interaccién social. Las respuestas endocrinas y autonémicas van desde €
aumento de la frecuencia cardiaca y de la temperatura corporal, hasta el desarrollo de Ulceras
gastricas. Todo €ello se acompafia de la elevacion de las concentraciones de sustancias como la
adrenaling, la noradrenalina y € cortisol en la sangre, entre otros cambios metabdlicos. Estas
analogias son empleadas para estudiar 10s mecanismos neurofisiol 6gicos asociados y las acciones

ansioliticas de algunos farmacos (Contreras y cols. 2002)

El estudio de las bases neurales de la ansiedad empleando modelos animales de experimentacion,
aporta informacion acerca de los mecanismos naturales que se dan durante la expresion de la
ansiedad como un mecanismo bioldgico de proteccidn para mantener la integridad de los animales.
Asimismo, también aporta informacion acerca del desarrollo patolégico de la ansiedad. En estos
modelos, es posible inferir e estado de d&nimo de los animales mediante el andlisis de su conducta

en diferentes situaciones experimental es.

Se han desarrollado arededor de 30 paradigmas de conducta animal para estudiar ciertos aspectos
de la ansiedad. La mayoria de estos modelos involucran la exposicion de los animales a estimul os
externos e internos que, se asume, pueden causar ansiedad (Gomez y cols., 2002; Molinay Téllez,
2002).
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L os modelos animales de ansiedad se han dividido en dos clases: los modelos condicionados y 1os
model os no condicionados.

Modelos condicionados.

Se les conoce también como modelos de castigo o conflicto debido a que los animales se
encuentran entre dos motivaciones opuestas: una motivacién positiva que satisface una necesidad
dominante (beber o comer) y una motivacién negativa que es la posibilidad de recibir, durante la
consumacion de dicha conducta, un estimulo adverso reconocido como tal durante el aprendizaje
(Gbémez y cals., 2002).

El castigo consiste en un estimulo aversivo, generalmente un choque eléctrico leve, aplicado a un
animal entrenado o condicionado para emitir una respuesta determinada. En animaes sin
tratamiento, el miedo provoca que la conducta (beber o comer) se abata, y al aplicar un tratamiento
ansiolitico, la frecuencia de la conducta se aumenta. Un gjemplo de este tipo de modelo son las
pruebas de conflicto de Vogel y Geller-Seifter. Los modelos condicionados presentan limitaciones
en cuanto a su uso. Por un lado, los animales son expuestos a estimul os no habituales, por lo que es
necesario un entrenamiento previo con el fin de que & anima aprenda a emitir la respuesta
deseada. Por otro lado, |os farmacos probados en estos model os son administrados en forma aguda,
adiferencia de lo que ocurre en la clinica, donde generalmente son crénicos tanto el padecimiento
como € tratamiento (Lister, 1991; Molinay Télez, 2002).

Modelos no condicionados.

Estos modelos se basan en las respuestas naturales de los animales emitidas frente a estimulos
potencial mente peligrosos, que en la naturaleza son |os depredadores, algunos objetos extrafios 0 a
individuos pertenecientes a la misma especie. En estas pruebas algunos gjemplos de estimulos
utilizados son: los choques eléctricos de baja intensidad, la luz brillante, los espacios abiertos, |a
presencia de un desconocido o la separacion de las crias de su madre. En estos modelos la
administracion de ansioliticos revierte las conductas que se consideran un reflgjo del estado de
miedo de los animales (Treit, 1994). Los modelos no condicionados, aunque aparentemente son
maés féciles de usar, son conductua mente méas complejos que los condicionados. No solo difieren
en el estimulo que induce la respuesta, sino que todos producen una respuesta defensiva con una
expresion temporal mente ordenada.
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A favor del uso de estos modelos no condicionados podemos mencionar que tienen un nivel mas
alto de validez neurobioldgica, no requieren entrenamiento y son menos susceptibles a la
interferencia de procesos motivacionales. Algunos gjemplos incluyen, € laberinto elevado en
forma de cruz, la conducta defensiva de enterramiento y el modelo de interaccion social (Lister,
1991; Molinay Téllez, 2002).

4.1.1 Criterios de validez para modelos animales de ansiedad

Para que un modelo animal sirva para probar farmacos ansioliticos y pueda ser considerado como
indicador especifico de ansiedad, es necesario que cumpla con algunos de | os tres criterios bésicos

que son: correlacion, isomorfismo y homologia (Treit, 1985; Lister, 1991).

El criterio de correlacion es fundamenta mente farmacol 6gico e incluye tres requisitos basicos que
son: sensibilidad, selectividad y potencia relativa. El primero se refiere a que el modelo debe ser
sensible a farmaco de una manera dosis-dependiente, de forma andloga a aquellos compuestos
cuya actividad ansiolitica sea conocida, ademés esta sensibilidad puede detectar diferencias en los
niveles de ansiedad dadas por algunas variaciones fisiol6gicas, por gemplo, diferentes condiciones
hormonales. El segundo requisito dice que el modelo debe ser selectivo, es decir que compuestos
sin actividad ansialitica no imiten | os efectos de aquellos que si poseen esta actividad. Por Ultimo la
potencia relativa de los agentes ansioliticos en e modelo, la cua debe mostrar cambios
significativos en larespuestaa modificar las dosis del farmaco ansiolitico (Treit, 1985).

El criterio de isomorfismo indica que, aunque es dificil comparar la ansiedad animal y la ansiedad
humana, es posible establecer algunos elementos comunes y suponer que ambos se encuentran

regulados neural -, bioguimica y hormonal mente de manera analoga.

El criterio de homologia se basa en las semejanzas entre las condiciones en las que se encuentran
tanto los animales como el ser humano al momento de experimentar la ansiedad, asi como € tipo
de estimul o que desencadena la conducta de nuestro interés. Aunque estos dos Ultimos criterios son
dificiles de valorar, deben tenerse en cuenta como estrategias de investigacion para la eleccién

correcta de un modelo.
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4.1 PRUEBA DE CONDUCTA DEFENSIVA DE ENTERRAMIENTO

El método utilizado para establecer los niveles de ansiedad en nuestro estudio fue € paradigma
propuesto por Pinel y cols. en 1978 en € que se estudia la conducta defensiva de enterramiento en
los roedores. Este paradigma fue seleccionado para la investigacion tomando en cuenta que
cumple con los tres requisitos farmacol 6gicos que son sensibilidad, selectividad y potencia relativa,
aungue también cumple con el criterio de homologia ya que simula las conductas dadas por €l
trastorno de ansiedad generalizada (Pinel y Treit, 1978; Treit, 1985).

Este model o explota una conducta innata de los roedores que surge ante la presencia de un estimulo
aversivo, gue reconoce como gjeno y potencia mente peligroso. En 1950, Hudson descubrio que las
ratas dentro de su caja con aserrin en €l piso y un plato de metal que contenia comida era cubierto
por larata con el aserrin, a observar esto, se dio cuenta que el animal chocaba con este objetoy se
golpeaba de tal manera que lo reconocia como extrafio. En 1962, Calhoun reportd que las ratas
salvgjes cavaban hoyos subterraneos en sus madrigueras cuando recibian una amenaza por algun
depredador, de igual manera MacClintock en 1970, observd que las ardillas construian paredes en
su madriguera para crear una pared alrededor del depredador y asi cubrir su miedo. Ya en 1978,
Pinel fue quien originamente designd esta caracteristica conductual como “enterramiento
defensivo” y quien introdujo por primera vez este paradigma de “Conducta defensiva de

enterramiento” (DeBoer y Koolhaas, 2002).

Este modelo se utilizd en este estudio ya que es posible inferir €l estado de animo del animal
mediante € andlisis de su conducta en diferentes situaciones, ademas de ser un modelo que no
requiere de entrenamiento del animal, es econdmico y los resultados obtenidos son replicados
facilmente por distintos observadores. También, tiene la caracteristica que detecta a farmaco
cuando esta produciendo un efecto sedante como es el caso de diazepam a una dosis mayor de 3
mg/kg, o cuando un farmaco tiene efectos ansiogénicos manifestado como un incremento de la

conducta de enterramiento (Treit, 1994).
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V. PARTICIPACION DE LAS HORMONAS GONADALES EN LA ANSIEDAD

5.1 CICLO MENSTRUAL Y MENOPAUSIA

L os afios reproductores normales de la mujer se caracterizan por cambios mensuales ritmicos en la
intensidad de secrecion de hormonas femeninas y los correspondientes cambios en los 6rganos
sexuales: esta conducta ritmica se llama ciclo menstrual (Guyton, 1986). El més claro de estos
cambios es la hemorragia vaginal periédica por la eliminacién del recubrimiento endometrial del
Utero. La funcion menstrual normal es originada de la interaccion del gje hipotdamo-hipofisis-
gbnadas, y cambios relacionados en tejidos blanco del aparato reproductor. En la mayoria de
mujeres la hemorragia menstrual se presenta cada 25 a 35 dias, con duracién media del ciclo de 28
dias. En las mujeres con ciclos ovulatorios, €l intervalo desde €l inicio de la menstruacién hasta la
ovulacion, fase folicular (proliferativa), varia en duracion y provoca variaciones en la duracién del
ciclo. El intervalo desde la ovulacion hasta el inicio de la hemorragia menstrual, fase luteinica

(secretora), es relativamente constante y promedia 14 + 2 dias en lamayoria de las mujeres.

Lamenstruacion por lo general comienza entre los 10 y 16 afios en la pubertad y cesa alrededor de
los 45 6 50 afios en el periodo perimenopéausico (Goldfien, 2002). La menopausia ha sido definida
como la cesacion permanente de la menstruacion resultado de una pérdida de la actividad ovarica
(Hamilton y cols., 1988). Estrictamente hablando, menopausia se refiere a la pérdida del sangrado
menstrual y se caracteriza por el aumento de la secrecion de las gonadotropinas. hormona foliculo
estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), persistiendo niveles bajos de los esteroides

ovéricos estradiol y progesterona (Rubinow y Schmidt, 2003).

L os principales 6rganos del aparato reproductor femenino son ovarios, trompas de Falopio, Utero y
vaging, Figura 7. La funcion primordia del ovario de las hembras de mamiferos es la produccién
de 6vulos. Esta es una caracteristica general, sin embargo, el estimulo que provoca la maduracion y
liberacién de dichos évulos varia entre las especies. El estudio sistemético del ovario acanzé uno
de sus momentos culminantes entre los afios 1600 y 1700 con la descripcion detallada de los
foliculos ovéricos por € italiano Regnier DeGraaf, descubridor del cuerpo IUteo. Los estudios de
DeGraaf y otros investigadores establecieron que € ovario tenia foliculos que pasaban por un
proceso de maduracion hasta alcanzar la ovulacion, esto es, presentaban un ciclo. Probablemente a
consecuencia de que en nuestra especie las mujeres presentan ovulacion periodicamente, de manera
espontanea, se considerd que este fendmeno era similar en todas las especies de mamiferos. Sin
embargo, € propio DeGraaf publico una observacion donde reconocié laimportancia de la copula
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para la ovulacion en la coneja, al reconocer que el cuerpo lUteo en los ovarios de estos animales
normal mente no esta presente y solo se detectan cuando ocurre la copula

A inicios del siglo XX se establecié que las hembras de los mamiferos podian clasificarse en dos
grandes grupos dependiendo de los factores que inducian la ovulacion: se establecid que existen
“ovuladores espontaneos’, esto es, que la ovulacion ocurre de manera periodica, ciclica, en base a
un ritmo biolégico, un giemplo serian las ratas con un ciclo ov&ico de 4-5 dias, y la mujer con
aproximadamente 28 dias, y ademas también existen “ovuladores reflgjos’ en los cual es se necesita
el estimulo de la cépula por un macho para que ocurra la ovulacion, los jemplos serian el congjo,
el camelloy el hurén (Cabay Centeno, 2002).

5.2 CONTROL CEREBRAL DE LA OVULACION

Independientemente del tipo de ovulacion que presente la espacie, €l control de este proceso se
encuentra en €l cerebro, especificamente en una region denominada hipotalamo y zonas asociadas,
Figura 7, en donde se encuentran las neuronas productoras de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH). Estas neuronas sintetizan dicho neuropéptido, lo liberan en la eminencia
media y de aqui es transportada por vasos sanguineos hacia la adenohipdfisis, donde estimula
células especializadas |lamadas gonadotropos; ellos producen la LH y la FSH, ambas son
glucoproteinas peguefias Ilamadas gonadotropinas que se producen en la glandula pituitaria y
estimulan a su vez a ovario para aumentar los niveles de estrégenosy progesterona durante € ciclo
menstrual. La FSH estimula e desarrollo de los foliculos ovéricos mientras que la LH induce
ovulacion (Northrup, 2002; Caba y Centeno, 2002). Las hormonas ovéricas cierran € circulo
gjerciendo una retroalimentacion negativa sobre e hipotdlamo y la hipdfisis que registran las
variaciones de | os esteroides sexual es ovaricos.

El hipotédlamo regula la produccion de todas estas hormonas y es asu vez regulado por dlasy por
muchas otras. Esta estructura tiene receptores no solo para la progesterona, € estrégeno y los
androgenos (como por gjemplo, la deshidroepiandrosterona y la testosterona), sino también para la
noradrenalina, la dopaminay la serotonina, neurotransmisores que regulan el estado animico entre
otros.

Por otro lado la principal funcién de los estrgenos (estradiol, estrona y estriol) es estimular el
desarrollo de las mamas, los ovarios y €l Utero, y participar en el desarrollo y la maduracion de los
foliculos que contienen los Gvulos. En tanto que para la progesterona su principal tarea es preparar

y mantener €l Utero para su funcion més importante: el embarazo.
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La progesterona se eleva en prevision del embarazo, estimulando el engrosamiento del
revestimiento uterino con tegiido abundante y bien vascularizado para sostener a embrion, y
después baja dréasticamente si no se produce €l embarazo. Este brusco bajén de progesterona es lo
gue sefidla el desprendimiento del revestimiento uterino engrosado en forma de sangre menstrual
(Northrup, 2002). La progesterona proviene de una glandula temporalmente amarillenta del ovario
[lamada “cuerpo Uteo” que se forma con rapidez en la pequefia estructura parecida a un quiste que
queda cuando € foliculo ovula. El cuerpo IGteo produce mayores cantidades de progesterona hasta
que €l cuerpo le enviala sefid que indica -no hay embarazo — momento en el que €l cuerpo IUteo
se reabsorbe (Guyton, 1986).
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Figura 7. Esquema cerebral y 6rganos sexuales femeninos que muestran la conexion entre el hipotalamo, la

glandulapituitariay los ovarios. Modificada de Northrup, 2002.
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5.3 BTOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDEAS

El ovario maduro sintetiza y secreta de manera activa varias hormonas. Entre éstas se encuentran
los esteroides sexuales que incluyen estrogenos, progesterona, andrégenos y sus precursores, 10s
cuales se sintetizan a partir del colesterol, que se encuentra en la glandula, tanto en su forma libre
como esterificado con &cidos grasos (ésteres de colesterol). El colesterol que deriva ya sea de
lipoproteinas circulantes (LDL) o de ésteres de colesterol en la glandula, se convierte en
pregnenolona por medio de la accion de la enzima mitocondrial P450scc, la cual elimina un
fragmento de seis carbonos, el acido hipocaproico. Esta reaccién es €l paso limitante en €l proceso
biosintético y esta controlado por la LH de la adenohipéfisis. La pregnenolona formada por esta
reaccion puede convertirse en progesterona 0 en 17a-hidroxipregnenolona, como se ilustra en la
Figura 8. La conversion a progesterona requiere la accion de la 3B hidroxiesteroide deshidrogenasa
y la A>* cetosteroide isomerasa, que cambia el doble enlace de la posicion A® ala posicion A* La
progesterona es secretada en grandes cantidades por € cuerpo IGteo después de la ovulacion, sin
embargo, también sirve como precursor menor para androgenos y estrégenos, pues es sustrato para
PA450c17 (17a-hidroxilasa), que la convierte en 17a-hidroxiprogesterona en € reticulo
endoplasmico. Después de la 17a-hidroxilacion, la cadena lateral de dos carbonos (20 y 21) puede

partirse por accion de laP450c17a (17,20-liasa) paraformar andrégenos (Goldfien, 2002).

La 17a-hidroxipregnenolona se convierte por la P450cl7a (liasa) en dehidroepiandrosterona
(DHEA); este compuesto puede convertirse a su vez en androstenediona. Esta es la via principal
para la produccion del andrégeno. Aunque la androstenediona es €l principal andrégeno secretado
por €l ovario, también se liberan cantidades pequefias de DHEA vy testosterona. El estradiol, que es
€l estrégeno més activo producido por €l ovario, se sintetiza a partir de andrégenos por la accién de
la enzima P450 aromatasa. El proceso implica tres pasos. hidroxilacion del grupo metilo en el
carbono 19, oxidacién de este grupo e hidroxilacion en la posicion 3a. Estos pasos ocurren en la
fraccion microsomal (Goldfien, 2002).
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5.4 DESORDENES PSIQUIATRICOS ASOCIADOS A LA FUNCION OVARICA

La fase de fertilidad del ciclo menstrual y el embarazo se caracterizan por la presencia de
cantidades altas de hormonas gonadales, por el contrario, €l periodo post-parto, la menopausiay €l
periodo premenstrual se caracterizan por niveles circulantes bajos de estrogenos y progesterona,
todos estos hallazgos lleva a la conclusion de gue las hormonas gonadales o sus derivados, junto
con otras hormonas pudieran, aparte de sus funciones reproductoras, fungir como moduladores
enddgenos de la ansiedad (tanto en la mujer como en el hombre) (Picazo y Fernandez-Guasti, 1993;
Ferreira, 2003).

Algunas mujeres experimentan cambios emocionales y conductuales que parecen estar
tempora mente ligados a ciclo menstrual. Debido a que € ciclo menstrual ha sido descrito en
términos de fluctuaciones de hormonas esteroideas, se ha propuesto una hipétesis, la cual dice que
las hormonas ovéricas (estrégenos y progesterona) o sus efectos pueden estar ligadas a los sintomas
afectivos en € ciclo menstrual (Hamilton y cols. 1988; Endicott y Halbreich,1988;
Halbreich,1997), las cudles son importantes en la etiologia del trastorno disférico premenstrual
(TDP) (Watson y cols., 1989). Muchas hembras (aquellas de ovulacion esponténea) presentan
oscilaciones hormonales relacionadas con la ovulaciéon y por tanto, tienen una periodicidad. En
forma similar, muchas tienen cambios hormonales en periodos especificos asociados a parto, la
lactancia o €l climaterio. Se ha observado que en estos periodos existe un incremento en los niveles
de ansiedad y depresion en un porcentaje de la poblacion femenina, 1o que sugiere que las
hormonas esteroideas pudieran estar participando en la expresion de agunas alteraciones
emocionaes en las mujeres (Fernandez-Guasti y cols., 2002). También se ha estudiado que los
esteroides gonadales tienen una funcion en e sistema nervioso central, los cuales se han
relacionado a los cambios conductuales y desordenes del estado de &nimo presentados en las
diferentes etapas como son ciclo menstrual y perimenopausia (Rubinow y Schmidt, 2003). La
perimenopausia ha sido definida como el periodo transicional de la vida reproductiva a la no
reproductiva (Northrup, 2002) y abarca un periodo de aproximadamente 5 afios antes de la
menopausiay 5 afios después de la misma (Jensvold y cols., 1996).

Debido a todos estos cambios hormonales durante € transcurso de la vida de la mujer, ha dado
lugar a una clasificacién de desdrdenes psiquiéatricos como son €l Sindrome Premenstrual (SPM) y
el Trastorno Disférico Premenstrual (TDPM).
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5.4.1 Sindrome Premenstrual (SPM) y Trastorno Disférico Premenstrual (TDPM)

El Sindrome premenstrual, se caracteriza por una serie de sintomas emocionales, conductualesy
somaticos que se inician de dos a doce dias antes de la menstruacion y alcanza su maximo nivel
justamente antes de la menstruacion, es decir, en la fase |(tea tardia del ciclo en mujeres ovulantes
y declina a iniciarse la menstruacion. Dichos sintomas varian desde la ansiedad e irritabilidad
moderada, hasta la depresion (Freeman y Sondheimer 2003), aunque sus sintomas no son Severos,
los resultados son discapacitantes. En un estudio que se realizo en Estados Unidos, se demostré que
€l 60-80 % de las mujeres menstruando experimentan sintomas premenstrual es rel acionadas con €
SPM (Rapkin'y Mikacich, 2006).

El Trastorno disférico premenstrual, es mucho menos comun que el SPM, le ocurre del 2% d
9% de mujeres ovulantes, sus sintomas son mucho méas severos y eercen dafio psicoldgico
(Freeman y Sondheimer, 2003).

Para un buen diagndstico del TDPM la paciente debe presentar por 1o menos cinco de los siguientes
sintomas, durante la mayor parte del dia de la Ultima semana de la fase |(tea de la mayoria de los
ciclos menstruales del dltimo afio, que empieza a remitir dos dias después del inicio de la fase
folicular y que desaparece completamente en la semana siguiente a la menstruacion (Freeman 'y
cols. 1985; Goldfien, 2002; DSM-IV-TR, 2003).

» Estado de animo deprimido, sentimiento de desesperanza e ideas de auto
desaprobacién acusada.

» Ansiedad, tension, sensacion de agobio o de estar “d limite”.

» Labilidad emocional evidente (p.gj. ataques de tristeza, llanto, o hipersensibilidad &l
rechazo).

» Enfado, irritabilidad o aumento de conflictos interpersonales de forma acusada y
persistente.

» Pérdida de interés por las actividades cotidianas (p.gj. trabajo, escuela, amigos,
aficiones).

»  Sensacion subjetivade dificultad para concentrarse.

» Letargo, fatigabilidad facil o falta evidente de energia.

» Cambios significativos del apetito, atracones o antojos por determinadas comidas.

» Hipersomnia o insomnio.

= Sensacion subjetiva de estar rebasada o fuera de control.
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» Hipersensibilidad o aumento del tamafio mamario, dolores de cabeza, molestias

articulares o musculares, sensacion de hinchazon o ganancia de peso.

En el TDPM, estas alteraciones interfieren marcadamente con € trabgjo, la escuela, las actividades
sociales habituales o las relaciones interpersonales (p.g. evasion de actividades sociales,
disminucién de la productividad y deficiencia en el ambito laboral académico), no ocurriendo asi
con el SPM (DSM-IV-TR, 2003).

Laprincipal diferenciaentre el SPM y el TDPM puede establecerse en base a un patrén sintomatico
caracteristico, su gravedad y € deterioro que provoca, ademés, el TDPM es un trastorno que sufre
la mujer pero la padecen los que la rodean ya que afecta de manera dréstica la comunicacion

familiar y social (Browny Zimmer, 1986).

5.5 TRATAMIENTO

El tratamiento se divide en dos: aquellos que alivian los sintomas sométicos y los que eliminan los
sintomas psiquiétricos.

Para los sintomas somaéticos, €l objetivo principal del tratamiento es proporcionar més comodidad a
la mujer y permitirle que funcione con méas normalidad; los cambios simples en € estilo de vida,
una dieta y un programa de gjercicios, asi como estrategias en € mangjo del estrés, son medios
Utiles para iniciar € tratamiento. La restriccion de sal puede reducir el edema y la sensacion de
plenitud, entre otros se encuentra la abstencién de acohol y cafeina (Steiner, 1997; Goldfien,
2002).

Para el tratamiento de la dismenorrea, que es €l problema més agudo del SPM, es tratado con
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas antes de la menstruacién como es el &cido mefendmico
y el naproxeno sddico (Marvan y Contreras, 1993). El naproxeno, 550 mg dos veces a dia o €
ibuprofeno 600 mg tres veces a dia, tomados desde €l inicio de los sintomas hasta que comienza la
hemorragia, son eficaces para la cefalea, los cdlicos, los dolores de la espalda y musculares
(Freeman y Sondheimer, 2003).

Para el dolor de las mamas es Util el tamoxifeno, que es un farmaco que bloguea |os efectos de los

estrégenos, asi como la bromocriptina un agonista de dopamina para los sintomas de mastalgia
(Halbreichy cols., 2006).
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La espironolactona, un farmaco ahorrador de potasio, en dosis de 50 a 100 mg a partir del dia 12
hasta la menstruacién, reduce € edema, la hipersensibilidad de las mamas y la sensacién de
plenitud y puede servir cuando no son eficaces la restriccion de sal y €l gercicio, para aliviar €
edema (Rubinow y Schmidt, 1995).

Para tratar los sintomas psiquiatricos, se ha estudiado que las irregularidades de la
neurotransmision de 5-HT estén relacionadas con la depresion, la ansiedad y la ganancia excesiva
de peso, por lo tanto, los tratamientos farmacol 6gicos en la mayoria de las pacientes con sintomas
de ansiedad o depresion, han tenido alta eficacia los ISRS, como la fluoxetina que es uno de los
farmaco més efectivosy que presentan menos efectos colaterales como son tolerancia, dependencia
y efectos sedantes. Muchas pacientes responden a tratamiento con fluoxetina cuando éste es
aplicado durante las dos Ultimas semanas del ciclo (Mitwally y cols., 2002). En caso de respuesta
inadecuada se puede utilizar el tratamiento diario (Freeman y Sondheimer, 2003). La fluoxetina en
dosis de 20 mg diarios por lo general es adecuada, pero en algunos pacientes han sido necesarias
dosis mayores (Steiner y cols., 2001). También han sido eficaces otros farmacos inhibidores de la
recaptura de serotonina como sertralina para tratar 10s desordenes de panico en dosis de 50 a 100
mg diarios durante la fase I(tea tardia (Jensvold y cals., 1996, Steiner y cols, 1997; Freeman y
Sondheimer, 2003).

Otro ISRS que ha demostrado ser efectivo para tratar e SPM y el TDPM es € citaopram, este
farmaco fue estudiado en € Instituto Nacional de Psiquiatria con dos grupos de pacientes
diagnosticadas con TDPM, este farmaco fue administrado ala dosis de 20 mg/dia. Al primer grupo
de pacientes se les dio un tratamiento continuo, es decir, una administracion del f&rmaco durante
todo e ciclo menstrual. Al segundo grupo de pacientes se les trato de forma intermitente, esto es,
una administracion del farmaco durante la semana previa a la menstruacion. Los resultados
mostraron que la administracion de forma continua fue mejor que la administracion intermitente ya
que lasintomatologia premenstrual disminuy en las pacientes tratadas con cital opram durante todo
su ciclo menstrual (Flores-Ramosy cals., 2003).

También se han empleado otros antidepresivos serotoninérgicos como nefazodona y

clorimipramina los cuales también tienen buenos resultados (Sundbland y cols., 1992).

Como férmacos ansioliticos eficaces para tratar el TDPM existen el aprazolam, a una dosis de
0.125 a 0.25 mg tres veces a dia, al igual que la buspirona a 20 mg tres veces diarias administrado
de forma intermitente, es decir, durante la semana previa a la menstruaciéon que es el periodo
sintomético en pacientes con sintomas notables de irritabilidad y ansiedad (Steiner y cols. 1997;

Goldfien, 2002).
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Cuando los sintomas duran mas de una semana, 0 son muy graves, se puede intentar suprimir la
ovulacion. Las mujeres que responden a la supresion de la ovulacion con danazol, hormona
liberadora de gonadotropina, medroxiprogesterona, acetato de medroxiprogesterona de liberacion
lenta, implantes o parches de estradiol y noretisterona oral, pueden tener alivio que continda
después de un periodo de tratamiento de 1 afio (Watson y cols., 1989). Si los sintomas regresan y
persisten, se puede pensar en la ooforectomia para las mujeres en quien e sindrome provoca

trastornos importantes en su vida (Freeman y Sondheimer, 2003).
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VI. CICLO ESTRAL DE LA RATA

6.1 CICLO ESTRAL DE LA RATA

Como ya se habia mencionado antes, 1os animales como la rata hembra también cumplen con un
ciclo hormonal o ciclo reproductivo, € cua es denominado ciclo estral. El término estral deriva del
latin oestrous que significa vigor, furor o frenesi (Harvey, 1981; Freeman, 1988) un ciclo estral
completo de unarata normal sanava desde 4 a5 dias durante todo € afio y consta de 4 fases, cada
fase puede ser identificada por las caracteristicas de las células epiteliaes de la vagina, las cuales
pueden ser estudiadas tomando una muestra de las células de la vagina de la rata con ayuda de un
gotero que contiene gotas de NaCl a 0.9%. La preparacion en fresco se observa a microscopio
(10X) para determinar las caracteristicas de las células epiteliaes, asi como la presencia de

leucocitos, ver Figura 9.

Figura9. Citologiavaginal delarataen lasdiferentesfasesdel ciclo estral.

Lasfases del ciclo se definen de la siguiente manera:

1. Metaestro: en esta fase los niveles hormonales de estradiol, progesteronay LH son bgjos
hasta el inicio del diestro, como se observa en la Figura 10, tiene un tiempo de duracién de

6 a8 hrs. Se caracteriza por la presencia tanto de células cornificadas como de leucocitos.
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2. Diestro: en esta etapa del ciclo estral, se empiezan a elevar los niveles de estrogenos hasta
llegar a su pico maximo en €l proestro, los niveles de FSH y LH se mantienen abajo, esta
fase tiene una duracién de 55 a 57 hrs. Al examinar la muestra al microscopio se observan
leucocitosy alas Ultimas horas del diestro empiezan a aparecer algunas células nucleadas,

empezando nuevamente el ciclo. (Harvey, 1981; Freeman, 1988).

3. Proestro: eslafase en lacua ocurre la ovulacion, durante las primeras horas de esta etapa
se presentan los valores plasmaticos mas altos 17-f estradiol (E,) secretado por € foliculo
ové&rico lo que a su vez provoca la liberacién de la LH que alcanza su méxima
concentracion plasmética en la tarde del proestro, casi simultdneamente con €l pico de
FSH, hay una sibita elevacion de progestinas, principamente progesterona y 20a-
dehidroprogesterona. Esta fase tiene una duracién de 12 a 14 horas, a la examinacion del
liquido vaginal bajo el microscopio, se observan células epiteliales nucleadas (Freeman,
1988).

4. Estro: eslasegunda fase y aqui los niveles de estradiol bajan, manteniéndose al inicio de
esta etapa los niveles elevados de progesterona'y empiezan a descender para dar paso ala
siguiente fase. Esta etapa dura de 25 a 27 horas y se caracteriza por la presencia de células

epiteliales cornificadas.
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PROGESTERONA(ng/mL)

PROLACTINA(ng/mL)

ESTRADIOL(pg/mL)
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Figura 10. Concentraciones plasméticas de progesterona, prolacting, E,, LH y FSH durante | as diferentes fase
del ciclo estral delarata. En € gje delas x se encuentran las horas del dia durante los cuatro dias que dura el
ciclo; en e ge de lasy se muestran las concentraciones de las diferentes hormonas. Modificado de Freeman
1988.
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6.2 VARIACIONES HORMONALES Y NIVELES DE ANSIEDAD A LO LARGO DEL CICLO
ESTRAL

En la dltima década, se ha reportado que multiples funciones de la serotonina tales como sintesis,
liberacién, recapturay catabolismo varian alo largo del ciclo estral de laratay se piensa que estas
variaciones son debidas a las fluctuaciones hormonales de estrogenos y progesterona (Maswood y
cols., 1999).

También es posible asociar |as fluctuaciones hormonales del ciclo estral con cambios de conducta.
Se ha demostrado que los niveles de ansiedad en larata, varian durante las diferentes fase del ciclo
estral, encontrandose gue tales niveles de ansiedad son mas bajos durante la fase de proestro tardio,
principalmente, aunque también durante el estro, mientras que en diestro, metaestro y en ratas
ovariectomizadas se encontraron niveles elevados de ansiedad (Fernandez-Guasti y Picazo, 1992).
Ya que el proestro se caracteriza por concentraciones elevadas de estradiol y progesterona
(Freeman, 1988), se planted la interrogante de cud de las dos hormonas gonadales era la
responsable de la ansidlisis encontrada en estos animales. Los resultados mostraron que €l estradiol
en ratas ovariectomizadas no modificd la ansiedad experimental, mientras que, la progesterona
manifestd actividad ansiolitica de una manera dosis-dependiente, sin embargo, este efecto de la
progesterona se perdio en | as ratas pretratadas con estrégenos (Fernandez-Guasti y Picazo, 1992).

Las evidencias acumuladas de los efectos de la progesterona sobre e sistema nervioso muestran
que en particular uno de sus derivados metabdlicos, la aopregnanolona (3a-hidroxi-5a-pregnan-
20-ona), actlia potenciando €l efecto del GABA sobre su receptor GABA,, este efecto pone de
manifiesto que la progesterona y su metabolito se comportan como las benzodiacepinas, pues
poseen notables efectos ansioliticos (Picazo y Ferndndez-Guasti, 1995). Esto se comprobd cuando
se utilizé un antagonista selectivo de las benzodiacepinas, como el flumazenil; éste no tuvo efecto
sobre la ansiedad experimental cuando se administro solo, pero si previno efectivamente la
reduccion de la ansiedad producida por la aopregnanolona, 1o cual nos indica un claro mecanismo

de accioén via el complejo receptor GABA 4-benzodiacepinas (Fernandez-Guasti y Picazo, 1995).

Ademas de las acciones ansioliticas que poseen algunas hormonas gonadales, también se les ha
atribuido otra propiedad, que es modular €l efecto de algunos farmacos psicoactivos, por g emplo,
el diazepam que es e mejor representante de las benzodiacepinas, cuyo efecto ansiolitico es

facilitado durante la fase de proestro en la rata, observandose también este efecto del diazepam al
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administrar progesterona en ratas ovariectomizadas (Fernandez-Guasti y Picazo, 1990; Picazo y
Fernandez-Guasti, 1992).

Debido a los efectos adversos que presentan las benzodiacepinas, como son tolerancia y
dependencia, se ha propuesto €l estudio de otros farmacos ansioliticos como son los antidepresivos.
En este tipo de farmacos (por ejemplo, desmetilimipramina o DMI) también se ha observado una
facilitacion de su accién ansiolitica, con progesterona, y en mayor magnitud, con estradiol
(Fernandez-Guasti y cols., 1999; Martinez-Mota y cols., 2000). Los estrogenos, ya sea naturales o
sintéticos (por ejemplo, etinil-estradiol) también facilitan e efecto antidepresivo de DMI y
fluoxetina (FLX) en ratas ovariectomizadas (Estrada-Camarena y cols., 2003; 2004). DMI es un
inhibidor de la recaptura de noradrenalina, mientras que FLX es un ISRS, por lo que estos
experimentos nos sugieren una interaccion entre las hormonas gonadales y los sistemas de
neurotransmisién monoaminérgicos.

Con estos hallazgos se propone que los efectos ansioliticos de otros farmacos, ademas de los
benzodiacepinicos, también pueden ser regulados por esta interaccién hormonal.
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VII. JUSTIFICACION

Trabajos previos indican que e efecto de algunos ansioliticos varia dependiendo de la condicién
endocrina, mostrando un mayor efecto durante estados endocrinos de predominio hormonal. A
nivel preclinico esta interaccion farmacoldgica ha sido extensamente estudiada usando féarmacos
como las benzodiacepinas y los antidepresivos triciclicos, cuyos efectos se ven incrementados
durante el proestro temprano, el proestro tardio y por la administracion de progesterona, estradiol y
la combinacion de ambas hormonas. Sin embargo, se desconoce s esta interaccion también se
establece con farmacos que afectan preferencialmente a sistema serotoninérgico, tales como los
ISRSy los agonistas del receptor 5-HT 4. Por €llo, €l propésito del estudio es hacer una evaluacion
del efecto ansiolitico de un ISRS, la fluoxetina, y de un agonista total de los receptores 5-HTa, €
indorrenato, en ratas tanto ovariectomizadas como en agquellas gonadal mente intactas estudiadas en

las diferentes fases del ciclo estral.
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VIII. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

8.1 HIPOTESIS

Si e efecto de otros farmacos ansialiticos varia en relacion a la concentracion de hormonas
gonadales en larata hembra, por ejemplo, ovariectomizadas versus ratas intactas, entonces el efecto
ansiolitico de los compuestos serotoninérgicos indorrenato y fluoxetina también sera modificado

por la condicion endocrina

8.2 OBJETIVO GENERAL

0 Evauar los posibles cambios en el efecto ansiolitico de la fluoxetinay €l indorrenato en

ratas hembra en diferentes condiciones endocrinas

8.3 OBJETIVOS PARTICULARES
o Evauar el efecto ansiolitico de indorrenato y fluoxetina en ratas ovariectomizadas.
0 Determinar los posibles cambios en € efecto ansiolitico de indorrenato y fluoxetina en

ratas en diferentes fases del ciclo estral.
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IX. MATERIAL Y METODOS

9.1 ANIMALES

En todos los experimentos utilizamos ratas hembra de la cepa Wistar (250 a 300 g de peso)
provenientes del bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiiz. Las
ratas fueron mantenidas en grupos de 5 por cgja (33 x 44 x 20 cm), en condiciones de luz-oscuridad
de 12/12 h (laluz fue encendida a las 22:00 horas), y tuvieron libre acceso a aguay a alimento. El
manejo de los animales se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones de la norma oficia
mexicana NOM-062-Z00-1999.

9.2 CIRUGIA

Las ratas hembra fueron ovariectomizadas con el fin de eliminar la principal fuente endogena de
estradiol y progesterona. Fueron anestesiadas con 2-2-2-tribromoetanol a la dosis de 200 mg/kg
(FLUKA, i.p., 1 mL/100g de peso). La cirugia consistio en redlizar una incision en la zona
abdominal del animal hasta exponer los oviductos y los ovarios. Ya localizados, los oviductos
fueron ligados para poder extirpar 10s ovarios; unavez terminado, se suturé el musculo y lapiel del
animal, y se aplico un antiséptico local para evitar infecciones. Una vez terminada la cirugia, las
ratas fueron mantenidas en €l bioterio durante tres semanas antes de ser sometidas a los
experimentos. Este periodo se dio paraque €l animal se recuperara bien de lacirugiay para que los

niveles de las hormonas gonadal es disminuyeran.

9.3 DETERMINACION DEL CICLO ESTRAL DE LA RATA

Para conocer la fase del ciclo estral en que se encontraba cada hembra, se utilizd la técnica del
frotis vaginal. La muestra de célul as vaginales se tomo con un gotero que contiene gotas de NaCl al
0.9%, se hizd una preparacién en fresco la cual se observo a microscopio (10X) para determinar
las caracteristicas de las cdlulas epiteliaes. El frotis se tomo diariamente arededor de las 11:00
am. durante 21 dias, con e objeto de asegurar que solo las hembras con a menos tres ciclos

regulares fueran seleccionadas para |os experimentos.
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9.4 TRATAMIENTOS Y SERIES EXPERIMENTALES

Los farmacos utilizados en los experimentos fueron fluoxetina (FLX, Eli-Lilly Co.), e indorrenato
(CINVESTAV-Miles, México D.F.).

L as soluciones de los farmacos fueron preparadas diariamente en NaCl al 0.9 % y administradas en

un volumen de 2 ml/kg. A continuacién se describen |os tratamientos empleados en cada subgrupo

de animales en los dos experimentos realizados.

9.4 1Experimento 1. Efecto del indorrenato y de la fluoxetina en ratas hembras

ovariectomizadas.

Para este primer experimento, se emplearon 80 ratas hembra ovariectomizadas, a primer subgrupo
de animales (n= 30) se les administro diferentes dosis de fluoxetina 1.25, 2.5y 5 mg/kg (10 ratas
por cada dosis) por un periodo de 21 dias, via ora (administracion crénica); la Ultima
administracién se hizo 2 horas antes de redlizar |a prueba de ansiedad. El tratamiento con FLX fue
de 21 dias porque los antidepresivos, en general, tardan a menos tres semanas en hacer efecto
cuando se usan en las dosis que utilizamos. Como ansioliticos, este tiempo de tratamiento se

justifica alin més porque administraciones de corto plazo generan ansiedad (datos no mostrados).

Al otro subgrupo de animales (n=30) se les administr6 de igual forma diferentes dosis de
indorrenato 1.25, 2.5y 5 mg/kg, via intraperitoneal, una sola administracion 90 minutos antes de
empezar la prueba. La latencia de indorrenato, 90 min, se debe a que en este tiempo alcanza a

detectarse en cerebro (Benitez-King y cols., 1991).
Al Ultimo subgrupo de este primer experimento (n=20), se les administré el vehiculo (NaCl 0.9%).
Para el control de fluoxetina (n=10) se les realiz6 el mismo procedimiento descrito arriba por 21

dias; asi mismo, para el grupo control de indorrenato (n=10) con una administracion aguda.

9.4.2 Experimento 2. Efecto del indorrenato y de la fluoxetina en ratas hembra en las

diferentes fases del ciclo estral

Para este experimento se emplearon 100 ratas que fueron divididas en dos subgrupos. El primer

subgrupo de ratas (n=50) fue tratado con fluoxetina a la dosis de 1.25 mg/kg en un periodo de 21

dias por viaoral. La Ultima dosis fue administrada 2 horas antes de empezar |a prueba de ansiedad.
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A este subgrupo se le tomé frotis vaginales diariamente, los resultados obtenidos fueron agrupados
de acuerdo alafase dél ciclo estral obteniéndose 4 grupos de ratas en las diferentes fases: diestro,
proestro, estro'y metaestro.

Al segundo subgrupo de ratas (n=50) tratadas con indorrenato, se les administré una sola vez una
dosis de 2.5 mg/kg de dicho farmaco, via intraperitoneal 90 minutos antes de empezar la prueba de
ansiedad, a este subgrupo también se le tomo frotis diariamente por 21 dias y de igual manera los
resultados se agruparon de acuerdo a la fase de ciclo para obtener 4 grupos de ratas representando
deigual manera a cada etapadel ciclo estral.

Las dosis de ambos farmacos fueron aquellas consideradas sub-Optimas en ratas ovariectomizadas
(resultados de experimento 1) mientras que los tiempos de administracién (crénico para fluoxetina
versus agudo para indorrenato) fueron seleccionados de datos de la literatura, ya que bgjo estas
condiciones se produce efecto ansiolitico en ratas macho (Fernandez-Guasti y Picazo, 1990; L 6pez-
Rubalcavay cols., 1992; Martinez-Motay cols., 2000).

9.5 REGISTROS CONDUCTUALES

9.5.1 Prueba de enterramiento defensivo

Antes ddl registro conductual, las ratas fueron alojadas individualmente por 72 h en cgas de
acrilico de 27 x 23 x 16 cm, con € fin de que el animal a momento de realizar la prueba no
encuentre ala caja como un estimulo novedoso y perturbador; posteriormente, el registro se realiza
en unacajaidénticaaladel aojamiento, Figura 11, cuyo piso esta cubierto con una capa de viruta
fina. Una de las paredes de la cgja tiene adherido un electrodo de 7 cm de largo, e cua se
encuentra a dos centimetros sobre el material de recubrimiento y tiene una corriente de 0.3mA. La
fuente de choque consiste en un estimulador de corriente constante (La Fayette Instruments Co.,
modelo 5806). Cuando el animal se acercay toca el electrodo con el fin de explorarlo, se cierra e
circuito y recibe uno 6 varios choques a los que responde cubriendo €l electrodo con € aserrin
(Pinel y Treit, 1978), e registro de la prueba tiene una duracion de 10 minutos y durante este
periodo se cuantifica:

A) La latencia de enterramiento: tiempo transcurrido desde que el animal recibe el primer choque
hasta que empieza a presentar la conducta de enterramiento; esta medida reflgja la reactividad o
tiempo de reaccion del animal. Asi, tiempos largos en la latencia denotan una reactividad

disminuida, ademas, permite distinguir €l efecto sedante de los farmacos (Treit, 1994).
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B) La conducta acumulativa de enterramiento: tiempo que los animales invierten en cubrir €l
electrodo con € aserrin, esta variable es una medida directa de la ansiedad, por |o que niveles bajos
de esta conducta reflegjan estados bajos de ansiedad (Treit, 1994).

C) El nimero de choques eléctricos: nimero de choques que el animal recibe antes de iniciar la
conducta de enterramiento. Este parametro nos puede dar informacién sobre €l estado de algesia
del animal y nos ayuda a distinguir efectos analgésicos de los farmacos estudiados. Este parametro
también se anadliza con € fin de detectar posibles cambios en € aprendizaje de estimulacion

aversiva (Paez-Martinez y cals., 2003).

Se dice que un ansialitico 6ptimo es aquel que reduce la conducta de enterramiento sin modificar
lalatencia o reactividad (Treit, 1985).

Puesto que en experimentos anteriores se ha demostrado que la experiencia previa del animal en
este tipo de prueba puede modificar su conducta, se utilizan los animales s6lo una vez en este
paradigma (Pinel y Treit, 1978, De Boer y Koolhaas, 2002). Los resultados de cada parametro

fueron expresados como lamedia+ el error estdndar de lamedia (E.E.)

Figura 11. Cgjade prueba del modelo de ansiedad “ Conducta defensiva de enterramiento”.
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9.5.2 Actividad ambulatoria

Inmediatamente después de realizar la prueba de enterramiento, se someti6 a animal a una prueba
de actividad ambulatoria, esto con el fin de descartar que los diferentes tratamientos aplicados
afecten la motricidad de los animales. Para esta prueba se utiliz6 una caja de acrilico (33 x 44 x 20
cm), con €l piso dividido en cuadros de 10 x 10 cm aproximadamente. Registramos € nimero de
cuadros cruzados por la rata en un tiempo de 10 min, y los resultados fueron expresados como la
mediat E.E.

9.6 ANALISISESTADISTICO

L os datos obtenidos del experimento 1 fueron analizados con e ANDEV A de una via para grupos
independientes. Como pruebas post-hoc se aplicaron la prueba de Dunnet siempre y cuando €
ANDEVA mostrara resultados estadisticamente significativos (p< 0.05). También se utilizd la
prueba de U de Mann-Whitney para comparaciones especificas.

Para el experimento 2, los resultados de las pruebas de enterramiento defensivo fueron analizados
con ANDEVA de dos vias para grupos independientes, considerando a lafase ddl ciclo estral y los
tratamientos como factores, seguido de una prueba de Tukey para hacer comparaciones multiples.
Cuando el ANDEVA de dos vias no mostro resultados estadisticamente significativos utilizamos la

prueba U de Mann-Whitney para comparaciones especificas.

Los resultados de actividad ambulatoria se normalizaron y se expresaron como % de cambio
respecto al grupo control.
Una vez calculados los % de cambio para cada tratamiento, se analizaron con ANDEVA de una

via



Resultados

X. RESULTADOS

10.1 EFECTO DEL NUMERO DE INYECCIONES EN LA RESPUESTA DE ANSIEDAD EN
RATASA OVX

EnlaTabla 1l se muestra el efecto de 1 6 21 administraciones de vehiculo (solucién salina) en ratas
ovariectomizadas, en la prueba de enterramiento defensivo y actividad ambulatoria. La
manipulacion por el tipo de administracion no produjo cambios estadisticamente significativos en
el tiempo de enterramiento, la latencia de enterramiento, ni & nimero de choques. Esta

manipulacion tampoco modifico significativamente la actividad ambulatoria de los animales.

Tabla 1. Efecto del nimero de administraciones en ratas ovariectomizadas eval uadas en las pruebas

conductuales.
1 administracion 21 administraciones U de Mann-Whitney
TE 147.00 £ 71.62 177.3+68.87 p=0.35
LE 51.66 + 16.31 63.4 £ 62.12 p=0.59
NCH 320+ 0.78 320+ 0.78 p=1.00
NC 112.33+12.22 101.5+ 22.46 p=0.21

Abreviaturas TE: tiempo de enterramiento; LE: latencia de enterramiento; NCH: nimero de choques y NC:

nimero de cuentas.

10.2 EFECTO DE LA CONDICION HORMONAL SOBRE LA RESPUESTA DE ANSIEDAD

En la Tabla 2 se muestra el efecto de las diferentes condiciones endocrinas en ratas hembra en la
prueba de enterramiento defensivo. El estado endocrino no produjo cambios estadisticamente
significativos en el tiempo de enterramiento, la latencia de enterramiento, el nimero de choques y

la actividad ambulatoria (los Ultimos dos parametros no fueron incluidos en la tabla).
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Tabla 2. Efecto de la condicién hormonal sobre la respuesta de ansiedad.

TE LE
Ovx 147.00 + 71.62 51.66 + 16.31
Proestro 165.37 + 60.10 79.42 + 45.86
Estro 199.13 + 71.94 89.60 + 59.11
M etaestro 180.21 + 67.17 87.78 + 73.82
Diestro 176.33 +79.70 101.66 + 74.39
ANDEVA de lvia Fues)= 0.87 Fues)= 1.027
p=0.48 p=0.40

Abreviaturas OV X: ovariectomizadas; TE: tiempo de enterramiento; LE: latencia de enterramiento

10.3 EFECTO DE FLUOXETINA E INDORRENATO EN RATAS OVARIECTOMIZADAS

En la Gréficas 1 y 2 se muestra el efecto de diferentes dosis de fluoxetina e indorrenato en la
prueba de enterramiento defensivo. El tratamiento cronico con fluoxetina produjo una reduccién
dosis-respuestadel tiempo de enterramiento defensivo (F3 4= 6.46, p= 0.001, panel A), que alcanzé
la significancia estadistica a 2.5 y 5 mg/kg, pero este tratamiento no modifico la latencia de
enterramiento (F3 4= 1.48, p= 0.23, panel B). Indorrenato generé una disminucion del tiempo de
enterramiento defensivo (Fs 5= 2.92, p= 0.049, panel A) que fue estadisticamente significativaala
dosis de 5.0 mg/kg; en cuanto a la latencia de enterramiento, no observamos diferencias
estadisticamente significativas en este pardmetro por efecto del indorrenato (Fs3s = 1.48, p= 0.24,
panel B).

En la Tabla 3 se muestra €l efecto de fluoxetina e indorrenato sobre e nimero de choques, los
cuales no fueron modificados con estos tratamientos [ANDEV A de una via para fluoxetina (F3 4=
0.23, p= 0.87); para indorrenato (Fz3s= 2.31, p= 0.095)]. En la Tabla 4, se muestra el efecto de
fluoxetina e indorrenato sobre la actividad ambulatoria; al analizar |os resultados con ANDEVA de
una via no se encontraron diferencias estadisticamente significativas con ninguno de los dos
tratamientos, fluoxetina (F3 4= 1.46, p= 0.23) o indorrenato (F33s= 2.8, p= 0.056).
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Gréfica 1. Efecto de la fluoxetina en la prueba de enterramiento defensivo. Se muestran los resultados del
tiempo de enterramiento (panel A) y de la latencia de enterramiento (panel B). Las gréficas muestran las
medias + E.E. Los resultados de la prueba Dunnet fueron ** p < 0.01 vs e grupo control tratado con
vehiculo.
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A EFECTO DE INDORRENATO EN RATAS
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Gréfica 2. Efecto del indorrenato sobre el tiempo de enterramiento (A) y sobre la latencia de enterramiento
(B). Lafiguramuestralas medias + E.E. Los resultados de la prueba U de Mann-Whitney * p< 0.05.
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Tabla 3. Efecto de los farmacos fluoxetina e indorrenato sobre €l niimero de choques en la prueba
de enterramiento defensivo con ratas ovariectomizadas.

Tratamiento Dosis (mg/kg) # de choques/10 min.
Vehiculo (salina) 0.0 3.2+0.25
Fluoxetina 1.25 3.4+0.29

25 3.6+047

5.0 35+0.34
Indorrenato 1.25 3.9+043

25 26+0.37

5.0 3.1+0.40

Resultados de ANDEVA en € texto.

Tabla 4. Efecto de fluoxetina e indorrenato sobre |a actividad ambulatoria de ratas OV X.

Tratamiento Dosis mg/kg % de cambio
Vehiculo (salina) 100 %
Fluoxetina 1.25 106.6
25 106.69
5.0 90.34
Indorrenato 125 112.88
25 92.05
5.0 89.27

Los resultados se expresan como % de cambio respecto a grupo vehiculo. Resultados de ANDEVA en €

texto.
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104 EFECTO DE FLUOXETINA E INDORRENATO EN RATAS GONADALMENTE
INTACTAS

En la Gréfica 3 se muestra € efecto de una dosis sub-éptima de fluoxetina (1.25 mg/kg) en la
prueba de enterramiento defensivo. En e tiempo de enterramiento defensivo (pane A) €
ANDEVA de dos vias no mostré diferencias estadisticamente significativas [fase de ciclo (Fz10s=
2.00, p= 0.119), tratamiento (Fyi05= 1.45, p= 0.23) e interaccion (Fsi0s= 0.71, p= 0.54)]. Las
comparaciones especificas tampoco mostraron diferencias estadisticamente significativas en €
tiempo de enterramiento. En cuanto a la latencia de enterramiento (panel B) el ANDEVA de dos
vias mostré diferencias estadisticamente significativas por tratamiento [(Fyi0s= 5.22, p= 0.024)
debido a que la fluoxetina produjo disminucion en la latencia de enterramiento], pero no por otros
factores [fase de ciclo (Fsi0s = 0.90, p = 0.44) e interaccion (F3i05= 2.45, p= 0.68)]. Las
comparaciones especificas mostraron disminucion de lalatencia en metaestro y diestro.

En la Gréfica 4 se muestra € efecto de una dosis sub-éptima de indorrenato (2.5mg/kg) en la
prueba de enterramiento defensivo. En el tiempo de enterramiento defensivo (panel A) €
ANDEVA de dos vias mostro diferencias estadisticamente significativas por € factor tratamiento
[(F1103= 14.68, p < 0.001)] pero no por otros factores [fase de ciclo (Fz105= 2.12, p= 0.10) e
interaccion (Fz10s= 1.55, p= 0.20)]. La comparacion de grupos pareados mostré que indorrenato
produjo disminucion del tiempo de enterramiento en las fases de metaestro y diestro. Al anadizar la
latencia de enterramiento (panel B), e ANDEVA de dos vias no mostré diferencias
estadisticamente significativas [fase de ciclo (Fz10s= 0.13, p= 0.93), tratamiento (Fy103= 3.9, p=
0.05) o interaccion (Fzi0:= 0.86, p= 0.46)]. La comparacion de grupos especificos mostré una

reduccion de lalatenciaen el diestro.

En la Tabla 5 se muestra € efecto de fluoxetina (1.25 mg/kg) e indorrenato (2.5 mg/kg) en dosis
sub-Optimas sobre & niimero de choques, en ratas gonadal mente intactas. EI ANDEVA de dos vias
no mostro diferencias estadisticamente significativas [fase de ciclo (Fzi50= 2.3, p= 0.077),
tratamiento (Fy150= 0.55, p= 0.57), e interaccién (Fg 150= 0.64, p= 0.65)].
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Gréfica 3. Efecto de fluoxetina a la dosis de 1.25mg/kg en la prueba de enterramiento defensivo. Los
parametros mostrados son el tiempo de enterramiento defensivo (panel A) y la latencia de enterramiento
(panel B). La figura muestra las medias + E.E. Los resultados de la prueba U Mann-Whitney fueron * p <
0.05; ** p < 0.0l.
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Gréfica 4. Efecto del Indorrenato a la dosis de 2.5mg/kg en la prueba de enterramiento defensivo. Los
parédmetros mostrados son €l tiempo de enterramiento defensivo (panel A) y la latencia de enterramiento
(panel B). La figura muestra las medias + E.E. Los resultados de la prueba U Mann-Whitney fueron * p<
0.05y ** p<0.01.
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Tabla 5. Efecto de fluoxetina e indorrenato sobre el nimero de chogues de ratas gonadal mente

intactas.
Tratamiento Fase del ciclo # de choques/10 min.
Vehiculo Diestro 3.80+0.41
Proestro 3.21+043
Estro 2.60+0.32
Metaestro 421 +1.07
Fluoxetina Diestro 4.07 £ 047
(1.25 mg/kg) Proestro 3.83+£0.32
Estro 3.45+0.39
Metaestro 3.90+0.58
Indorrenato Diestro 4.60 + 0.38
(2.5 mg/kg) Proestro 3.37+£0.46
Estro 3.36+0.20
Metaestro 350+ 0.23

Resultados de ANDEVA en €l texto.

En la Tabla 6 se muestra € efecto de fluoxetina (1.25 mg/kg) e indorrenato (2.5 mg/kg) en dosis
sub-6ptimas, sobre la actividad ambulatoria de ratas gonadal mente intactas. EI| ANDEVA de 1 via
no mostro diferencias estadisticamente significativas con ningun tratamiento: salina (F4e= 1.63, p=
0.18), fluoxetina (F457= 1.40, p= 0.25), o indorrenato (F4ss= 1.03, p= 0.40).
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Tabla 6. Efecto de fluoxetina e indorrenato sobre la actividad ambulatoria de ratas gonadal mente
intactas.

Tratamiento Fase de ciclo % de cambio
Vehiculo Proestro 101.40
Estro 102.03
Metaestro 127.12
Diestro 109.25
Fluoxetina Proestro 107.61
(2.25 mg/kg) Estro 99.23
Metaestro 82.76
Diestro 102.83
Indorrenato Proestro 119.08
(2.5 mg/kq) Estro 101.83
Metaestro 104.01
Diestro 111.92

Los resultados se expresan como % de cambio respecto a grupo vehiculo. Resultados de ANDEVA en €

texto.
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X1. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados méas importantes de este estudio fueron los siguientes. Los dos compuesto
serotonérgicos usados fueron efectivos para reducir la ansiedad en ratas ovariectomizadas, sin
producir cambios en la reactividad de los animales, en la actividad ambulatoriay en € ndmero de
chogues. La fluoxetina en dosis sub-umbral no produjo efecto ansiolitico en ratas intactas que
fueron evaluadas en las diferentes fases del ciclo estral; sin embargo, este tratamiento aumenté la
reactividad en la fase de metaestro y diestro. El indorrenato en dosis sub-umbral produjo efecto
ansiolitico en ratas en las fases de metaestro y diestro, y aument6 la reactividad en la fase de
diestro. Ambos tratamientos no produjeron cambios ni en la actividad ambulatoria ni en el nimero

de choques en ratas en las diferentes fases del ciclo estral.

El modelo de enterramiento defensivo es una prueba que evalUa una conducta que presentan los
roedores ante situaciones adversas, como por gjemplo, la presencia de un predador, o en € caso
experimental, la estimulacién aversiva por medio de choques eléctricos (Pindl y Treit, 1978). Este
modelo es sensible a efecto de fa&rmacos ansioliticos del tipo de las benzodiacepinas, asi como a
otros compuestos que producen accion ansiolitica en € humano (Treit, 1994). La prueba de
enterramiento también es sensible a variaciones fisioldgicas, por gemplo, a cambios en la
concentracion de hormonas gonadales, y en la nocicepcion (Bitran y cols., 1991; Paez-Martinez y
cols., 2003). Con los resultados de nuestro estudio podemos afirmar que €l tipo de administracién
que recibieron las ratas no fue un factor que modificd la conducta en la prueba de enterramiento,
por lo tanto, los cambios significativos se produjeron en respuesta a los factores estudiados, por

ejemplo, lainfluencia hormonal o el farmaco administrado.

Diversos estudios han demostrado que € modelo de enterramiento defensivo es sensible a
variaciones endocrinas, por giemplo, las caracteristicas de las fases del ciclo estral, lagestaciony la
lactancia (Picazo y Ferndndez-Guasti, 1993). En nuestro estudio no encontramos diferencias ni en
el tiempo de enterramiento ni en la reactividad alos choques entre ratas ovariectomizadas (tratadas
con vehiculo) y las evaluadas por fase de ciclo. Lafalta de efecto ansialitico en la fase de proestro
contrasta con resultados de un estudio previo (Fernandez-Guasti y Picazo, 1990) que demostrd una
reduccion del tiempo de enterramiento en ratas en proestro tardio en comparacion con ratas
ovariectomizadas. La diferencia en el tipo de respuesta se debe a que nosotros realizamos €l
registro conductual en la etapa de proestro temprano, entre 10:30 a 14:00 hrs., cuando los niveles

de progesterona son minimos (ver Figura 10). Aungue en este periodo existe un pico en la
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concentracion de estrogenos, se ha demostrado que esta hormona no produce efecto ansiolitico en
el modelo de enterramiento defensivo (Fernamdez-Guasti y cols., 2002).

Ademés de las benzodiacepinas, que son considerados los ansioliticos clésicos, numerosos
compuestos experimentales han sido evaluados en la prueba de enterramiento defensivo, por
giemplo, agonistas del receptor 5-HT14, hormonas esteroides e ISRS; estos estudios se han
realizado en ratas macho (LOpez-Rubalcavay cols., 1994; Martinez-Motay cols., 2000), con €l fin
de evitar las fluctuaciones hormonales que caracterizan a ciclo reproductivo de las hembras. Sin
embargo, trabgjos previos indican que €l efecto de ansioliticos como € diacepam y la
desmetilimipramina se modifica por influencia de la condicion endocrina en hembras (Fernandez-
Guasdti y cols., 1999; Fernandez-Guasti y cols., 2002). Por €ello, € objetivo del presente trabajo fue
evauar € efecto de ansioliticos serotoninérgicos en ratas hembra en diferentes condiciones
endocrinas. En primer lugar, estudiamos el efecto de indorrenato, un agonista total del receptor 5-
HT1a, y de la fluoxetina, un farmaco antidepresivo que inhibe la recaptura de serotonina. En ratas
hembra ovariectomizadas, €l indorrenato disminuyd la conducta tipo ansiedad, sin modificar la
reactividad ni la actividad ambulatoria. La fluoxetina produjo un efecto semejante, aungue de tipo
dosis-respuesta para € caso de la conducta ansiolitica. De esta manera podemos afirmar que estos
farmacos, ademas de ser antidepresivos (Stahl, 2000), también poseen propiedades ansioliticas en

las hembras aun cuando tengan niveles minimos de hormonas esteroides (por castracion).

Datos de la literatura indican que | os estrégenos y |a progesterona incrementan el efecto ansiolitico
de la desmetilimipramina (Ferndndez-Guasti y Picazo, 1990; Fernandez-Guasti y cals., 2002). En €
presente trabajo encontramos que el indorrenato a una dosis inefectiva produce una disminucion de
los niveles de ansiedad principamente en las fases del metaestro y diestro, junto con un aumento
en la reactividad en la fase del diestro. Se sabe que en estas dos fases del ciclo los niveles de
estradiol y progesterona estan disminuidos (ver Figura 10), por o que podemos decir que € efecto
del tratamiento fue mas evidente en las condiciones donde hay bajos niveles hormonales, por
giemplo en ratas ovariectomizadas y en ratas en diestro y metaestro. Estos resultados difieren
moderadamente de los encontrados por Fernandez-Guasti y cols. (1990), ya que ellos no
encuentran variaciones por fase de ciclo en e efecto ansialitico de indorrenato. En relacion a la
reactividad de los animales, indorrenato en dosis sub-6ptima disminuyé la latencia de
enterramiento en ratas en diestro, 1o que se interpreta como un aumento de la reactividad de los
animales. En general, se espera que un farmaco con actividad ansiolitica produzca cambios en la

ansiedad sin modificar lareactividad, por |o que podriamos considerar que el efecto del indorrenato
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en ratas en diestro tiene un componente inespecifico. Las razones por las que indorrenato produce
este tipo de efecto en ratas en diestro son desconocidas, por o que hacen falta méas experimentos

para analizar el mecanismo que subyace a este tipo de respuesta.

La facilitacion del efecto ansiolitico de indorrenato en metaestro puede ser debida a
cambios en la sensibilidad de los receptores 5-HTia, Sitio blanco para indorrenato,
provocados por las variaciones en la concentracion de estradiol y/o progesterona asociadas
al ciclo reproductivo de la hembra. Datos de la literatura sugieren que estas hormonas
gonadales desensibilizan a los receptores 5-HT14 somatodendriticos (Raap y cols., 2000),
por lo que esperariamos que el efecto de un agonista de los receptores 5-HT4, como €l
indorrenato, fuera de menor magnitud en fases del ciclo con bagos niveles de hormonas
gonadales. Los estrogenos desensibilizan a los receptores 5-HT1A (Raap y cols., 2000) y
esto podria explicar que durante € proestro no hubo facilitacion del efecto ansiolitico de

indorrenato.

Existe una relacion estrecha entre los niveles de hormonas gonadales y la transmision
serotoninérgica. Lakoski en 1988, comprobd que un tratamiento con estrégenos a ratas
ovariectomizadas disminuye la capacidad del agonista del receptor 5-HT1a, €l 8-OH-DPAT, para
reducir el disparo de neuronas 5-HT en el nlcleo dorsal del rafe, sugiriendo que los estrogenos
podrian desensibilizar a los autorreceptores 5-HT14. En esta misma linea de evidencias, Uphouse
reportd que la hiperfagia estimulada por 8-OH-DPAT fue mayor en machos y en hembras en
diestro, y menor en hembras ciclantes en proestro y estro, sugiriendo que los estrgenos y/o la
combinacion de éstos con progesterona atenlian la respuesta de hiperfagia producida por la
estimulacién de los receptores 5-HT 4. A su vez, Maswood en 1999, report6é que la combinacién
de estradiol y progesterona atentia €l efecto del 8-OH-DPAT sobre la tasa de 5-HIAA/5-HT
(metabolito/precursor). Estas evidencias apoyan nuestros resultados conductuales, ya que €l efecto
ansiolitico del indorrenato fue observado en ratas ovariectomizadas, y facilitado en ratas intactas en

fases del ciclo con bajos niveles de estradiol y/o progesterona.

Por otro lado, Van de Kar y cols. (2000) reportaron que e tratamiento cronico con fluoxetina
también produce desensibilizacidn de |os receptores hipotaldmicos 5HT 14 sin alterar la densidad o
laafinidad de estos receptores (Raap y cols., 2000). Esta desensibilizacion de los receptores 5-HT 14
parece mediar e efecto de fluoxetina como antidepresivo y ansiolitico. El incremento en la

concentracion plasmatica de estrégenos, ya sea de forma espontanea en ratas ciclantes, o por la
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administracion de estradiol, favorece la desensibilizacion (Raap y cols., 2000; Van de Kar y cols.
2002), y en consecuencia, podria facilitar €l efecto de fluoxetina en hembras, como se propone en
articulos conductuales (Estrada-Camarenay cols, 2003; 2004; 2006). Se piensa que la combinacién
de estrogenos y fluoxetina podrian actuar sinérgicamente a través de mecanismos complementarios,
como la desensibilizacion de receptores post-sinapticos 5HT14 por cambios en el acoplamiento a
proteinas G (Raap y cols., 2000). En nuestro trabajo encontramos que € efecto ansiolitico de
fluoxetina en una dosis sub-Optima, 1.25 mg/kg, no se facilitd en las ratas en proestro. Esta
aparente contradiccion podria deberse al uso de una dosis baja de fluoxetina (1.25 mg/kg), en
contraste con otros estudios que usan hasta 10 mg/kg. Esta interpretacion se sostiene con los
resultados de la latencia de enterramiento, que indican que la dosis de fluoxetina fue insuficiente
para reducir la latencia. Por lo que es necesario hacer otro experimento que incluya una dosis méas

altadel ISRS para comprobar si hay unainteraccion entre el tratamiento y lafase del ciclo.

Podemos decir también que la falta de efecto de la fluoxetina no fue debida a la irregularidad del
ciclo estral, ya que trabajos pasados reportaron gque un tratamiento diario con fluoxetina (10 mg/kg)
no modificala ciclicidad hormonal (Vega-Matuszczyk y cols., 1998; Van de Kar y cols. 2002)

La desensibilizacion de los receptores pos-sinapticos 5-HT1a representan un posible mecanismo
responsable del efecto terapéutico de los ISRS para muchos de |os desordenes psiquiétricos en los
cuales se ha probado este farmaco (ansiedad, TOC y SPM). Esta desensibilizacién de receptores 5-
HT 14 es mas significativa también en humanos del sexo femenino, explicando por que los SRS son

mas ef ectivos en mujeres gue en hombres.

L os resultados obtenidos en |os experimentos de esta tesis, nos permitieron conocer |as variaciones
conductuales producidas por la interaccién de los farmacos serotoninérgicos con las hormonas
ovéricas alo largo del ciclo estral de larata, en la ansiedad. Se observé, que los niveles més bajos
de hormonas favorecieron la disminucién de la ansiedad experimental empleando un agonista del
receptor 5-HT14, 10 que no ocurrid asi con € ISRS, que en ninguna de las fase del ciclo estra

produjo efecto ansiolitico.

Laimportancia de este estudio radica en ayudar acomprender, por unlado, las variaciones de la
respuesta a fluoxetina en mujeres que padecen ansiedad pero que tienen diferente status hormona
dependiente de la edad, y por otro lado, aportar evidencia sobre la posible efectividad del

indorrenato como un ansiolitico para mujeres con SPM o TDPM.
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XI1. CONCLUSIONES

v' La fluoxetina y € indorrenato, produce efecto tipo ansiolitico en ratas hembra

ovariectomizadas.

v' El indorrenato fue més efectivo que fluoxetina para reducir la ansiedad en ratas

gonadal mente intactas pero con bajos niveles de hormona gonadal es.

v Lafluoxetina no fue efectiva para reducir los niveles de ansiedad experimenta en ninguna
de lasfases ddl ciclo estral.

v El efecto tipo ansialitico de los compuestos no se debié a cambios en la reactividad, en la

nocicepcion ni alaactividad motriz.

XIIl. PERSPECTIVAS

L os resultados obtenidos de fluoxetina, en los cuales no se encontrd un efecto ansiolitico
en ninguna de las fases del ciclo estral, pudieron deberse a que la dosis del farmaco fue
muy baja, por |o que se propone analizar una dosis més alta, asi como analizar el efecto del
tratamiento en e proestro tardio. Esta fase se diferencia del proestro temprano por una
mayor concentracion de progesterona, por lo tanto, podriamos esperar una interaccién
diferente entre fluoxetinay lafase. En relacion a indorrenato resulta interesante analizar la
participacion exacta del estradiol y progesterona como posibles mediadores del efecto del

indorrenato.

El sistema serotonérgico central sigue siendo blanco de interés ya que sus ateraciones
subyacen algunos signos y sintomas de los trastornos psiquiétricos asociados a ambiente
hormonal. Por ello, es necesario crear nuevas combinaciones de farmacos o sintetizar
nuevas moléculas que produzcan el efecto terapéutico deseado (por € emplo, reduccion del
estado ansioso) sin los efectos secundarios o0 adversos. Es decir, seriaidea sintetizar otra
molécula que lograra acortar la latencia de efecto terapéutico, o estimular la sintesis de
neuroesteroides, ademas de facilitar la transmision serotoninérgica central .
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