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1. RESUMEN

Actualmente la frecuencia de trastornos de tipo ansioso ha aumentado,
posiblemente debido a factores ambientales estresantes. Existe una prevalencia
de 2 a 1 entre mujeres y hombres, en el caso de las mujeres se ha ligado la

aparicion de cuadros ansiosos a factores hormonales.

La etiologia de los trastornos ansiosos es multifuncional, hay varias lineas que
proponen que la caida brusca de progesterona (P,4), podria desempefiar un papel
fundamental en el desarrollo de cuadros de ansiedad, por ejemplo la abstinencia a
progesterona o la retirada de la misma se han utilizado como modelo animal para
simular el sindrome premenstrual (SPM) y el trastorno disférico premenstrual
(TDPM). Otro factor que podria contribuir al desarrollo del SPM es la alteracién
funcional del eje Hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA), sin embargo se desconoce si
la alteracion funcional del eje HHA contribuye a la respuesta al tratamiento

ansiolitico.

Por lo anterior, en el presente estudio se analizo el efecto ansiolitico del diazepam
(D2) en condiciones de abstinencia a progesterona en una cepa de ratas hiper-
reactiva al estrés, Wistar-Kyoto (WKY, con rasgo de ansiedad). Los animales
formaron dos grupos para cada cepa fueron administrados con aceite de maiz (0.2
mL/dia, sc.) y progesterona (0.5 mg/Kg en 2 mL/dia, sc.) durante cinco dias
consecutivos, en el dia seis se les administré una dosis de DZ (0.125, 0.25, 0.5y
1.0 mg/Kg, ip.) 30 minutos antes de la aplicacion de las pruebas conductuales. Los
modelos de ansiedad utilizados fueron: laberinto elevado en cruz (LEC) y
enterramiento defensivo (ED).
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Los resultados mostraron que en las ratas W, el DZ reduce la ansiedad en los
animales tratados con vehiculo mas no en aquellas sometidas al esquema de
abstinencia a progesterona. En la cepa WKY el DZ no produjo efecto de tipo
ansioso ni en los animales tratados con vehiculo ni las sometidas al esquema de
abstinencia a progesterona. El LEC mostro ser mas sensible para detectar el
efecto ansiolitico del DZ que el modelo de ED en la cepa W

Nuestros resultados muestran que la sensibilidad al diazepam depende de la cepa
estudiada, en este caso la cepa WKY no es sensible al tratamiento. Asi mismo la
cepa WKY es mas sensible al esquema de abstinencia a progesterona. Este
modelo animal puede ser un modelo util para evaluar los periodos de la caida
endogena de progesterona en el sindrome premenstrual (SPM) y el trastorno
disférico premenstrual (TDPM).



UNAM
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

2. INTRODUCCION

En México la Secretaria de Salud destina a la salud mental 2% del presupuesto
total asignado, de este el 80% se utliza para los gastos en hospitales
psiquiatricos. De acuerdo con el Informe de la Evaluacién del Sistema de Salud
Mental utilizando el Instrumento de Evaluacion para el Sistema de Salud Mental de
la Organizacion Mundial de la Salud, los trastornos psiquiatricos de mayor
prevalencia son: trastornos afectivos, de ansiedad y psicoticos por lo tanto, son los
gue generan mas gastos de salud mental (IESM-OMS, 2011).

La ansiedad ocupa uno de los primeros lugares de padecimientos psiquiatricos y
su frecuencia aumenta debido a factores ambientales estresantes (Rodriguez-
Landa y Contreras, 1998). Existen estudios que muestran una mayor evidencia
entre los 15 y 45 afios de edad, con una proporcion de 2 a 1 entre mujeres y
hombres (Virgen et al., 2005; Bandelow et al., 2014). En términos generales, la
ansiedad puede ser una emocion normal o un trastorno psiquiatrico, dependiendo
de la intensidad y de su repercusion en la vida de la persona que la presenta y se
caracteriza por una sintomatologia variada que combina sintomas fisicos (asfixia,
sofocos, dolor de cabeza, etc.) y psicosomaticos (sudoracion, palpitaciones, fatiga,

insomnio, etc.) (Hurlé, 2012).

La etiologia de los trastornos ansiosos es multifactorial pero se considera que
algunos de los factores fisiol6gicos que generan o exacerban un cuadro ansioso
son los cambios hormonales que ocurren a lo largo del ciclo menstrual
particularmente en la fase latea tardia del ciclo, conocida como fase premenstrual
(Nillni et al.,, 2011). De hecho, varios grupos han estudiado el papel de las
hormonas gonadales como factores que pueden desencadenar enfermedades
mentales como depresién y ansiedad a lo largo de la vida reproductiva de la mujer,
particularmente en el sindrome premenstrual (SPM) y el trastorno disférico
premenstrual (TDPM) (Estrada-Camarena et al., 2011).
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Por lo anterior, en los ultimos afios, se han desarrollo modelos animales que
permiten simular condiciones endocrinas con el fin de identificar sustratos
neurobiologicos de los trastornos ansiosos en la mujer y a su vez, la generacién
de tratamientos alternativos. Por ello, el uso de cepas de animales especificas que
exhiban respuestas Unicas a los estimulos ansiogénicos puede ayudar en el
establecimiento de nuevos parametros de comportamiento que den lugar a un
cuadro tipo ansiedad y a su tratamiento (De la Garza et al., 2004). Tal es el caso
de la cepa Wistar-Kyoto (WKY) que se propone como un modelo animal en el que
coexisten signos de ansiedad y depresion de manera basal y que es hiper-reactiva
a los estimulos estresantes. En este trabajo se utiliz6 como modelo experimental
dicha cepa y en ella se evalud si el efecto ansiolitico del diazepam cambia en

condicién de abstinencia a progesterona.

10



UNAM
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

3. ANTECEDENTES
3.1 Sistema nervioso central

La funcion del sistema nervioso central (SNC) consiste en regular las diversas
actividades del organismo (Guyton y Hall, 2011).

El SNC contiene més de 100.000 millones de neuronas (Gyton y Hall, 2011),
comprende al encéfalo (hemisferios cerebrales, diencéfalo, cerebelo y tronco del
encéfalo) y la médula espinal (Purves, 2004).

La mayor parte de las actividades del sistema nervioso se ponen en marcha
cuando las experiencias sensitivas estimulan los receptores sensitivos, ya sean de
caracter visual, auditivo, tactil en la superficie del organismo o de otro tipo. Estas
experiencias sensitivas desencadenan reacciones inmediatas del encéfalo, o
almacenarse como recuerdo durante minutos, semanas o0 afios y determinar

reacciones corporales en algan momento futuro (Guyton y Hall, 2011).

3. 2 Eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadal

La regulacion de los ciclos ovaricos es controlada por el SNC (Kilen y Schwartz,
1998). El eje hipotadlamo-hipdfisis-gonadal ejerce el control ciclico de la produccion
hormonal ovarica mediante la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH, por
sus siglas en inglés, gonadotropin-releasing hormone). Esta a su vez, en la
adenohipofisis estimula la secrecion de otras dos denominadas gonadotropinas la
luteinizante (LH), y la estimulante del foliculo (FSH) (Guyton y Hall, 2011). Ambas
actian en los ovarios, estimulando la secrecidon de estradiol e incluyen la
formacion de cuerpo IUteo y la secrecion de progesterona, mismas que a su vez
regulan los procesos de retro alimentacion negativa en el hipotalamo y la hipofisis
(Kilen 'y Schwartz, 1998).

11
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3. 3 Ciclo menstrual

Desde el comienzo de la pubertad y hasta la menopausia, el ovario produce una
serie de secreciones hormonales ciclicas, que a través de su accién, daran lugar

al ciclo menstrual (Tresguerres, 2011).

3.3.1 Fase folicular temprana (dias 1 a 4)

Esta fase comienza con el inicio del sangrado menstrual, que corresponde en
realidad a la terminacion del ciclo precedente. Durante estos dias del ciclo
menstrual, contando a partir del inicio de la menstruacion, comienza el desarrollo
progresivo de una serie de foliculos primarios gracias a las concentraciones
elevadas de FSH fundamentalmente. Los niveles altos de FSH ayudan en el
desarrollo, de los foliculos y elevan ademas el nimero de receptores para LH en

las células de la granulosa y de la teca (Tresguerres, 2011).
3.3.2 Fase folicular mediana (dias de 5 a 7)

Segun progresa el desarrollo folicular, los elementos celulares de esta estructura
adquieren mayor capacidad esteroidogénica; esto lleva a un lento y progresivo
aumento de estrogeno asi como de la hormona inhibina, los cuales a su vez
determinan la disminucion de la concentracion de FSH y permiten que la relacién
de FSH: LH llegue a ser inferior a 1. Esta caida de las concentraciones de FSH
causa que los foliculos menos dotados de receptores a FSH experimentan
gradualmente un proceso de atresia (degeneracion folicular y la reabsorcién de un
foliculo ovéarico antes de que alcance la madurez). Por el contrario, el foliculo
mejor preparado continla su desarrollo hasta convertirse en el dominante

(Tresguerres, 2011).

12
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3.3.3 Fase folicular tardia (dias 8 a 12)

Este periodo se caracteriza por el incremento de estrogenos procedentes del
foliculo dominante hasta alcanzar valores maximos entre 40 y 50 horas antes de la
aparicion del pico ovulatorio de la LH (Tresguerres, 2011).

Al final de esta fase las concentraciones de LH y FSH comienzan a
elevarse para dar lugar al pico ovulatorio, en el que la LH se incrementa mas que
la FSH (Tresguerres, 2011).

3.3.4 Fase preovulatoria (dias 12 a 14)

En este periodo se alcanza el pico maximo de secrecion de estradiol, con las
concentraciones entre 200 y 400 pg/ml. Entre 24 y 48 horas después de este pico
aparece el de LH y FSH, que a su vez alcanzaran valores maximos entre 16 y 24
horas antes de la ovulacion. Una vez ocurrida la ovulacién disminuyen las
concentraciones de estrégenos. La progesterona que durante la fase folicular se
ha mantenido en niveles bajos, aumenta lentamente (Tresguerres, 2011).

3.3.5 Fase luteinica inicial (dias 15 a 21)

Después de la ovulacion hay un periodo de cerca de tres dias en el cual, a partir
de los restos foliculares y por la accién fundamental de la LH, se forma el cuerpo
luteo, que serd el elemento funcional protagonista de la segunda mitad del ciclo
menstrual (Tresguerres, 2011).

Esta fase se caracteriza por un incremento rapido de las concentraciones
plasmaticas de progesterona, que se relacionan con la maduracién inicial del
cuerpo luteo. Los estrogenos, tras una fase de disminucién post-ovulatoria,
vuelven a incrementarse. La LH y FSH disminuyen de manera progresiva hasta
alcanzar, al final de esta fase, valores analogos a los encontrados en el periodo

folicular.

13
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El endometrio se trasforma en secretor, esto es idéneo para permitir el
anidamiento del embrion en el (tero, en caso de que haya fecundacién

(Tresguerres, 2011).

3.3.6 Fase luteinica media (dias 22 a 24)

La progesterona alcanza su méaxima concentracion plasmatica (10 y 20 ng/mL), y
los estrégenos alcanzan un segundo pico, inferior al de la fase periovulatoria (150
y 250 pg/mL).

Las concentraciones de gonadotropinas son las mas bajas de todo el ciclo
menstrual, de acuerdo con la accion de retroalimentacién negativa ejercida en

conjunto por estrégenos y progesterona (Tresguerres, 2011).

3.3.7 Fase luteinica tardia o luteolitica (dias 25 a 28)

Se caracteriza porque empieza a declinar la secrecidon de progesterona y estradiol,
acompafnada del inicio de incremento de las gonadotropinas, sobre todo de la
FSH. El cuerpo luteo involuciona por el proceso de lutedlisis, hasta que las
concentraciones hormonales esteroideas disminuyen. Al disminuir las
concentraciones plasmaticas, deja de actuar la retroalimentacién negativa sobre
las gonadotropinas y se incrementan las concentraciones de FSH. Las
concentraciones bajas de esteroides ovéaricos determinan la separacion de la

mucosa endometrial y el inicio del flujo menstrual (Tresguerres, 2011).

14
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3. 4 Ciclo estral de la rata

El término estral se deriva de la palabra en latin “oistros” que significa “frenesi”,
corresponde con la etapa en la que la hembra es receptiva al macho (Kilen y
Schwartz, 1998). La rata, presenta ciclos estrales de cuatro a cinco dias de
duracion (Freeman, 1994) dependiendo de la cepa y el periodo de luz/oscuridad
en que se mantengan los animales (Schwartz, 2000). En la rata, el ciclo estral se
divide en cuatro fases: estro, metaestro o diestro-1, diestro o diestro-2 y proestro
(Kilen y Schwartz, 1998).

La duraciéon promedio de cada una de estas etapas depende de las condiciones
en las que se mantiene al animal, segun Freeman, 1994, los dias de diestro-1 y
diestro -2 duran 61 a 65 h, de proestro 12 al4 hy estro 25 a 27 h.

El dia del estro, se describe como el tiempo en el que la hembra es receptiva al
macho. El frotis vaginal presenta células epiteliales cornificadas y sin nucleo
(Bautista, 2006). En la madrugada de este dia ocurre la ovulacion. Las
concentraciones de estradiol, progesterona y LH son las mas bajas del ciclo estral
(basales), la FSH aumenta en la mafana de este dia, la funcién es reclutar los
foliculos que empezaran a crecer y ovularan en ciclos posteriores (Kilen vy
Schwartz, 1998).

Etapa de diestro-1 es un periodo de recuperacion, la citologia vaginal presenta
una gran cantidad de leucocitos. El cuerpo luteo secreta progesterona por varias
horas, lo que provoca que la concentracion de esta hormona alcance un segundo
“pico” hacia el mediodia. Las concentraciones de estradiol, LH y FSH son basales

durante este dia (Kilen y Schwartz, 1998).

15
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En el diestro-2, en el frotis vaginal se observa una menor cantidad de leucocitos.
La concentracidbn de estradiol empieza a aumentar paulatinamente (Kilen y
Schwartz, 1998)

Durante estro, metaestro, diestro y en la mafiana del proestro se mantienen los
niveles basales de LH y FSH, debido a los efectos de retroalimentacion negativa

por el estradiol y la progesterona.

En el proestro, el frotis se caracteriza por la presencia de células epiteliales
nucleadas. En la mafiana de ese dia, la concentracion de estradiol alcanza el valor
méximo del ciclo; 1400-1600 h més tarde, la disminucion de estradiol induce el
aumento de LH y FSH. Los niveles séricos de ambas gonadotropinas aumentan
rapidamente, generando el pico preovulatorio, que a su vez, induce la ruptura
folicular y la ovulacion en el ovario 10-14 h mas tarde. Los niveles séricos de LH y
FSH comienzan a declinar 1800 a 1900 h posteriores al pico preovulatorio. Por la
mafana del estro, los niveles de LH han vuelto a su nivel basal; FSH muestra un
aumento secundario antes de descender a su nivel basal en la noche del estro
(Kilen 'y Schwartz, 1998).

El aumento pulsétili de LH coincide con el aumento pulsati de GnRH, como
establecimiento de la sefial primaria para el pico preovulatorio (Figura 1).

16
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Figura 1. Comparacion del ciclo estral de la rata y el ciclo menstrual del humano.
a) El ciclo estral de 4 dias de la rata (barras grises indican la noche, 6 pm-6 am),
que muestra las fluctuaciones de los estrogenos, progesterona, hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo-estimulante (FSH). b) El ciclo menstrual
femenino de 28 dias. Se cree que el momento de la caida de progesterona es al
final del ciclo, aproximadamente en el inicio de la menstruacion (Modificado de

Staley y Scharfman, 2005)

17
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3. 5 Sindrome premenstrual y trastorno disférico premenstrual

El SPM se define como un patrén ciclico de sintomas que causan algun grado de
deterioro mental y fisico (L6fgren et al., 2009). Los sintomas fisicos caracteristicos
son: fatiga, dolor del cuerpo, hipersensibilidad en los senos, etc.; entre los
comportamientos psicolégicos destaca irritabilidad, ansiedad, dificultad de
concentracion, etc. (Dickerson et al., 2003; Biggs y Demuth, 2011) ver (cuadro 1).
Estos aparecen en la fase lutea tardia y el declive de estos se presenta después
del comienzo de la menstruacién (Su et al., 1997; Freeman, 2003).

La forma severa del SPM, se le denomina TDPM, que difiere del SPM en la
intensidad de los sintomas fisicos y el predominio de los sintomas psiquiatricos se
destacan cuatro sintomas principales: estado de animo depresivo o disforia,
ansiedad o tension, labilidad afectiva e irritabilidad, entre otros sintomas
secundarios ver cuadro 1y 2 (Firoozi et al., 2012).

Los sintomas del TDPM deben de estar presentes durante mas de una semana
antes de la menstruaciéon, disminuyen unos dias después de la aparicion de la
menstruacion, y estan completamente ausentes en la semana siguiente a la
menstruacion; 1) =5 sintomas deben de ocurrir en la mayoria de los ciclos
menstruales durante los Ultimos 12 meses; 2) los sintomas interfieren
significativamente con las relaciones escuela/trabajo, o las actividades habituales
(Biggs y Demuth, 2011).

De los sintomas psiquiatricos principales del SPM y el TDPM se destaca la
ansiedad y el estado de animo deprimido que en muchos casos llega a interferir

con las relaciones personales y laborales de quienes las presentan.
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Cuadro I. Sintomas asociados con el sindrome premenstrual (SPM)
y trastorno disférico premenstrual (TDPM)

Fisicos Comportamiento Psicolégico
* lra, irritabilidad
* Hinchazén abdominal » Ansiedad
» Dolor de cuerpo » Cambios en el apetito (comer en
» Hipersensibilidad en los senos exceso o antojos de alimentos)
» Calambres, dolor abdominal » Cambios en el libido
» Fatiga » Dificultad de concentracion
» Dolores de cabeza » Estado de &nimo deprimido
* NAauseas » Sensacion de fuera de control
* Hinchazén de extremidades e Cambios de humor
e Aumento de peso * Suefio
» Tension

Tomado de Biggs y Demuth, 2011

Cuadro Il. Criterios clinicos para el trastorno disférico premenstrual (TDPM)

Los sintomas del TDPM deben de estar presentes en la mayoria de los ciclos
menstruales durante el Ultimo afio, cinco (0 mé&s) de los siguientes sintomas deben
haber estado presentes durante la mayor parte de la Gltima semana de la fase Iutea,
comenzd a remitir a los pocos dias después del inicio de la menstruacion,
permaneciendo ausentes después de la menstruacion. Al menos uno de los sintomas
debe de ser 1, 2, 3, 4:

Estado de &nimo depresivo o disforia

Ansiedad o tension

Labilidad afectiva

Irritabilidad

Disminucion del interés por las actividades habituales

Dificultad de concentracion

Marcada falta de energia

Marcado cambio en el apetito, comer en exceso, o los antojos de alimentos
especificos

9. La hipersomnia o insomnio

10. Sentirse abrumado

11. Otros sintomas fisicos, como sensibilidad en los senos, dolores de cabeza,
dolor muscular, sensacién de distencion, aumento de peso.

ONoGA~WONE

-Los sintomas interfieren notablemente con el trabajo, la escuela, las actividades
sociales habituales

- Los sintomas no son solo una exacerbacion de otro trastorno

-Los tres primeros criterios deben de ser confirmadas por calificaciones diarias
durante al menos dos ciclos menstruales consecutivos.

Tomado de Cunningham et al., 2009; Biggs y Demuth, 2011.
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3.6 Ansiedad

La ansiedad es una de las enfermedades psiquiatricas mas comunes (Scaini et al.,
2014) y se considera incapacitante ya que representa graves consecuencias para
los individuos que la sufren (Reus et al., 2014).

La ansiedad es un fenbmeno natural que asegura la supervivencia del individuo,
se produce en respuesta al peligro y prepara un organismo para hacer frente al
entorno jugando un papel fundamental en su supervivencia (Gutiérrez-Garcia y
Contreras, 2013). En condiciones normales constituye uno de los impulsos vitales
gue motivan al individuo a realizar sus funciones y a enfrentarse a situaciones
nuevas, se convierte en patolégica cuando en lugar de favorecer el
comportamiento, interfiere en él (Huarle, 2012). Se caracteriza por “un miedo
marcado y persistente por una o mas situaciones sociales a las que la persona
estd expuesta o al posible escrutinio de otros” (American Psychiatric Association,
2013), los sintomas fisicos habitualmente son: asfixia, sofocos o escalofrios,
palpitaciones, desmayos, agitacion y dolor de cabeza (Beidel et al., 1999).

La ansiedad es un estado patolégico incapacitante que implica alteraciones
cognitivas, emocionales y fisiologicas (Gutiérrez-Garcia y Contreras, 2013).
Interfiere de manera negativa con las actividades cotidianas de quienes las
padecen (Bouton et al., 2001).
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Las benzodiacepinas (benzo 1, 4 diazepinas; BDZ) (Figura 2) son los principales

agentes utilizados en el tratamiento de la ansiedad (Rodriguez-Landa y Contreras,

1998), son farmacos sintéticos cuyo uso clinico comenzé por la década de los 60°s

con el primer agente, clordizep6xido. Dentro de las benzodiazepinas prescritas

con mayor frecuencia esta el diazepam, el clordiazepdxido, el clonazepam, el

lorazepam y el alprazolam (Rodriguez-Landa y Contraeras, 1998).

Poseen en comun las siguientes propiedades farmacolégicas: son ansioliticos,

sedantes- hipnoticos, miorrelajantes, anticonvulsantes, son utiles en la medicacién

pre-anestésica y para el mantenimiento de la misma (Hurlé, 2012).

Quimicamente estan constituidas por un
sistema anular heterociclico formado por
la unién de un anillo bencénico (A), un
anillo diazepinico (B) que contiene dos
atomos de nitrégeno, las
benzodiacepinas contienen un
sustituyente 5 arilo en el anillo C, (5-aril-
1,4 benzodiazepinas) (Figura 2). Las
diferentes sustituciones en los radicales
originan las distintas benzodiazepinas
(Hurlé, 2012).

Figura 2. Estructura quimica de la
benzodiazepina (Modificada de Hurlé, 2012).
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3. 8 Tratamiento de la ansiedad durante el sindrome premenstrual

La regulacion de la ansiedad esta asociada a la funcion del receptor GABA de tipo
A (GABAa-R) (Gulinello et al., 2003). El receptor GABAa es un canal cloruro,
rodeado por un conjunto pentamérico de subunidades: al-6, B 1-4, y1-4, €, 8y &
las cuales formar diversas combinaciones y dan varias isoformas del GABAa-R
(Smith et al., 2004). La isoforma GABAAx-R modula la ansiedad diferencialmente
dependiendo de su ubicacién en regiones especificas del cerebro (Smith et al.,
2004). Existen moduladores enddgenos del GABAa-R, tales como los metabolitos
5-a-reducidos de la progesterona, que regulan la expresion y la funciéon del
GABAA-R (Smith et al., 1998; Smith et al., 2004). Como moduladores exégenos se
pueden considerar a las BDZ y otros farmacos con propiedades ansioliticas ya que
ejercen sus acciones a través del sistema GABAérgico, via el receptor GABAA,
mismo que contiene un sitio de afinidad para las BDZ y otro para esteroides
(Olsen y Tobin, 1990; Rodriguez-Landa y Contreras, 1998).

En estudios preclinicos, la administracion aguda de progesterona o de sus
metabolitos 5-a-reducidos induce un efecto ansiolitico por la activacion del GABAa-
R (Gullinello et al., 2001; Rodriguez-Landa et al., 2009). En contraste, cuando se
administra de manera cronica y se suspende de manera brusca (abstinencia)
aumenta la ansiedad y la expresién de una subunidad del GABAa-R, la subunidad
a4, lo que genera alteraciones en la respuesta a varias clases de moduladores
GABA, Yy una insensibilidad a las BDZ (Smith et al., 2004).

Durante el periodo premenstrual se observa una reduccion de los efectos
ansioliticos y sedantes de las BDZ y los esteroides neuroactivos en mujeres con
SPM (Estrada-Camarena et al., 2011). De manera similar a lo que ocurre en los
modelos animales, se ha propuesto que la insensibilidad al tratamiento con a -
benzodiacepinas podria estar asociada a los cambios en la funcionalidad del
GABAA-R (Smith et al., 2004).
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3.9 Modelo animal de sindrome premenstrual de abstinencia a progesterona

La progesterona (P4) deriva del latin: pro= a favor y gestare= llevar, lo que denota
el efecto de llevar o sostener el producto de la concepcion. P4 (4-prepen-3, 20
diona) es una molécula lipidica, formada por el nucleo ciclopentanoperhidro-
fenantreno, constituido por 21 atomos de carbono y grupos metilo en el 4&tomo de
carbono en posicién 10 y 13 (Cantarow y Schepartz, 1988).

Los cambios bruscos en la concentracién de P,4, se ha vinculado al aumento de la
vulnerabilidad para desarrollar trastornos de ansiedad en algunas mujeres. Se han
mostrado evidencias que los cambios en las fluctuaciones enddégenos de los
neuroesteroides como la alopregnanolona y esteroides neuroactivos como la P, y
sus metabolitos a-reducidos, puede desempefiar un papel en los trastornos del
estado de animo y de la ansiedad (Gulinello y Smith, 2003).

En mujeres la concentracion elevada de alopregnanolona (3a hidroxilo-5a-pregna-
20-ona o 3a, 5a THP) estan presentes durante la fase lutea del ciclo menstrual, el
embarazo y durante la respuesta a estimulos estresantes (Lofgren et al., 2006). La
abstinencia de alopregnanolona resulta en el aumento de la ansiedad y el
incremento en la expresion de la sub unidad a4 en los receptores a GABA en el
hipocampo y la pérdida de la sensibilidad de la modulacion del receptor GABAA
por las BDZ (Gulinello et al., 2001).

En modelos animales se ha observado que la supresién de progesterona (SP,)
después de la exposicién continua, desencadena conductas tipo ansiedad, razén
por la cual se considera puede representar algunos signos del SPM (Gallo y
Smith, 1993; Lofgren et al., 2006). En ratas Long-Evans macho y hembra adultos
de dos meses de edad y jovenes de 23-25 dias, la exposicion a corto plazo con
0.5 mg/Kg de P, durante 48 h aumenta la ansiedad en el paradigma de laberinto
elevado en cruz (plus-maze; EPM, por su siglas en inglés) alterando el potencial
ansiolitico de la benzodiacepina lorazepam (Gulinello y Smith, 2003). Gulinello et
al.,, (2001) muestran que en ratas hembras Long-Evans de 110-120 g con
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tratamiento a corto plazo por 3 6 6 dias inyectadas una vez por la mafa con P4 (5
mg/0.2 mL), a 72 h después de la supresidn del tratamiento, exhiben insensibilidad
al efecto ansiolitico del lorazepam.

Estudios clinicos han mostrado que mujeres diagnosticadas con SPM y TDPM
presentan concentraciones basales de cortisol bajas en comparacion a mujeres
sanas. El incremento de cortisol que se observa en respuesta al estrés, no se
presenta en estas mujeres con SPM y TDPM (Girdler et al., 2001). Esto sugiere
gue existe alguna alteracion en el funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenal (HPA) que contribuye a la regulacion de los sintomas clinicos de estas
mujeres. Por lo anterior, es posible que estas alteraciones también contribuyan al
tratamiento de sintomas psiquiatricos como la ansiedad y depresion que
prevalecen en el TDPM.

Por otro lado, con el objetivo de estudiar y comprender las bases bioldgicas de la
ansiedad, se han desarrollado estudios en animales (Cassano y Argibay 2009), lo
que permite hacer manipulaciones y procedimientos que tienen limitaciones
importantes cuando se trabaja con seres humanos (Marvan, 1993). Una de las
cepas de rata mas utilizada es la Wistar-kyoto (WKY), la cual se considera un
modelo animal genético de depresion y ansiedad (Pare y Redei, 1993). La cepa
exhibe comportamiento de tipo depresivo y ansioso en numerosos modelos
conductuales ademas de anormalidades a nivel hormonal similares a los
encontrados en seres humanos asociados con depresion particularmente en el
funcionamiento del eje HHA (Estrada-Camarena et al., 2011). Por lo anterior es
considerada una cepa hiper-reactiva al estrés (Estrada-Camarena et al., 2011).
Por otro lado, evidencias recientes indican que los niveles elevados de
glucocorticoides podrian disminuir la sensibilidad del receptor GABAA/BDZ (L6pez-
Rubalcava et al., 2013) y la dado que la cepa WKY presenta niveles elevados de
los mismos es factible considerar que ésta cepa podria mostrar una respuesta
disminuida o alterada a agentes GABAérgicos. Por lo que en este estudio se
analiz6 en ratas WKY la sensibilidad a las BDZ, lo que nos permitira sugerir
alteraciones en el funcionamiento del GABAA-R y por tanto proporcionar bases
para la busqueda de otros tratamientos.
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3.10 Modelos animales para el estudio de la ansiedad

Los modelos animales de ansiedad miden la respuesta conductual, ante estimulos
estresantes 0 novedosos, analogos a la expresion humana de esta patologia
(Sollozo-Dupont et al., 2011). Un buen modelo animal para el estudio de trastornos
psiquiatricos deben de cumplir al menos uno de los siguientes criterios a) validez
aparente: debe ser analogo al desorden humano en su sintomatologia b) fiabilidad:
debe de ser altamente reproducible c) validez predictiva: la condicion debe ser
mejorada o atenuada por tratamientos efectivos en el tratamiento de trastornos
humanos e) validez constructo: cambios en el modelo deben tener estrecha
correspondencia en parametros neuroquimicos o endocrinos descritos en
pacientes (Estrada-Camarena et al., 2011). Los modelos condicionados implican
procedimientos de una respuesta incondicionada con un estimulo usualmente de
castigo o conflicto mediante los cuales se entrena al animal para emitir o suprimir
una respuesta (Cardenas y Navarro, 2002). En contraste, las pruebas no
condicionadas estudian el repertorio conductual natural del animal mediante
estimulos estresantes o nuevos; un ejemplo es LEC y ED (Sollozo-Dupont et al.,
2011)

En el laberinto elevado en cruz (LEC), se puede cuantificar la exploracién natural
del animal en un ambiente novedoso y aversivo (Sollozo-Dupont et al., 2011). Se
basa en la aversion natural de las ratas en areas abiertas y elevadas, asi como su
comportamiento exploratorio natural en ambientes nuevos (Lister, 1987); presenta
dos zonas diferentes: una potencialmente aversiva (brazos abiertos) y otra segura
(brazos cerrados). En estado natural la rata elige estar cerca de superficies
verticales, preferiblemente rincones y lugares con poca iluminacion, los campos
abiertos les causan aversion, lo que explica su preferencia por los brazos cerrados
(Miranda et al., 2009).
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El enterramiento defensivo (ED), proporciona una respuesta innata que tienen los
roedores la cual consiste en enterrar el objeto amenazador o nocivo (Suckow et
al., 2006). Esta conducta se induce mediante un aparato que consta de una caja
de acrilico con la base cubierta de aserrin y un electrodo adaptado a una de las
paredes de la caja; cuando el animal entra en contacto con el electrodo, recibe un
choque eléctrico de baja intensidad identifica a este como un estimulo aversivo; en
respuesta, comenzara a enterrarlo (Ferndndez-Guasti, 2003). El tiempo invertido
en enterrar la fuente aversiva es el principal indicador de ansiedad (Pinel y Treit
1978; De Boer y Koolhaas, 2003)
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4. JUSTIFICACION

La ansiedad es una de las enfermedades mentales que afecta entre el 5y 10% de
la poblacién en general (Rodriguez-Landa y Contreras, 1998), reportandose una
mayor incidencia en mujeres en edad reproductiva (Virgen et al.,, 2005),
particularmente cuando se presenta asociada a las fluctuaciones hormonales
durante el periodo menstrual. Se considera incapacitante para las mujeres que la
padecen y constituye un problema de salud publica dado que los pacientes tienen
un impacto a nivel social, econémico y personal, disminuyendo la calidad de vida
(Moreno-Peral et al., 2014).

El tratamiento para la ansiedad por excelencia son las BDZ (Gries et al., 2005), sin
embargo existen informes de que cuando se presenta un cuadro ansioso asociado
a las fluctuaciones de hormonas gonadales, la sensibilidad al tratamiento
disminuye (Sundstrom et al., 1997). Por esto es necesario explorar alternativas de

tratamiento con fin de generar nuevas estrategias.

Una caracteristica de las mujeres que sufren ansiedad durante el periodo
premenstrual es que son generalmente vulnerables a eventos estresantes
(Yonkers, 1997), por lo que se requiere evaluar tratamientos farmacologicos en un
modelo animal que simule esta condicion. Una propuesta para simular esta
condicion es el uso de ratas de la cepa WKY, ya que presentan caracteristicas de
hiper-reactivad al estrés, muestra conductas tipo ansiosa y depresiva ademas
responde al modelo de abstinencia a progesterona.

La caracterizacion de la respuesta al tratamiento de la ansiedad con las BDZ en la
cepa WKY aportard bases para la busqueda de nuevas estrategias para el
tratamiento de la ansiedad.
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5. HIPOTESIS

Si la cepa WKY es hiper-reactiva al estrés, entonces el efecto de la abstinencia a
progesterona serd mayor y el efecto ansiolitico del diazepam serd menor que el
observado en la cepa W.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

% Analizar el efecto del diazepam sobre la ansiedad inducida por la
abstinencia a progesterona en una cepa de ratas hembra hiper-reactivas al

estrés (WKY) y compararlo con la cepa control.

6.2 Objetivos particulares:

Evaluar el efecto de la abstinencia a progesterona y el diazepam en ratas Wistar-
Kyoto (WKY) en el modelo de enterramiento defensivo (ED) y laberinto elevado en

cruz (LEC) y compararlo con la cepa control Wistar.

s Analizar el efecto de diferentes dosis de diazepam en ratas WKY en el
modelo LEC y ED.

s Estudiar el efecto de la abstinencia a progesterona en ratas de la WKY en

el modelo de LEC y ED.

Evaluar la respuesta farmacoldgica al diazepam, en ratas de la WKY con

X/
°e

abstinencia a progesterona en el LEC.

X/
°e

Estudiar la respuesta farmacoldgica al diazepam, en ratas de la WKY con

abstinencia a progesterona en el ED.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizaron ratas hembras 3 meses de la
cepa Wistar o WKY (n=8 por grupo) de 200-250g. Los animales fueron alojados en
el bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Mufiiz” bajo un
ciclo controlado de luz/oscuridad invertido (12/12 h; encendido a las 21:00 h) y
temperatura (22-24 °C). La comida y agua se suministré a libre demanda a lo largo
del experimento. El objetivo de alojar a los animales bajo un ciclo de luz invertido
es que se registre la conducta durante la fase de actividad de los animales
(Fernandez-Guasti y Picazo, 1997).

Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a la norma
oficial mexicana para el cuidado de los animales y la manipulacion (NOM-062-

Z00-1999) y aprobados por nuestro Comité de Etica Institucional.

7.2 Frotis vaginal

Se utilizaron animales ciclicos con al menos, dos ciclos estrales consecutivos

regulares de cuatro dias.

Se tomd una muestra de las células de la vagina de la rata con ayuda de un gotero
con solucién salina al 9%. La preparacion en fresco se observé al microscopio
(10X).
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7.3 Administracién de progesterona

Se inyectaron a los animales por via subcutanea (sc.) 0.5 mg/Kg de peso corporal
con progesterona, (Sigma-Aldrich, USA) disuelta en aceite de maiz. Se administrd
una vez iniciada la fase de oscuridad (10:00 h), durante cinco dias (Saavedra et
al., 2006).

Como grupo de comparacion se utilizaron animales que se les administro en
misma frecuencia y mismo volumen el vehiculo (vh) aceite de maiz (Saavedra et
al., 2006).

7.4 Administraciéon del farmaco diazepam

En el sexto dia, los animales fueron inyectados por via intraperitoneal (ip.) 30 min
antes de las pruebas de conductuales (Fernandez-Guasti y Picazo, 1997;
Ferndndez-Guasti y Martinez-Mota, 2003) con diazepam (valium solucion, Roche,
Brasil) (DZ; 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mg/Kg)

Los animales control se inyectaron de manera similar con Propilen glicol

(Sigma-Aldrich, USA) como vehiculo de diazepam.

La ansiedad experimental se determiné en dos modelos conductuales en el LEC y
ED. Se llevaron a cabo las pruebas de comportamiento durante la fase oscura,
entre 10:00 y 14:00 h.
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7.5 Modelo de laberinto elevado en cruz

Las ratas se pusieron en el laberinto elevado, en una habitacién con luz roja y
bajos niveles de ruido. El aparato es una cruz elevada con dos brazos abiertos 50
x 10 cm y dos brazos cerrados de 50 x 10 x 40 cm. Los brazos se extienden a
partir de una plataforma central de 10 x 10, se encuentran elevados a 50 cm del
suelo. Las ratas se colocaron en la parte central y se cont6 el nimero de entradas
y el tiempo que los animales permanecieron en los brazos abiertos o cerrados
durante 10 min. El aumento en el tiempo de exploracion en los brazos abiertos es

indicativo de una menor ansiedad (Lister, 1987).
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7.6 Modelo de enterramiento defensivo

El modelo de ED consiste en una caja de acrilico (27 x 16 x 23 cm) la base se
cubrié con aserrin fino 2 cm por encima del suelo, un electrodo sobresale de una
pared. El electrodo esta conectado a una fuente de poder de corriente constante
que cuando el animal hace contacto con €l emite una descarga de 0.3 mA. El
registro tiene una duracion de 10 min, (Fernandez-Guasti, 2003) durante este
periodo se cuantifica:

a) Latencia de enterramiento, que es el tiempo transcurrido desde que el animal
recibe el primer choque hasta que empieza a presentar la conducta de
enterramiento; esta medida refleja la reactividad o tiempo de reacciéon de los
animales y permite distinguir el efecto ansiolitico del sedante (De Boer y Koolhaas,
2003).

b) Tiempo acumulativo de enterramiento, tiempo en el que el animal invierte en
enterrar el electrodo. Esta conducta refleja la ansiedad del animal, a mayor tiempo
de enterramiento, mayor ansiedad (Pinel y Treit 1978; De Boer y Koolhaas, 2003).
c) Numero de choques eléctricos, una medida que sirve para descartar los
posibles efectos analgésicos de los compuestos evaluados (Fernandez-Guasti,
2003)

d) Acicalamiento, estado natural de conducta de acicalamiento, sigue un patrén
céfalo-caudal, sin embargo cuando los roedores son sometidos a niveles altos de
estrés, rompen con este patron o se acicalan una sola parte del cuerpo. Se
cuantifica el tiempo acumulativo del acicalamiento dirigido al hocico (Kalueff y
Tuohimaa, 2005), se obtuvo el tiempo invertido en la manifestacion de conductas
tipo ansiedad pasivo (congelamiento) y activa (acicalamiento y enterramiento)

e) Congelamiento (“freezing”): se denomina congelamiento a la postura de
inmovilidad en cuatro patas con la mirada fija hacia el electrodo. Esta conducta se
considera como una expresion pasiva de la ansiedad (Rogel-Salazar y Lopéz-
Rubalcava, 2011).
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Para descartar que los tratamientos aplicados afecten la motricidad de los
animales, se registr6 la actividad ambulatoria de los mismos en una caja de
acrilico (33 X 44 X 20 cm). Los movimientos de los animales fueron cuantificados
con el niumero de veces que el sujeto cruzo con las cuatro patas de un cuadro a

otro, por un tiempo de 5 min.

7.7 Diseio experimental

Se formaron dos grupos para cada cepa. El grupo 1 recibié como tratamiento
aceite de maiz durante 5 dias y el dia 6 una dosis de diazepam (0, 0.125, 0.25, 0.5
y 1.0 mg/kg, ip.); al grupo 2 se la administr6 una dosis diaria constante de
progesterona (0.5 mg/kg, sc.) durante 5 dias y al dia 6 se administré una dosis de
diazepam (0, 0.125, 0.25, 0.5 y 1.0 mg/kg, ip.). Después de 30 minutos de la
inyeccion de diazepam todos los animales fueron sometidos a la prueba LEC y ED
(Diagrama 1).
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7.8 Diagrama general de trabajo

Ratas @
Wy WKY
Intactas
Admon. Admon.
5 Dias 5 Dias
Aceite de maiz Progesterona (P,)
(0.2 ml/dia/5 dias; sc.) (0.5 mg/Kg en 0.2 ml/dia/5 dias; sc.)
24 h. Despues 24 h. Despues
Diazepam (DZ) ' Diazepam (DZ)
(1.0,0.5,0.25, 0.125 mg/Kg ip.) (1.0, 0.5,0.25, 0.125 mg/Kg ip.)
30 min. Antes de las pruebas 30 min. Antes de las pruebas
conductuales conductuales

30 min. Despues

1) Laberinto elevado en cruz
2) Enterramiento defensivo

Diagrama 1. Disefio experimental
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7.9 Anélisis estadistico

Los pardmetros analizados en LEC fueron el porcentaje de tiempo de
permanencia en brazos abiertos y cerrados. En el ED se cuantificé la suma de las
conductas activas (enterramiento-acicalamiento) y pasivas (freezing-Inmovilidad)
en segundos; para los erguimientos, exploraciéon al electrodo y numero de
choques los resultados se expresaron como el nUmero de cuentas que pasaron en

cada una de las variables analizadas.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba estadistica de analisis
de varianza multiple (ANOVA) de dos vias, seguido de la prueba post-hoc Holm-
Sidak, considerando como factores: A) la cepa con dos niveles, W y WKY vy; B) el
tratamiento con 4 niveles, dosis de diazepam; las diferencias se consideraron
como estadisticamente significativas a una p< 0.05. Se analizaron mediante el

programa estadistico Sigma-plot 12.3
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8. RESULTADOS
8.1 Modelo laberinto elevado en cruz

En las ratas W la administracion de DZ increment6 el tiempo de permanencia en
los brazos abiertos en la dosis 0.25 mg/Kg vs su vehiculo (p=0.005) y 0.125 mg/Kg
(p=0.004). Dosis mayores no modificaron de manera significativa el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos. El grupo a los que se les indujo abstinencia a
progesterona y que recibieron diazepam (SP; con DZ) no mostraron cambios
significativos en el tiempo en los brazos abiertos a ninguna de las dosis evaluadas.
El ANOVA de dos vias mostré los siguientes valores para el tratamiento F:
1,67=19.41, p<0.001; para el factor dosis F: 4,67=3.50, p=0.012; para la
interaccion F: 4,67=2.11, p=0.08. El andlisis post-hoc mostr6 diferencias
significativas al comparar el grupo de DZ vs SP, con DZ, en la dosis de 0.25
mg/Kg, (p<0.001) (Figura 3 A).

En las ratas WKY, se puede observar que la administracion de DZ no modifico el
tiempo en brazos abiertos a ninguna de las dosis evaluadas. Asi mismo en los
grupos a los que se les indujo SP, con DZ, ninguna de las dosis probadas
modific el tiempo de permanencia en brazos abiertos. EI ANOVA de dos vias
mostré los siguientes valores para el tratamiento F: 1,70= 0.09, ns; para el factor
dosis F: 4,70=2.23, ns; para la interaccion F: 4, 70=0.41, ns. ) (Figura 3 B)
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La Figura 3. Curva dosis respuesta de diazepam (DZ) y supresiéon de
progesterona (SP4 con DZ) sobre la permanencia en brazos abiertos en el
modelo de laberinto elevado en cruz (LEC) en ratas Wistar A) *p<0.005= vs
el grupo tratado con vehiculo y 0.25 mg/kg vs 0.125 mg/kg; + p<0.005=DZ
vs SP,con DZ y WKY B) *p=<0.05. La prueba post-hoc Holm-Sidak.
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En ratas W la administracion 0.25 mg/Kg de DZ disminuy6 el tiempo en brazos
cerrados con respecto a vehiculo (p=0.003), si se compara con dosis menores tal
como 0.125 mg/Kg (p=0.003) se observa el mismo comportamiento. El grupo SP4
con DZ, no modifico el tiempo en los brazos cerrados a ninguna de las dosis
evaluadas. EI ANOVA de dos vias mostré los siguientes valores para el
tratamiento F: 1,67= 18.63, p<0.001; para el factor dosis F: 4,67=3.60, p=0.01;
para la interaccion F: 4, 67=1.99, ns. El andlisis post-hoc mostré diferencias
significativas al comparar el grupo tratado DZ vs SP4 con DZ, en la dosis de 0.25
mg/Kg (p<0.001) (Figura 4 A).

En las ratas WKY la administracion de DZ no modificé el tiempo de permanencia
en brazos cerrados, en ninguna de las dosis evaluadas ni en el grupo control ni en
el que se indujo la supresion brusca de progesterona. EI ANOVA de dos vias
mostré los siguientes valores para el tratamiento F: 1,70= 0.07, ns; para el factor
dosis F: 4,70=1.46, ns; para la interaccion F: 4, 70=0.29, ns.) (Figura 4 B).
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La Figura 4. Curva dosis respuesta de diazepam (DZ) y supresion de
progesterona (SP, con DZ) sobre la permanencia en brazos cerrados en el
modelo de laberinto elevado en cruz (LEC) en ratas Wistar A)*p<0.005= vs
vehiculo y 0.25 mg/kg vs 0.125 mg/kg; + p<0.005= DZ vs SP, con DZ y WKY
B) *p=<0.05. La prueba post-hoc Holm-Sidak.
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8.2 Modelo de enterramiento defensivo

En las ratas W la administracion de 1.0 mg/Kg DZ disminuyo el tiempo de
conductas activas vs su vehiculo (p=0.04) y en las dosis 1.0 mg/Kg vs 0.5 mg/Kg
p=0.047) respectivamente. Sin embargo al combinarse con la condicion hormonal
perdié su efecto. EI ANOVA de dos vias mostré los siguientes valores para el
tratamiento F: 1, 66= 5.73, p<0.019; para el factor dosis F: 4, 66=1.11, ns; para la
interaccion F: 4, 66=2.24, p=0.07. El andlisis post-hoc mostré diferencias
significativas al comparar el grupo de DZ vs SP, con DZ, en las dosis 0.25 mg/Kg,
(p<0.043) y 0.5 mg/Kg, (p<0.009) (Figura 5 A).

En las ratas WKY el DZ disminuy0 el tiempo de las conductas activas a la dosis de
1.0 mg/Kg vs su vehiculo (p=0.02) y vs 0.25 mg/Kg (p=0.47). Los grupos a los que
se les indujo SP4 con DZ, no se observo el efecto ansiolitico del DZ al compararse
contra el vehiculo; sin embargo cuando se comparé la dosis de 1.0 mg/kg vs 0.125
mg/kg se observo la disminucidén de las conductas activas (p=0.005). El ANOVA
de dos vias mostro los siguientes valores para el tratamiento F: 1, 52= 2.49, ns;
para el factor dosis F: 4, 52=4.29, p=0.004; para la interacciéon F: 4, 52=3.60,
p=0.011. El andlisis post-hoc mostré diferencias significativas al comparar el grupo
de DZ vs SP,con DZ en la dosis 0.125 mg/Kg, (p<0.001) (Figura 5 B).
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La Figura 5. Curva dosis respuesta de diazepam (DZ) y supresion de
progesterona (SP, con DZ) sobre las conductas activas en el modelo de
enterramiento defensivo (ED) en ratas Wistar A) *p<0.05 = vs el vehiculo, 0.5
vs 1.0 mg/Kg; +p=<0.05=DZ vs SP, con DZ, y WKY B) *p< 0.05 vs su vehiculo,
1.0 vs 0.25 y 1.125 mg/Kg; +DZ vs SP, con DZ p< 0.005. La prueba post-hoc
Holm-Sidak
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En los animales W tratados con DZ 6 SP4 con DZ, no se observo que modificara
las conductas pasivas independientemente de la dosis. EIl ANOVA de dos vias
mostrd los siguientes valores para el tratamiento F: 1, 66= 1.80, p=0.18; para el
factor dosis F: 4,66=0.87, p=0.48; para la interaccion F: 4,66,=0.41, p=0.8 (Figura
6 A).

A ratas WKY la administracion de DZ o SP4 con DZ, no mostraron cambios
significativos en las conductas pasivas en ninguna de las dosis. El ANOVA de dos
vias mostro los siguientes valores para el tratamiento F: 1,52=0.23, p=0.62; para el
factor dosis F: 4,52=1.60, p=0.18; para la interaccion F: 4,52=1.78, p=0.14 (Figura
6 B).

42



UNAM
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

A) Wistar

120 +

100 +

0]
o
1

D
o
I

N
o
1

Conductas pasivas (seg)

N
o
I

mg/Kg

od 0& oi 05 10

B) WKY
120

100 ~

(00
o
1

N
o
1

Conductas pasivas (seg)
(2]
o

N
o
1

mg/Kg

0.0' 0.1' 0.2' 0b 10

—O— Circulos blancos DZ
—@— Circulos grises SP, con DZ

La Figura 6. Curva dosis respuesta de diazepam (DZ) y supresion de
progesterona (SP, con DZ) sobre las conductas pasivas en el modelo de
enterramiento defensivo (ED) en ratas Wistar A) *p<0.05 y WKY. B) *p<0.05.
La prueba post-hoc Holm-Sidak
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Al analizar las ratas W la administracion de DZ 6 SP, con DZ, no mostré cambios
significativos en la latencia a la conducta de enterramiento en ninguna de las dosis
evaluadas. EI ANOVA de dos vias mostré los siguientes valores para el
tratamiento F: 1,66=0.64, p=0.42; para el factor dosis F: 4,66=1.24, p=0.29; para la
interaccion F: 4,66=0.80, p=0.52 (Figura 7 A).

En el grupo de las ratas WKY la administracion de DZ 6 SP,con DZ, no promovio
cambios en la latencia a ninguna de las dosis evaluadas. El ANOVA de dos vias
mostrd los siguientes valores para el tratamiento F: 1,52=1.24, p=0.26; para el
factor dosis F: 4,52=2.66, p=0.07; para la interaccion F: 4,52=4.45, p=0.77 (Figura
7 B).
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La Figura 7. Curva dosis respuesta de diazepam (DZ) y supresion de
progesterona con diazepam (SP, con DZ) sobre la Latencia en el modelo
de enterramiento defensivo (ED) en ratas Wistar A) *p<0.05 y WKY. B)
*p<0.05. La prueba post-hoc Holm-Sidak
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En el cuadro Il y 1V, se muestra el efecto de diferentes dosis de DZ en animales
control y los que fueron sometidos al esquema de SP, con DZ, sobre las variables
de erguimientos, exploracion al electrodo y el niumero de choques recibidos

evaluados en el modelo de ED en ratas W y WKY.

En las ratas W no se observaron modificaciones en los erguimientos
independientemente del tratamiento de DZ o SP4 con DZ. El analisis pos-hotc
mostro en la dosis de 1.0 mg/Kg, disminuyé el nimero de erguimientos al
comparar DZ con el grupo SP4 con DZ, (p=0.015). El ANOVA de dos vias mostrd
los siguientes valores para el tratamiento F: 1,52=1.24, p=0.26; para el factor dosis
F: 4,52=2.66, p=0.07; para la interaccion F: 4,52=4.45, p=0.77 (Cuadro lll.).

Las ratas WKY la administracion de DZ no modificé el nUmero de erguimientos en
ninguna de las dosis ensayadas. En el grupo tratado con SP, con DZ, se observé
la reduccion del nimero de erguimientos con la dosis de 1.0 mg/Kg vs su vehiculo
(p=0.020). EI ANOVA de dos vias mostré los siguientes valores para el tratamiento
F: 1,52=5.43, p=0.24; para el factor dosis F: 4,52=3.74, p=0.009; para la
interaccion F: 4,52=0.66, p=0.62 (Cuadro 1V.)

En relacion a la conducta de exploracion al electrodo y la variable de nimero de
choques, no se observaron diferencias significativas por dosis, grupo o tratamiento
en ninguna de las dos cepas ver cuadro lll y IV.

46



UNAM
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Cuadro Ill. Efecto del DZ y SP, con DZ, en ratas W. Sobre las conductas erguimiento,
exploracion al electrodo y nimero de choques recibidos en el modelo de enterramiento
defensivo ED.

| Control | 0125 | 025 | 0.5 | 1.0

Erguimientos

Dz 20022 199+1.8 19420 17921 18.7 £ 1.9+

SP,con DZ 21629 226+24 226+26 199+24 27729

Exploracion al electrodo

Dz 4.8+0.6 59+0.6 4.7+0.7 3.9+0.5 4.6+0.8

SP, con DZ 50+£0.5 44+04 4.6+0.70 50+£0.5 52+04

No. De Choques recibidos

Dz 3.1+£04 41+0.5 3.6+x04 4.3 %0.6 2.7+0.3

SP,con DZ 41+0.8 45+1.1 3.3+x05 3.1+£05 3.3+£0.2

Los datos son de 6-8 animales por grupo y se expresan como la Media + E.E. +DZ vs

SP, con DZ p=0.05

Cuadro IV. Efecto del DZ y SP, con DZ, en ratas WKY. Sobre las conductas
erguimiento, exploracion al electrodo y nimero de choques recibidos en el modelo de
enterramiento defensivo ED.

Control 0.125 0.25 0.5 1.0

Erguimientos

Dz 17.0+£2.0 159+1.9 144+1.8 13.2+4.0 124 +1.9

SP, con DZ 23626 20515 18.8+2.0 146+26 12.2+1.8*

Exploracion al electrodo

Dz 4.0+0.5 5.0+ 0.6 5.8+ 0.6 5.4+ 0.7 56+0.4

SP,4 con DZ 6.2+1.3 5.6+0.3 59+0.6 50+0.7 6.4+0.7

No. De Choques recibidos

Dz 20+£04 19+0.3 20+03 14+0.2 1.8+0.4

SP, con DZ 20+0.3 1.9+0.3 23+03 24+0.2 2404

Los datos son de 6-8 animales por grupo y se expresan como la Media + E.E. *p=0.05

comparada con el grupo testigo
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8. 3 Campo abierto

En los animales W ninguna de las dosis de DZ o SP, con DZ, modificé la variable

de cruces totales en el campo abierto (Cuadro V).

Cuando se analiz6 la respuesta en las ratas WKY no se observaron cambios en la
variable de cruces totales en el campo abierto con ninguno de los tratamientos

ensayados (Cuadro VI).

Cuadro V. Efecto del DZ y SP,con DZ, en ratas Wistar. Sobre la conducta de campo abierto.

Campo Abierto Control 0.125 0.25 0.5 1.0
DZ 25.1+2.0 23.4%1.9 26.6+2.1 21.0+2.4 26.9+2.2
SP,con DZ 24.8 2.1 26.1+2.4 26.9+3.6 245+2.8 27.0 £1.9

Los datos son de 7-8 animales por grupo y se expresan como la Media + E.E.

Cuadro VI. Efecto del DZ y SP,con DZ, en ratas WKY. Sobre la conducta de campo abierto.

Campo Abierto Control 0.125 0.25 0.5 1.0
DZ 20.2+£0.7 19.6 £1.6 21.8+2.4 22.0+27 186+1.4
SP, con DZ 19.4+0.8 20.4 £1.3 21.4+£15 21.6+1.3 23.8 £1.7

Los datos son de 5-8 animales por grupo y se expresan como la Media + E.E.
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9. DISCUSION

El DZ aument6 el tiempo en los brazos abiertos en el LEC en la cepa W pero no
en la WKY. Se considera que el incremento en el tiempo de exploracion en brazos
abiertos es indicativo de una menor ansiedad (Lister, 1987), por lo que en la cepa
W el DZ produjo un efecto tipo ansiolitico. Este resultado concuerda con reportes
previos utilizando la misma cepa (Fernandez-Guasti y Picazo, 1997; Fernandez-
Guasti et al., 1999; Smith et al., 1998; Gulinello et al., 2002) pero contrasta con los
resultados obtenidos con la cepa WKY. Una posible explicacion a la falta de
respuesta al DZ es la sobre-activacion del eje hipotalamo-hipofisis-glandula
adrenal caracteristico de la cepa WKY (De la Garza y Mahoney, 2004), ya que
presenta concentraciones elevadas de corticosterona en comparacion a otras
cepas (Rittenhouse et al., 2002). En apoyo a esta idea, se ha reportado que el
efecto ansiolitico del DZ se pierde en un modelo de diabetes caracterizado por
mayores concentraciones de coticosterona y el efecto del DZ se restablece con la
administracion de antagonistas a receptores a mineralocorticoides vy
glucocorticoides (Lopez-Rubalcava et al., 2013). Esto sugiere que la sensibilidad al
DZ pudiera depender de la cantidad de glucocorticoides presentes.

En el modelo de enterramiento defensivo el DZ redujo las conductas activas en
ambas cepas, sugiriendo un efecto tipo ansiolitico. Nuestros resultados con la
cepa W coinciden a lo reportado por otros grupos (Fernandez-Guasti y Picazo
1997; Fernandez-Guasti y Martinez-Mota, 2003) y es el primer reporte en donde
se evalua el efecto del DZ en la cepa WKY. Un dato a resaltar en la cepa WKY, es
gue el principal indicador de la conducta de ansiedad es el tiempo invertido en las
conductas pasivas, freezing e inmovilidad, y que esta muestra menor conducta de
enterramiento en condiciones basales (Paré, 1992; Rogel-Salazar y Lopéz-
Rubalcava, 2011). Es posible esperar, que el DZ disminuyera el tiempo invertido
en la conducta pasiva, hecho que no se observd. Dado que el principal indicador
de ansiedad en esta cepa no se modificé es posible que el efecto ansiolitico del
DZ sea un “falso positivo”, debido a deficiencias en la coordinaciébn motriz
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provocando que la rata no entierre y por ello, se reduzca el tiempo de
enterramiento. Es importante sefialar que no se realiz6 una prueba para evaluar la
coordinacion, sin embargo se observé una marcada tendencia a reducir el nUmero
de erguimientos (p=0.07 vs su control). Al momento no hay antecedentes que nos
indiquen el efecto del DZ en esta cepa, por lo que resultaria de interés evaluar a
profundidad, si hay un efecto ansiolitico o no del DZ y si existe diferencia en la
sensibilidad de los modelos (LEC y ED).

La administracibn de DZ en animales sometidos al esquema de supresion de
progesterona (SP,4) carece de efecto ansiolitico en ambas cepas en el LEC y en el
ED. Este resultado coincide con lo reportado por otros grupos utilizando el LEC
(Smith et al., 2006). Se ha reportado que la supresion brusca de progesterona
incrementa la expresion de la subunidad a4 del receptor GABAA (Gulinello et al.,
2001), lo que disminuye la sensibilidad a las BDZ como el lorazepam (Gulinello et
al., 2002). El incremento en la expresion de la subunidad a4 del receptor GABAA
se ha vinculado al incremento de la vulnerabilidad para desarrollar ansiedad
(Gulinello et al., 2003; Smith et al., 2004). Dado la falta de respuesta del DZ en
animales a los que se les indujo la supresion brusca de progesterona, es posible
gue en las ratas W la expresion de la subunidad a4 del receptor GABAA hubiera
cambiado y con ello, la sensibilidad al DZ, lo que permitiria explicar la falta de

respuesta ansiolitica.

Por el contrario, en la cepa WKY, no se observo el efecto ansiolitico del DZ en los
animales control ni en los que estuvieron bajo el esquema de supresion de
progesterona. En estudios no publicados de nuestro grupo, se encontré el
incremento de la union de [3H] flunitrazepam a los receptores GABAA en el
hipocampo y la amigdala de ratas WKY sometidas al mismo esquema de
abstinencia a progesterona (Sollozo-Dupont, datos no publicados). Asi mismo, Lei
et al., (2009) reportaron que la WKY presenta mayor unién al receptor GABAA en
el hipocampo y amigdala. Es posible que el incremento de la unién al GABAa
también este asociado a cambios en la sensibilidad del receptor que conduzcan a
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una respuesta pobre o nula al DZ. Hay reportes que indican un menor tono
GABérgico en algunas regiones del cerebro como el locus coeruleus en la cepa
WKY (Bruzos-Cidon et al.,, 2015). Se requieren experimentos especificos que
muestren si existen alteraciones en la expresion de las subunidades del receptor

GABA,, asi como de la funcionalidad de este receptor en la cepa WKY.

Por otro lado, se observé que la cepa WKY presenta menor actividad en general
gue la W independientemente del tratamiento. Nuestros resultados concuerdan
con estudios que muestran que las ratas WKY tienen niveles bajos de conducta de
enterramiento, conducta exploratoria y mayor inmovilidad en comparacién con
otras cepas (Paré, 1992; Paré y Redei, 1993). Paré (2000) reporta que la cepa
exhibe menos comportamientos exploratorios con la reducciéon de interés ante un
estimulo novedoso lo que ha llevado a otros autores a sugerir que las ratas WKY
muestran una inhibicion de la conducta ante el reto (McAuley et al., 2009). Dado
gue el eje adrenal regula la respuesta conductual de alarma ante el estrés
(Gomez-Gonzalez y Escobar, 2002) y éste se encuentra desregulado en la cepa
WKY (Rittenhouse et al., 2002; De la Garza y Mahoney, 2004), es posible que las
conductas pasivas que se manifiestan en esta cepa se deban a la inadecuada
regulacion del eje adrenal ante el estrés.

La cepa W y la WKY no mostraron diferencias en el nimero de cuadros cruzados
independientemente de la condicion y del tratamiento. Este resultado confirma que
no se presentd una alteracién motora que afectara el desempefio del animal en los
dos modelos experimentales, el LEC y el ED, por lo que los resultados de las

pruebas son especificos para la conducta tipo ansiedad.
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10. CONCLUSIONES

1. En ratas W el diazepam no induce efecto ansiolitico con supresién brusca de
progesterona.

2. En ratas WKY el diazepam carece de efecto ansiolitico independientemente del
tratamiento hormonal.

3. En ratas W el modelo de laberinto elevado en cruz es mas sensible para
detectar el efecto ansiolitico del diazepam que el modelo de enterramiento

defensivo.
11. PERSPECTIVA
s Analizar las diferencias y similitudes entre las cepas en respuestas

conductuales que ayuden a facilitar el entendimiento de la etiologia de

los trastornos de tipo ansioso en hembras.
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13. ANEXO

ANOVA
BDZ
CA

ED

DZ

FSH
GABA
GABAA-R
GnRH
HHA
LEC

LH

MED
SNC
SP4
SPM
TDPM

WKY

Cuadro |
Cuadro Il
Cuadro Il

Cuadro IV

Cuadro V

Cuadro VI
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i. Listado de abreviaturas

Andlisis de varianza
Benzodiacepinas

Campo abierto

Enterramiento defensivo

Diazepam

Hormona foliculo estimulante

acido y-aminobutirico

Receptor del acido y-aminobutirico
Hormona liberadora de la gonadotropina
Eje hipotalamo hipofisis adrenal
Laberinto elevado en cruz
Hormona luteinizante
Progesterona

Modelo de enterramiento defensivo
Sistema nervioso central
Supresion de progesterona
Sindrome premenstrual

Trastorno disférico premenstrual
Wistar

Wistar kyoto

ii. Listado de cuadros

Sintomas asociados con el sindrome premenstrual (SPM) y el
trastorno disférico premenstrual (TDPM)

Criterios clinicos para el trastorno disforico premenstrual

Efecto del DZ y SP, con DZ en ratas W. Sobre las conductas
erguimiento, exploracién al electrodo y numero de choques
recibidos en el modelo de enterramiento defensivo

Efecto del DZ y SP, conDZ en ratas WKY. Sobre las conductas
erguimiento, exploracién al electrodo y numero de choques
recibidos en el modelo de enterramiento defensivo.

Efecto del DZ y SP, con DZ en ratas W. Sobre la conducta de
campo abierto

Efecto del DZ y SP, con DZ en ratas WKY. Sobre la conducta de
campo abierto.
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Figura 1

Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Diagrama 1
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iii. Listado de figuras

Comparacién del ciclo estral de la rata y el ciclo menstrual de la
mujer

Estructura quimica de la benzodiacepina

Curva dosis respuesta de diazepam (DZ) y supresién de
progesterona (SP, con DZ) sobre la permanencia en brazos
abiertos en el modelo de laberinto elevado en cruz (LEC) en ratas
Wy WKY

Curva dosis respuesta de diazepam (DZ) y supresion de
progesterona (SPs, con DZ) sobre la permanencia en brazos
cerrados en el modelo de laberinto elevado en cruz (LEC) en
ratas Wy WKY

Curva dosis respuesta de diazepam (DZ) y supresién de
progesterona (SP4+DZ) sobre las conductas activas en el modelo
de enterramiento defensivo (ED) en ratas W y WKY

Curva dosis respuesta de diazepam (DZ) y supresién de
progesterona (SP4+DZ) sobre las conductas pasivas en el
modelo de enterramiento defensivo (ED) en ratas W y WKY
Curva dosis respuesta de diazepam (DZ) y supresién de
progesterona (SP4+DZ) sobre la latencia en el modelo de
enterramiento defensivo (ED) en ratas W y WKY

iv. Diagrama

Disefio experimental de grupos a tratar
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