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RESUMEN

El ciclo menstrual se caracteriza por: a) fluctuaciones del estado de dnimo, b) presencia de ansiedad y/o
depresion; y, ¢) fluctuaciones de los niveles plasméticos de hormoenas gonadales. Lo que podria
relacionarse con el hallazgo de que la progesterona posee algunas acciones antidepresivas y ansioliticas,
tanto en e humano como en algunos modelos animales. Sin embargo, no se ha explorado suficientemente
1a accion de esta hormona sobre 1a actividad neuronal de estructuras limbicas relacionadas con la ansiedad
y con la depresion, tal como es el caso del niicleo septal lateral (NSL) ni de sus aferencias serotonérgicas
(SHT) provenientes de los micleos del rafe, lo cual es de relevancia dado que el nicleo dorsal del rafe
{NRD) también ha sido involucrado en las acciones de los tratamientos antidepresivos. Por lo anterior en
este estudio se exploré la accién de la aplicacién microiontoforética de progesterona sobre la actividad de
las neuronas de los niicleos septales identificadas por su conexién con el NRD.

Se utilizaron 81 ratas de la cepa Wistar adultas, de 300 gr de peso; 90 dias de edad y de sexo
masculino. Se colocé un electrodo bipolar de acero inoxidable para estimulacién del NRD. Para el
registro unitario extracelular del NSL se utiliz6 una micropipeta doble de vidrio, conteniendo una NaCl
(IM) como solucién conductora y la otra progesterona (ImM, 10mM, 20mM, 100mM y 200mM).
Después de verificar la conexién NRD-NSL, se registré durante dos minutos la frecuencia de disparo
basal (conirol). En este momento se eyect6 la hormona durante 90 seg con una corriente de -30 nAmps.
La eyeccion, fue seguida de por lo menos 7 minutos de registro.

La principal acci6n de la progesterona sobre la mayor parte de las neuronas rafe-septales consistié
en una disminucién de su frecuencia de disparo (63.6%) Sin embargo, la progesterona produjo en
alrededor de un tercio de 1as neuronas del mismo niicleo, un aumento de 1a tasa de disparo (12.9 + 1.96
Hz) que rebasé el criterio de que ¢l cambio fuese superior al valer de la media méis dos cuerpos de
desviacibn estdndar de su registro control (3.0 4 1.2 Hz; p<0.001), lo cual se observé consistentemente
con las concentraciones mas bajas de progesterona. Las neuronas que respondieron con un decremento en
la tasa de disparo neuronal ante la aplicacién de progesterona, fueron mds activas en su registro control
(29.9 + 1.46 Hz.) y la disminuci6n de la actividad nevronat (10.9 + 1.9 Hz; p< 0.001) se inici6 con
una latencia menor (12 min) que en €l pequefio grupo de neuronas que incrementaron significativamente
su frecuencia de disparo (34 min).

La latencia y duracién de las acciones inhibitorias de la progesterona impide clasificarla como una
accién sobre los receptores de membrana. Para la progesterona se han identificado acciones inhibitorias
mediadas por el receptor GABA-A, ligado al ionéforo de cloro. Por lo tanto, su activacion produce
fenémenos inhibitorios que se establecen tan pronto es activado el receptor; asimismo, las acciones
ansioliticas de la progesterona son independientes a un tratamiento previo con estradiol y dicho efecto se
ejerce a través del complejo receptor GABA-Benzodiazepina-Cl-; entonces, las acciones excitatorias
podrian explicarse aludiendo a procesos de desinhibicién. En conclusidn, algunas neuronas del LSN
responden a la microinyeccién de progesterona aumentando su frecuencia de disparo, de manera
semejante a algunos antidepresivos triciclicos, IMAOs, atipicos e incluso el electrochoque, los cuales son
antidepresivos eficaces clinicamente y a su vez, producen también un incremento del disparo neuronal en
el NSL, lo que sugiere que la progesterona podria poseer un perfil de acciones neuronales semejantes a
algunos modelos eficaces en {a terapia farmacolégica de 1a depresién



ABSTRACT

‘ The menstrual cycle is characterized among other aspects by: a) changes of mood, b} in some
. cases anxiety and/or depression; and, c) plasmatic level fluctuations of gonadal hormones, which
- relationship remain to be completely explored. In this sense, some anxiolitic actions of the progesterone
- have been described, as much in the human as in some animal models; however, the action of this
, hormone on neuronal activity as taken from cerebral structures related with anxiety and depression, such
. as lateral septal nuclei (NSL) remain to be explored. From neurotransmission system, the serotonergic
. (SHT) seems to be strongly related with mood processes; herein, rafe nuclear complex, and mainly the
* dorsal nucleus (NRD) provides 5-HT inervation to the rest of the central nervous system, including LSN.
. Therefore, the aim of present study consisted on explore the action of progesterone applied by
* microiontophoresis on LSN neurons connected with DRN.

We used 81 male, 90 days old Wistar rats weighing 300. An stainless steel bipolar electrode was
placed for stimulation of the NRD. For single unit extracellular recording of NSL neurons we employed a
i double micropipette of glass, containing one NaCl (1M) and the other progesterone (ImM, 10mM,
. 20mM, 100mM and 200mM). After assuring the recording of a NRD-NSL neuron, the spontaneous

- activity was recorded during two minutes (control). At this time the hormone was ejected during 90 sec

. with a current of -30 nAmps. The ejection, was followed by at least 7 minutes of registration.

Even tough the action of the progesterone on most of the NRD-NSL neurons consisted on a
decreased firing rate (63.6%), about one third of neurons responded with a significative long-lasting, long
. latency increased firing rate (3.0 £ 1.2 Hz to 12.9 % 1.96 Hz; p<0.001)., consistently observed with
. the lowest tested concentrations of progesterone. Those neurons responding with a decreased firing rate
- displayed higher firing rate before progesterone (29.9 + 1.46 Hz. to 10.9 + 1.9 Hz; p< 0.001) and the
change in firing rate became with a smaller latency ejection than those respondmg (12 min) whit increased
firing rate (34 min).

The long latency of inhibitory actions of progesterone suggest different than membrane receptors
actions. In did, the inhibitory actions of progesterone are mediated by GABA-A receptor coupled to
chloride channel and inhibitory effects appear immediately. On the other hand, the actions of
progesterone on cytosolic receptors are long-lasting. Given that in present study the effects of
progesterone occurred on non estrogen primed animals, the actions must to be attributed to direct actions
of this hormone on intramembranal receptors; and since the main actions of progesterone on neuronal
firing consisted on inhibition of firing the observed activation of some LSN neurons after the ejection of
the hormone could only be explained attaining to disinhibition process. Lastly, the increased firing rate in
LSN neurons after progesterone ejection is similar to that produced by clinical effective tricyclic and
atypical, and IMAOs antidepressants including electroconvulsive shock, consequently suggestmg that
progesterone may posses a pharmacological profile similar to some antidepressants.
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Niicleo lateral septal y Nicleo dorsal del rafe, su participacién en los trastornos afectivos.

Los trastornos afectivos son padecimientos psiquiditricos que se presentan con alta frecuencia en la
poblacitn general, entre ellos, la depresién ocupa un lugar importante dado que se presenta en un 10 al 20%
de la poblacidn, con cierto dimorfismo sexual, donde el género femenino es el més afectado (Pichot, 1994,
Breslau, et al. 1995). A partir de los estudios experimentales y clinicos se han propuesto varias hiptesis
para explicar las alteraciones subyacentes al trastorno afectivo, asi se propone que las estructuras cerebrales
que conforman ¢l sistema limbico estdn involucradas en la fisiopatologia de la depresién y en las acciones
farmacol6gicas de los compuestos antidepresivos y los ansioliticos (De-Montigny, 1984; Contreras, et al.
1989, 1990a, 1§905; Treit y Persold, 1990; Yadin y Thomas, 1996). Entre estas estructuras se encuentra el
niicleo septal lateral, al cual se le relaciona con ia regulacion de conductas hed6nicas o de placer, debido a
que es susceptible al fendmeno de autoestimulacion intracraneal (Olds y Milner, 1954). Asi mismo, la
administracion de diversos firmacos antidepresivos y ansioliticos promueven cambios neurofisiologicos en
esta estructura (Contreras, et al. 1989; 19902; 1990b; Rose-Melia, et al. 1991; Pesold y Treit, 1994). Cabe
sefialar que el nficleo septal lateral recibe una gran cantidad de aferencias provenientes del niicleo dorsal del
rafe (Lopes da Silva y Arnolds, 1978), el cual se localiza en el tallo cerebral y es el principal reservorio de
serotonina, por lo que el niicleo septal lateral contiene un alto porcentaje de neuronas serotonérgicas
(Kohler, et al. 1982). En este sentido, se sugiere que la via serotonérgica rafe-nicleo septal lateral juega un
papel importante en la sintomatologfa de los trastornos afectivos y en las acciones farmacoldgicas de las
terapias antidepresivas (Cortés, et al. 1988).

- Sistema limbico:

En la actualidad se han identificado un grupo de estructuras dentro del Sistema Nervioso Central
(8.N.C.), las cuales por sus relaciones anatémicas y funcional, se han propuesto como integradoras de la
llamada "conducta emocional”. A éste conjunto de estructuras se le denomina Sistema Limbico. En 1978
Broca acuii6 el concepto de "Lébulo Limbico", el término incluye una parte de la corteza de las regiones
medial y basal del hemisferio cerebral e involucra el giro hipocampal, la circunvolucién del cingulo y la
corteza retroesplenial (Lopez-Antunez, 1979; Isaacson, 1982). Durante mucho tiempo al Iébulo limbico se le
consider6 en una estrecha relacién con el sistema olfatorio, también denominado Rinencéfalo o cerebro
olfatorio; hasta que Don Santiago Ramodn y Cajal demostré que los sistemas olfatorio y limbico eran cosas
completamente diferentes (Livingston y Escobar, 1971), aunque en sentido funcional, son abundantes las

conductas complejas que implican estados emocionales y que son “disparadas” por estimulos olfatorios.




Papez (1937) propuso una teoria para explicar la integracién de las emociones, basindose en los
trabajos reportados por Kliiver y Bucy (1937; 1939), sobre la lobotomia bitemporal en primates. Papez
~ propuso un circuito reververante en el cual el hipocampo proyecta a los cuerpos mamilares, por medio del
- fornix, de los cuerpos mamilares las proyecciones liegan al nicleo anterior del talamo via haz mamilo-
tdlamico. Por medio de estas conexiones los impulsos son proyectados a la corteza del cingulo, del cual
parten fibras que por el fasciculo del cingulo llegan al hipecampo. Dicho circuito recibe el nombre de

/ "Circuito de Papez” (figura 1).

Neocorteza

Tracto ey
mamilotalamico

Expresién
vegetativa A

FIGURA 1. Circuitoc de Papez. Se muestran las principales estructuras y conexiones que
‘ conforman el circuitoc descrito por Papez en 1937. Se tiene evidencia de que éste
: circuito cerrado es la base anatémica y funcional de las emociones.

v Papez también describid tres niveles bésicos dentro de dicho circuito, ¢l primero compuesto por el
hipotalamo al cual llega la informacién sensorial de todos los receptores periféricos, dicha informacion es
transmitida a los cuerpos mamilares. El hipocampo también proyecta fibras a los cuerpos mamilares, al
mismo tiempo que recibe fibras de la corteza cerebral. Las fibras eferentes de los cuerpos mamilares llegan
al hipotdlame (participando en la regulacién de las actividades viscerales y la expresién emocional) el cual se
 relaciona con la actividad cortical (fenémenos cognitivos) de la corteza del cingulo (regi6n relacionada para
la experiencia de las emociones). El tercer nivel, que seria a nivel tilamico, en el cual las vias sensoriales
que provienen de los receptores se dividen en tres, a) 1a corriente de movimiento, son impulsos que llegan al

~ cuerpo estriado, por medio de la céipsula interna. b) La corriente de pensamiento, impulsos que llegan al




talamo y de ahi a la corteza lateral del hemisferio. c) La corriente afectiva, impulsos a la corteza medial por

medio del subtilamo, hipotilamo (cuerpos mamilares) y los nicleos taldmicos.

Al sistema limbico se le han agregado otras estructuras relacionadas con los procesos de regulacién
emocional como son, una parte del estriado (nficleo caudado), ciertas areas y miicieos del hipotilamo, la
formacion reticular mesencéfalica (Lopez-Antunez, 1979), el hipocampo, los niicleos anterior y dorsomedial
del tdlamo, los cuerpos mamilares, la circunvolucién del cingulo, la corteza orbitofrontal, fa fisula, la
corteza del I6bulo temporal, los nficleos amigdalinos del I6bulo temporal (especialmente el complejo
basolateral) y 1a regitn septal entre ofras (Papez, 1937; Mclean, 1958; Nauta, 1960; Livingston y Escobar,
1971; Lépez-Antunez, 1979).

Niicleos Septales:

En los mamiferos no primates el 4rea septal se encuentra ubicada bajo la poreidn anterior del cuerpo
calloso, en la parte frontal del hipocampo precomisural y por detrds del hipocampo comisural. En los
primates, se localiza por delante del 4rea comisural en Ia base del cerebro, entre los cuernos anteriores de
los ventriculos laterales. El 4rea septal esta constituida por varios nicleos: el niicleo septal lateral (NSL); el
cual a su vez se divide en regién dorsal, regién intermedia y regién ventral; el nicleo septal medial, el
nicleo posterior; compuesto por el nicleo septofimbrial y el nicleo triangular; el ntcleo ventral, el cual
corresponde al nicleo de la cama de la estria terminal. Otros niicleos que se incluyen en el drea septal, son
¢l nicleo accumbens y el nécleo de la banda diagonal de Broca (Isaacson, 1982). El septum medial contienc
células gigantes, mieniras que la parte restante del drea septal, estd constituida por células de tamafio
mediano.

Por otro lado, el nicleo del rafe dorsal, ef cual es un reservorio de serotonina (5-HT), proyecta
fibras hacia el niicleo septal (Lopes da Silva y Arnolds, 1978), es decir, el septum posee inervacion
serotonérgica (5-HT). Los niveles mas altos de 5-HT, se encuentran en €l NSL y triangular, a diferencia del
micleo septal fimbrial que contiene el nivel mis bajo de este neurotransmisor. Especificamente, la
distribucion de las células 5-HT en el 4rea septal se ubican en la banda diagonal y en la porcién lateral del
septum lateral, EI NSL y triangular poseen ademis, una considerada cantidad de noradrenalina, mientras que

¢l niicleo septal intermedio contiene el menor nivel de este Gitimo neurotransmisor.




En relacién a las conexiones del septum (figura 2), algunas fibras que parten de esta estructura
proyectan al hipocampo formando la estria terminal longitudinal encajada en el indusidium gris (Barr y
Kierman, 1986). Por otro lado algunas de las fibras que llegan al drea septal parten del tallo cerebral, del
locus coeruleus y del 4rea tegmental ventral, legando a éste por medio de la via del fasciculo prosencefilico
medial (Isaacson, 1976).

Las capas CA1 y CA3 del hipocampo proyectan al septum lateral por medio det fornix precomisural.
La capa CAl, en su porcién anterior, manda fibras a la porcién medial del complejo septofimbrial, al nicleo
septal triangular y al miicleo septal medial, mientras que las fibras que salen de la parte posterior de la capa
CA1 terminan en el nticleo septo medial y €l niicleo septofimbrial (Meibach y Siegel, 1977a).

La amigdala proyecta hacia el niicleo de la banda diagonal de Broca y al néicleo de la cama de la
estria terminal, mientras que la parte supracomisural de la estrfa terminal, proveniente de la amigdala,
manda fibras al nicleo septal laterobasal. Otras aferencias septales provienen del tubéreulo olfatorie y de la
corteza piriforme (De Olmos y Ingram, 1972).

Las fibras que Hegan al nicleo septal medial y al nicleo de la banda diagonal parten del hipotalamo
Hegando al septum por medio del haz medial del cerebro anterior (Isaacson, 1976). El nicleo accumbens
recibe fibras provenientes de la amigdala, hipocampo, corteza del cingulo y de la misma drea septal
{Meibach y Siegel, 1977).

Por otro lado, el miicleo septal lateral proyecta hacia el complejo septal-banda diagonal y por medio
del fasciculo medial del cerebro envia fibras al 4rea preGptica, al drea hipotaldmica anterior y lateral, al
niicieo dorsomedial y mamilar del hipocampo y al 4rea tegmental ventral mesencefalica; otras aferencias se
realizﬁn por medio de la estria medular, al nicleo habenular lateral y medial, al niicleo paratenial y medial
del tilamo y al nticleo paraventricular. Las proyecciones del niicleo septal medial llegan a el hipotilamo; a la
regién predptica medial, al hipotilamo lateral, al complejo marmilar; al nficleo dorsal del rafe y al 4rea
tegmental ventral. El niicleo septal medial proyecta al hilus del 4rea dentada y al estratus oriens y radiatum
(radiado) de la capa CAl y CA2 del hipocampo (Isaacson, 1982). La conexién septo-hipocampo e
hipocampo-septum contienen el mayor nimero de fibras tanto aferentes como eferentes (Lopes da Silva,
1978).
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FIGURA 2. Conexiones del nGcleo septal. Se muestran las principales conexiones
aferentes y eferentes del nicleo septal y de las principales estructuras que conforman
el sistema limbico. El nicleco septal recibe proyecciones directas del hipocampo, del
hipotdlamo, del bulbo olfatorio y de la amigdala. Por otro lado, recibe proyecciones
serotonérgicas del nicleo dorsal del rafe (grupo celular B7), el principal reservorio
de serotonina.

El cerebro anterior recibe fibras, via fasciculo medial, del area septal, la cual también proyecta a la
habénula medial y lateral por medio de Ia estria terminal. Por su parte el bulbo olfatorio recibe

proyecciones, via tubérculo olfatorio, del septum.

La parte dorsal del niicleo septal lateral proyecta a la regién hipotaldmica lateral y predptica,
mientras que la porcion ventral del nficleo scétal lateral proyecta al 4rea de Ia region supramamilar y otras
dreas mds posteriores. La regién lateromedial del drea septal lateral proyecta al hipotilamo lateral y al
niicleo dorsomedial, al drea predptica medial y 4rea hipotalimica anterior. El ndcleo septal medial manda
fibras al ndcleo parataenial del tilamo y al rafe mesencefalico. Mientras que el niicleo septal posterior
proyecta al niicleo interpeduncular y al niicleo habenular lateral. Por otro lado, la corteza ifmbica anterior

recibe fibras provenientes del niicleo de la banda diagonal de Broca,

La lesién amigdalina produce un aumento en la actividad neuronal septal (Marvén, et al. 1985), en
tanto que la aplicacion aguda de algunos tratamientos farmacoldgicos y no farmacoldgicos produce un

aumento en la frecuencia de descarga de las células del nicleo septal lateral (NSL, figura 3) (Marvan, 1987;
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Alcala, 1988; Contreras, et al. 1989). Por lo anterior, parece probable ia existencia de acciones comunes de
 diversas terapias sobre la actividad neuronal del septum. En este sentido, Contreras y cols. (1990b)
reportaron que la administracidn crénica de clorimipramina produce un aumento en la frecuencia de
descarga de las células septales posterior a tres semanas de tratamiento; particularmente en aquellas células

: que reciben una influencia inhibitoria del hipocampo dorsal (Marvén, 1990).

1 Asimismo, se ha observado que de entre las diversas terapias antidepresivas, tanto el electrochoque
como los firmacos antidepresivos incrementan ia sensibilidad de las células piramidales del hipocampo
debido probablemente a una estimulacién serotonérgica, efecto que no es reproducido con otros farmacos
que bloquean la recaptura de serotonina -—-sin ser antidepresivos-- (De- Montigny y Aghajanian, 1978; De-
v'f Montigny, 1984).

¢ Niicleos del Rafe:

- Los nficleos del rafe se ubican a lo largo del plano medio del tallo cerebral. Las células que los
conforman se encuentran entremezcladas entre los tractos decusados de axones mielinizados formando una
columna contigua. El rafe se encuentra integrado por varios ndcleos con diferente citoarquitectura cuyas
. eferencias se identifican en varios niveles del tallo cerebral (Barr y Kierman, 1986). Los niicleos que forman '
¢l rafe son: el centralis, el dorsalis, el magnus, el obscurus, el extrarafelis y el intrarafelis (Da-Armond, et
- al. 1989).

Las fibras aferentes a los nécleos del rafe del mesencéfalo y el puente de Varolio, proceden de varias
-partes del hipotélémo y del sistema limbico. Por otro lado, la sustancia gris central del mesencéfalo estd
© conectada, aunque no por fibras directas, al nicleo magno del rafe en el bulbo raquideo (Barr y Kierman,
~ 1986). El niicleo del rafe dorsal recibe vias provenientes del NSL y del pediinculo superior (Issacson, 1976;
1982); mientras que ¢l niicleo de la cama de la estria terminal, se proyecta por medio del fasciculo medial

del cerebro anterior a los niicleos del rafe dorsal y rafe medial.

Los nicleos del rafe proyectan a los micleos centrales y mediales de la amigdala. Asimismo, estos
. envian proyecciones 5-HT al 4rea septal, principalmente a las porciones ventrales de la zona lateral de los
| niicleos septales laterales, siendo escasas las proyecciones hacia los micleos septofimbriales. El nicleo del
rafe medial proyecta fibras al bulbo olfatorio y por medio de la fimbria manda fibras serotonérgicas al

hipocampo (Lopes da Silva y Arnolds, 1978); mientras que el niicleo magno del rafe proyecta al cuerno
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dorsal espinal (Barr y Kierman, 1986). Luego entonces, la inervacion serotonérgica del sistema limbico
sigue trayectorias bien conocidas y éstas se distribuyen ampliamente, formando incluso circuitos cerrados, lo
que hace previsible una gran interaccin anatomofuncional. El micleo dorsal del rafe (NRD) ubicado por
detras del fasciculo longitudinal medial, se extiende rostralmente hacia la sustancia gris central anterior en el
mesencéfalo caudal y proyecta al nicleo medial amigdalino, bulbo olfatorio, 4rea septal e hipocampo, entre
otras estructuras (Shiosaka, et al. 1983).
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FIGURA 3. Frecuencia de disparo de las neuronas del nicleo septal lateral seguide del
tratamiento con diferentes antidepresives. Los diferentes antidepresivos promueven un
incremento en la frecuencia del disparo neuronal. Los IMAO (inhibidor de la enzima
monoamine oxidasa), ADT (antidepresivo triciclico) y la PS (privacién de suefio),
producen efectos similares, mientras gue el ADA [(antidepresivo atipico} y el Ec
{electrochoque} promueven un efecto mayor. * p< 0.05%; + p< 0.00! ({prueba t-test)
{Contreras et al., 1989, Physiol Behav 46{5):793-798 ).
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Por otro lado, en el mecanismo de accién de los diversos tratamientos antidepresivos (TAD) estin
involucrados procescs de lenta instauracién en los que participa el sistema serotonérgico. Los efectos de la
estimulacitn a los micleos del rafe aparecen con Iatencia de varios segundos en el cuerpo geniculado lateral.
Ademds, la respuesta del hipocampo a la estimulacion del rafe se ve aumentada después de dos semanas de
tratamiento con terapias antidepresivas. Asimismo, se reporta que la administracion de TAD produce una
disminucién de Ia frecuencia de disparo de las neuronas de los niicleos del rafe. Accidn que se desvanece

f‘ conforme transcurren los efectos del tratamiento antidepresivo (Contreras, et al. 1990a).

Los estudios de la actividad neuronal de los niicleos del rafe y del locus coeruleus de animales
sometidos a tratamientos antidepresivos han demostrado tener acciones inhibitorias de la actividad neuronal.
Si se toma en cuenta que la acci6n propuesta de los TAD se da sobre los receptores presindpticos
(subsensibilidad) y posindpticos (hipersensibilidad), entonces los reservorios de los neurotransmisores que en
diversos estudios muestran claramente procesos de inhibicién bajo tratamientos antidepresivos, podrian ser
considerados como los elementos presindpticos en el mecanismo de accién de este tipo de terapias, mientras
que los elementos posindpticos podrian ubicarse en aquellas estructuras del sistema limbico en las que los
tratamientos antidepresivos producen aumento de la actividad neuronal, tal es el caso, de los niicleos septales
L y ¢l hipocampo (Contreras, et al. 1990b), lo que sugiere Ia participacién de las neuronas septales conectadas

con ¢l nicleo dorsal del rafe en €l mecanismo de accién de los tratamientos antidepresivos.

© Niicleo del Rafe Dorsal y Niicleo Septal Lateral.

; Los nacleos del rafe, son un reservorio de serotonina (5-HT), proyectan a los micleos centrales y
mediales de la amfgdala. Asimismo, estos envian proyecciones 5-HT al 4rea septal lateral y triangular; las
células se ubican, prinéipalmente, en la banda diagonal y las porciones ventrales de la zona lateral de los
miicleos septales laterales, pero son escasas las proyecciones hacia los nicleos septofimbriales (Lopes da
Silva y Arnolds, 1978). El nicleo del rafe dorsal recibe vias provenientes del nficleo septal Iateral y del
pediinculo superior (Issacson, 1976; 1982); mientras que el nicleo de la cama de la estria terminal, proyecta
por medio del fasciculo medial del cerebro anterior a los miicleos del rafe dorsal y rafe medial. Asimismo,
~ los axones que se originan en la banda diagonal, en el nicleo septo medial y que proyectan al hipocampo,
son de caracter colinérgico; asi, el nicleo septal laterai proyecta, al hilus del area dentada y al estratus oriens
y radiatum de las capas CA1 Y CA3 (Issacson, 1976; 1982). Por otro lado, la via sefotonérgica que nace en
¢l NDR, también, termina en el hipocampo (Issacson, 1982; Jacobowitz, 1982; Walaas, 1983).
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La localizacidn de los cuerpos celulares serotonérgicos {figura 4} ocurre en ia linea medial de los
niicleos del rafé, el grupo B1-B3 inerva la médula espinal (bulbo-espinal), el grupo B5-B6 proyecta axones
al cerebro anterior; mientras que el grupo B7 esta ubicado en ¢l rafe dorsal. El grupo B8 esta localizado en
el nicleo superior centralis y rafe medial; finalmente, el grupo B9 inerva una pequefia porcién del area
talamo-metatilamo.

Por otro lado, se han propuesto al niiclec septal y al néicleo dorsal del rafe y sus conexiones
serotonérgicas, como sitios de accién de los tratamientos antidepresivos (Cortés, et al. 1988}. El 4rea septal
recibe inervacion serotonérgica, noradrenérgica y dopaminérgica, entre otras, siendo el NSL el que recibe Ia
mayor cantidad de estas aferencias. Las cantidades de dopamina (DA) y noradrenalina (NA) en el area
septal, son bajas en comparacién con las de serotonina (5-HT), estas ditimas aferencias provienen del nicleo
dorsal del rafe (Moore, 1978; Kohler, et al. 1982).

Algunos‘m'xtores consideran al septum como un niiclec que participa en Ia depresién y la ansiedad;
por ejemplo, la administracion crénica de clorimipramina produce un aumento en Ia tasa de disparo neuronal
de los micleos septales, después de tres semanas de tratamiento (Contreras, et al. 1990a), especialmente en
aquellzs-células que reciben una influencia inhibitoria del hipocampo dorsal (Marvén, 1990), en tan'o que, la
estimulacion eléctrica del niicleo septal lateral provoca un incremento en el nimero de résbts,ésiés wsugadas
en paradigmas de conflicto (Thomas, et al. 1991) como la del lamido de agua. Asimismo, ‘la actividad
neuronal del nicleo septal lateral pricticamente desaparece después de la aplicacién de un estimulo
condicionado aversivo (Yadin y Thomas, 1981; Thomas, et al. 1991). De esta manera, las ratas sometidas a
estrés utilizando la prueba de inmovilizaci6n-congelada desarrolian ilceras gastricas, las cuales se ven

reducidas cuando se les estimula ¢l nicleo septal lateral (Yadin y Thomas, 1996).

Por otro lado, 1a lesién de la parte dorsal y medial del septum lateral de Lt rata decremeiita el estado
ansioso, al ser evaluado en las pruebas de laberinto de brazos elevados y la de ocultamiento de barra (Treit y
Pesold,v 1990; Pesold y Treit, 1992; Menard y Treit, 1996; 1996A), este efecto parece depender de 1a regidn
lesionada, encontrando una mayor ansiolisis al realizar una lesién combinada en las porciones lateral,
triangular y septo-frimbrial; mientras que, Ia lesién en la porcién triangular o septo-fimbrial carcce de
influencia en este paradigma (Menard y Treit, 1996),




LOCALIZACION DE LOS GRUPOS CELULARES SEROTONERGICOS

A)
Cusrpo
callose
B)
GRUPO LOCALIZACION AREA DE PROYECCION
CELULAR
Bl Nicleo del rafe pallidus, parte medial de la médula
oblongata y parte ventral del tracto piramidal.
B2 Nicleo del rafe obscurus, a nivel del nicleo hipoglosal. | Médula espinal
B3 Nicleo del rafe magnus, alrededor del tracto piramidal;
entre la médula oblongata y el puente.
B4 Se encuentra en la base del charto ventriculo, a nivel del
nicleo vestibular medial. Inerva estructuras del
BS Nicleo del rafe pontino, a nivel del nicleo motor] telencéfalo, del diencéfalo
trigémino. y el
B6 Parte superior del tegmento pontis, ocupa una porcién del Cerebelo
cuarto ventriculo. ‘
B7 Niicleo del rafe dorsal, situado ventralmente a la materia | Envia fibras al telencéfalo,
gris periacueductal diencéfalo y principalmente a
estructuras limbicas
B3 Se sitda en el niicleo medial del rafe., Inerva estructuras del
B9 Rafe centralis superior, ocupa una porcin en el cersbro telencéfalo y
medio, junto al lemnisco medial. del diencéfalo

FIGURA 4. Grupos celulares serotonérgicos. A} Esqguema representativo de un corte
sagital del cerebro de rata donde se muestra la localizacién de 1os grupos celulares
serctonérgicos, B) Se describe la localizacidén de los grupos celulares y las areas
cerebrales que inervan. El principal reservorio de serotonina se localiza en el micleo
dorsal del rafe {grupo celular B7), el cual proyecta una gran cantidad de fibras hacia
el nicleo septal lateral.

En adici6n, la aplicacién in situ de diversos firmacos ansiliticos como ¢l midazolam, el diazepam o
la buspirona localmente en el septum han mostrado tener un efecto ansiolitico evaluado en pruebas
conductuales y se ha propuesto que la accion ansiolitica esta mediada por receptores GABAérgicos (Rose-
Melia, et al. 1991; Pesold y Treit, 1994) o bien por receptores serotonérgicos del tipo 5-HT1A (Lee y
Rodgers, 1991; 1991a; Rose-Melia, et al. 1991; Rodgers, Lee y Shepherd, 1992}, los cuales coexisten en
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este niicleo (Beauvillan, et al. 1991) y han sido también invelucrados en las acciones de los antidepresivos.
De la misma forma, los patrones electrofisiolégicos de la porcién lateral del septum son modificados por la
aplicacién de agentes ansioliticos, como el clordiazepoxido o el diazepam como el clordiazepdxido 6 el
diazepam (Wieland, et al. 1991; Pesold y Treit, 1994) y por tratamientos antidepresivos como el

electrochoque y los triciclicos (Contreras, et al. 1989; 1990a).

Los tratamientos antidepresivos, €l electrochoque y los antidepresivos triciclicos, incrementan de
manera gradual la frecuencia de disparo neuronal del NSL alcanzando su mayor expresion en la tercera
semana de tratamiento (Contreras, et al. 1989; 1990a). De igual forma, la administracion de tratamientos
antidepresivos produce una disminucién del disparo de las neuronas de los nicleos del rafe, dicho efecto se
desvanece conforme transcurren los efectos del tratamiento antidepresive (Contreras, et al. 1990a).
Asimismo, los tratamiento antidepresivos aplicados por via sistémica o intracerebral han sido evaluados en
modelos de depresién en animales de laboratorio, como son el de desesperanza aprendida y el de nado
forzado, entre otros. En la prueba de nado forzado, los tratamiento antidepresivos disminuyen el tiempo de
inmovilidad (Porsolt, et al. 1977; Drugan, et al. 1986; Cervo y Samanin, 1988; Danysz, et al. 1988;
Fernindez-Teruel, et al. 1988; Borsini, et al. 1989; 1995; Porsolt y Lenégre, 1992; Meersch-Mougeot, et
al. 1993; Lopez, et al. 1994; Lucki, et al. 1994) en tanto que, en €l modelo de desesperanza aprendida
incrementan la tolerancia a respuestas castigadas (Danysz, et al. 1988; Martin, et al. 1990; 1991;
Gambarana, et al, 1995).

Por otro lado, Contreras y cols. (2000) reportan diferencias en fa frecuencia de disparo neuronal del
septum lateral de Ia rata a lo largo del ciclo estral, siendo mayor durante el proestro. Asi, sabemos que la
progesterona y el estradiol ejercen acciones sobre el sistema nervioso central (Biegon, et al. 1980; McEwen,
1981; Genazzani, et al. 1992; Kubli, 1993) particularmente sobre el sisterna 5-HT (Sietnieks y Meyerson,
1982; Maswood, et al. 1995; Farmer, et al. 1956) y ¢l GABAérgico (Maggi y Perez, 1986; Perez, et al.
1986; 1988) en varias de las estructuras que conforman el sistema limbico como el septum, el hipocampo y
el hipotalamo (Rainbow, et al. 1682; Perez, et al. 1986; O'Connor, et al. 1988; Canonaco, et al. 1993a); es
decir, sistemas de neurotransmisién que han sido implicados en la regulacién de la depresion y la ansiedad
(Borsini, et al. 1989a; Cannizzaro, et al. 1993; Borsini, 1995; Petty, 1995).

En estudios clinicos se ha reportado un mayor indice de depresi6n en el sexo femenino en

comparacién con el masculino, siendo las mujeres las que responden mejor a los tratamiento antidepresivos
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- {Calderén-Nérvaez, 1987; Breslau, et al. 1995), datos que coinciden con los hallazgos en estudios con
animales de laboratorio. Ademds se ha correlacionado la disminucién de sintomas de ansiedad y depresién
" en mujeres con sindrome prementrual y posimenopéusicas con la presencia de niveles altos tanto de estradiol
como de progesterona (Halbreich, et al. 1986). Por lo anterior ha sido propuesta la participacion de las

hormonas gonadales, estradiol y progesterona en los cambios del estado de dnimo (Halbreich, et al. 1986).

Acciones de la progesterona sobre el sistema nervioso central

El ciclo menstrual se caracteriza por las fluctuaciones del estado de 4nimo y de los niveles de
; ansiedad (Price y Di-Marzio, 1986; Endicott y Helbreich, 1988; Contreras, et al. 1989a; Odink, et al. 1990;
Marvan y Contreras, 1993). Estos cambios se han relacionado con las oscilaciones hormonales inherentes al
ciclo, lo cual no ha sido totalmente esclarecido, 2 pesar de que se han identificado algunas acciones
peculiares de Ia progesterona, como es su accion ansiolitica (Majewska, 1986; 1992; Fernandez-Guasti, et
< al. 1990; 1992; Bitran, et al. 1993; 1993b; Picazo y Fernindez-Guasti, 1993) tanto en el humano
{Pearlstein, 1995) como en algunos modelos animales (Fernindez-Guasti y Picazo, 1990; Contreras, et al.
© 1995; Martinez-Mota, et al. 1996).

‘ Las acciones hormonales sobre Ia conducta emocional se establecen en estructuras del sistema
',f limbico, dentro de ellas el nicleo septal participa en la depresion y Ia ansiedad (Contreras, et al. 1990a;
Yadin, et al. 1993). En adicidn, tanto ¢l estradiol como la progesterona, participan en pautas conductuales
no reproductivas, como la evitacién condicionada, la agresién, la ingestibn de agua y la actividad
locomotora (Diaz-Veliz, ef al. 1991; 1994), en tanto que a la progesterona y a sus metabolitos, ademis de
sus acciones hipnéticas y sedantes, se les han atribuido acciones ansioliticas evaluadas en ¢} paradigma de
: enterramiento defensivo y el laberinto de brazos elevados (Fernindez-Guasti, et al. 1990; 1992; Bitran, et
al. 1991b; 1993a). Adicionalmente, en la prueba de nado forzado se ha encontrado que la progesterona
aplicada por via sistémica decrementa la duracién total de la inmovilidad de manera dosis-dependiente
(Martinez-Mota, et al. 1999) mientras que la aplicacién de estradiol provoca una tendencia a reducir el

tiempo de inmovilidad dependiente de dosis, pero s6lo en ratas adultas (Luna-Baltazar, 1995).

La progesterona, también influye en algunas otras conductas. Se ha observado que la administracion
de esta hormona incrementa la actividad locomotora, la conducta de giro, la ingesta de alimentos y la
estimulacién intracraneal (Diaz-Veliz, et al. 1991), asi como ia lordosis premonitoria de la actividad sexual

(Kondo, et al. 1990; Chen, et al. 1992). En cuanto a sus acciones a nivel neuronal (interacciones
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neuroquimicas), la progesterona aumenta el recambio de serotoning (5-HT) (Ladisich, 1977), lo que podria
explicar algunos cambios conductuales asociados tanto a la hormona como 2l neurotransmisor. Por otra parte
Mani y cols. (1994), demostraron que los agonistas de los receptores dopaminérgicos-1 (D-1) mimetizan las
acciones de la progesterona. Luego entonces, es de esperarse que los receptores a hormonas esteroidales se
encuentren ubicados de manera particular en el cerebro, ya que inclusive, la progesterona ha sido
considerada un neuromodulador, dada la estrecha relacién existente entre Ias hormonas y los diferentes
sistemas de neurotransmisién (Sietnicks y Meyerson, 1980; 1982; Biegon, et al. 1982; Bristow, et al. 1986;
Heal, et al. 1988; Etgen, et al. 1989; Van-der-Kar, 1991; Meyer, et al. 1992).

También se conocen algunas de las acciones de la otra hormona esteroidal gonadal, el estradiol. Los
estrégenos promueven la-produccién de receptores 5-HT1A en el septum lateral, el hipotilamo anterior y el
drea prefptica, entre otras estructuras cerebrales (Biegon, et al. 1982). El estradiol y la progesterona
influyen sobre los procesos serotonérgicos (Sietnieks y Meyerson, 1980; 1982; Biegon, et al. 1982); ya que,
la administracion de estrégenos sensibiliza a los receptores SHT1A, los cuales, se encuentran involucrados
en algunas acciones de las terapias antidepresivas (Biegon, et al. 1982; Alcald-Herrera, 1988; Contreras, et
al. 1989; 1990; 1990a; 1991; 1992a; 1993a; 1993b; Chacon, et al. 1991; Marvian, et al. 1992}, por lo cual
se acepta que existe una interaccion entre el funcionamiento del receptor 5S-HT1A y los agentes esteroidales.
La serotonina parece estar implicada en algunos cambios del estado afectivo que en ocasiones acompaﬁan al
periodo premenstrual, dado que los niveles sanguineos de 5S-HT son inferidrcs durante la fase lutefnica en
mujeres que padecen sindrome premenstrual (PMS) (Rapkin, et al. 1987), por lo cual los esteroides sexuales
podrian influir sobre los trastornos premenstruales, al modificar I2 neurotransmision de 5-HT (Biegon, et al.
1982, Sietnicks y Meyerson, 1982). v

Por otro lado, la progesterona administrada oralmente decrementa los sintomas de ansiedad,
depresién y estrés en mujeres con sindrome premenstrual (Dennerstein, et al. 1985). Asimismo, la depresién
posparto aparece después de cinco dias del parto y en aquellas mujeres que la $ufren, se encuentran niveles
més elevados de progesterona durante Ia gesiacién que las que no tienen esta complicacién (Harris, et al.

- 1994), lo que sugiere un sindrome de abstinencia a la hormona y sefiala a la progesterona como un posible
ansiolitico enddgeno, suposicién apoyada por otras observaciones en animales de laboratorio (Gallo y Smith,
1993; Leret, et al. 1994). Es decir, a la progesterona y a sus metabolitos, ademés de sus acciones hipndticas
y sedantes, se les han atribuido acciones ansioliticas evaluadas en el paradigma de enterramiento defensivo y

¢l laberinto de brazos elevados (Fernindez-Guasti, et al. 1990; 1991; Bitran, et al. 1991b). En adicidén, en
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trabajos de nuestro grupo se ha encontrado que la progesterona administrada por via sistémica decrementa la
duracién total de Ia inmovilidad en la prueba de nado forzado de manera dosis-dependiente sin modificar la

actividad locomotora, lo cual sugiere acciones similares a los antidepresivos (Martinez-Mota, et al 1999).

Asi, ademis del papel que desempefian las hormonas gonadales en la conducta sexual, también
parecen estar involucradas en la regulacién del estado de dnimo, los antidepresivos convergen en el receptor
5-HT1A para producir sus acciones (Peroutka, 1987; Lesch, et al. 1990; Sotelo, et al. 1990; Zemilan y
Garver, 1990; Nowak y Dulinski, 1991; Pandey, et al. 1991; Lund, et al. 1992) y por lo menos el
electrochogue modifica la sensibilidad del receptor dopaminérgico D-1 (De Montis, et al. 1990), sitios en los
que actiian las hormonas esteroideas, aunque no han sido exploradas a profundidad.

Conviene subrayar que de entre los neurotransmisores, el que se ha logrado relacionar en forma mis
clara con la depresién y con las acciones de los tratamientos antidepresivos ¢s la 5-HT en general, y el
receptor 5-HTIA, en lo particular. Sin embargo, mientras que algunos autores han identificado anomalias en
¢l metabolismo de las aminas bidgenas en las mujeres con PMS, ¢l curso que siguen estos cambios no es
paralelo al desarrollo de los sintomas (Odink, et al. 1990); no obstante, mediante técnicas de
radicinmunoensayo, se ha demostrado que en las mujeres que padecen PMS, los niveles sanguineos de 5-HT

son inferiores durante la segunda mitad del ciclo menstrual respecto a sus controles (Rapkin, et al. 1987).

En consistencia, se ha encontrado una mayor presencia de la depresién en el sexo femenino en
comparacion con el masculino en una proporcién de 2:1, y paradojicamente las mujeres responden mejor a
los tratamientos antidepresivos (Calder6n-Narviez, 1987; Breslau, et al. 1995). Se ha propuesto asi que la
ansiedad y la depresién en mujeres con sindrome premenstrual y postmenopiusicas se relaciona con la
disminucién de los niveles circulantes plasmiticos, tanto de estradiol como de progesterona (Halbreich, et
al. 1986). A nivel experimental, diversos autores han reportado diferencias ligadas al sexo en la ejecucién de
algunas pruebas conductuales tanto de depresién como de ansiédad {Alonso, ef al. 1991; Gurley y Kinsley,
1993; Meng y Drugan, 1993; Paré y Redei, 1993; Zimmenberg y Farley, 1993; Contreras, et al. 1995), asi
como diferencias en la respuesta a los tratamientos antidepresivos y a los ansioliticos (Fernindez-Guasti y
Picazo, 1990; Kellogg, et al. 1991; Contreras, et al. 1995), siendo las ratas hembras las que responden
mejor a los tratamientos antidepresivos (Contreras, et al. 1995) y a los ansioliticos que las ratas macho
(Ferndndez-Guasti, et al. 1990; Kellogg, et al. 1991). Esta diferencia parece estar determinada por los

niveles hormonales de estradiol y progesterona a lo largo del ciclo estral, ya que se ha encontrado un mayor
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efecto de los farmacos ansioliticos (Fernindez-Guasti, 1990; Bitran, et al. 1991a; Carey, et al. 1992) y
antidepresivos (Fernindez-Guasti, et al. 1999) en la fase del proestro, cuando los niveles de progesterona

son mas elevados (Feder, 1981; Freeman, 1988).

Tanto la progesterona como el estradiol modifican la actividad neuronal (Biegon, et al. 1980;
Genizzani, et al. 1992; Kubli, 1993) al influir, quizd modulando, las acciones del sistema 5-HT (Maswood,
et al. 1995; Farmer, et al. 1996) y el GABAérgico (Perez, et al. 1986; 1988; Maggi y Perez, 1984), lo que
parece establecerse en estructuras como el septum, el hipocampo y el hipotidlamo (Rainbow, et al. 1982;
Perez, et al. 1986; O’Connor, et al. 1988; Canonaco, et al. 1993; 1993a), es decir, estructuras cerebrales
del sistema limbico, en los que participan sistemas de neurotransmision que jucgan un papel importante en
los sindromes de depresi6n y ansiedad (Cannizzaro, et al. 1993; Borsini, 1995; Petty, 1995).

En cuanto a las acciones de los neuroesteroides sobre la excitabitidad neuronal, la pregnenolona y la
dehidroepiandrosterona son considerados los neuroesteroides tipicamente excitatorios ya que la pregnenolona
acorta el suefio producido por la administracion de pentobarbital (Majewska, 1992). En contraste, otro de
los metabolitos de la progesterona, la 3B-hidroxi-Sa-dihidro-progesterona aumenta la afinidad del
flunitrazepam por el receptor GABAérgico sin modificar la Bmax y, por el contrario dismiimye laBmax y la
constante de disociacién de algunos agentes convulsivantes, por lo que se considera que este neuroesteroide
interactiia con el receptor a GABA de una manera semejante a la manera de los barbitiiricos (Majewska, et
al. 1986) ejerciendo asi acciones inhibitorias. De hecho, la progesterona potencia la inhibici6én del disparo
neuronal inducido por GABA y bloquea la excitacién producida por glutamato en las células de Purkinje del
cerebelo (Smith, et al. 1987). Las acciones de, por lo menos, 1a progesterona sobre la actividad neuronal se
establecen por medio de receptores especificos. Actualmente, se acepta la existencia de un sitio especifico de
reconocimiento a la 38-hidroxi-54-pregan-20-ona y a la progesterona expresado en el complejo receptor
GABA-A-benzodiazepina-ionoforo de CI que esta funcionalmente acoplado a los receptores GABA-A (Lan,
et al. 1990).

La estimulaci6n eléctrica del NSL provoca un incremento en el nimero de respuestas castigadas en
paradigmas de conflicto (Thomas, et al. 1991), en tanto que, la attividad neuronal del NSL decrementa
significativamente ante un estfmulo condicionado aversivo (Yadin y Thomas, 1981; Yadin, 1989). Ademés,
- en algunas otras pruebas, las ratas sometidas a estrés por medio de la prueba de inmovilizacién-congelada

desarrollan dlceras gistricas, las cuales se reducen cuando se les estimula el NSL (Yadin y Thomas, 1996).
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En consistencia, la lesién de la parte dorsal y medial del septum lateral de la rata decrementa el estado
ansioso evaluado en la prueba de laberinto de brazos elevados y 1a de ocultamiento de barra electrificada
(Treit y Pesold, 1990; Pesold y Treit, 1992; 1996). El efecto parece depender de la regién‘lcsionada, se
observa una mayor ansiolisis al realizar una lesién combinada de las porciones lateral, triangular y septo-
frimbrial, mientras que, este efecto no se produce cuando la lesion se practica en la porcién triangular o la
. septo-fimbrial (Menard y Treit, 1996). De esta manera el niicleo septal lateral resulta una estructura limbica

atractiva para el estudio de su participacién en los estados afectivos.

De entre otras estructﬁras cerebrales, el septum participa en el control de estados emocionales
caracterizados por ansiedad y miedo (Thomas, 1988) y su actividad neuronal se modifica por la
administracién de diversos tratamientos antidepresivos farmacolégicos y no farmacologicos (Contreras, et al.
1989; 1990; 1993a; 1993b). En los niicleos septales, ocurre una regionalizacion de funciones, las neuronas
del septum lateral, pero no las del medial, aumentan su tasa de disparo ante la entrega de reforzadores
(Thomas, et al. 1991) y la estimulacién eléctrica continua de baja intensidad del nicleo lateral septal produce
efectos semejantes a los de las benzodiazepinas en pruebas elaboradas para evaluar ¢l nivel de ansiedad
(Yadin, et al. 1993).

La actividad neuronal de los nicleos septales, se incrementa cuando los animales anticipan la entrega
de una recompensa y, disminuye ante la presentacién de un estimulo aversivo (Yadin, et al. 1993) de una
forma en la que participan diversos neurotransmisores, entre otros, de la serotonina. Los niicleos del rafe,
especialmente el dorsalis, proporcionan fibras serotonérgicas (5-HT) al sistema nervioso central, en forma
particular al micleo lateral septal (Kayama, et al. 1989). Més aGn, el nicleo dorsal del rafe (NRD), y
especialmente sus conexiones, han sido involucrados en las acciones de los tratamientos antidepresivos
(Blier, et al. 1984; 1987; 1988; Contreras, et al. 1989; 1990), ya que la administracién de tratamientos
antidepresivos produce una disminucién de la frecuencia de disparo de las neuronas de los nicleos del rafe,

dicho efecto se incrementa conforme transcurre el tratamiento (Contreras, et al, 1990).

Ademis, la aplicacién de diversos farmacos ansioliticos como el midazolam, el diazepam o Ia
buspirona in situ en el NSL produce un efecto ansiolitico mediado por receptores GABAérgicos (Pesold vy
Treit, 1994; Rose-Melia, et al. 1991; Drugan, et al. 1986) y por receptores serotonérgicos del subtipo 5-
HT1A (Lee, et al. 1992; Rose-Melia, et al. 1991), cuya presencia ha sido corroborada en este nicleo

(Beauvillan, et al. 1991), lo que parece relacionarse con el hecho de que los antidepresivos tricicicos,
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incrementan de manera gradual la frecuencia de disparo neuronal del NSL alcanzando su mayor expresion
en la tercer semana de tratamiento (Contreras, et al. 1989; 1990), especialmente en neuronas septales
conectadas con el NDR (Contreras, et al. 1993).

Las acciones de los tratamientos antidepresivos aplicados por via sistémica 6 intracerebral han sido
evaluados en modelos de depresion en animales de laboratorio, como son el de desesperanza aprendida y el
de nado forzado, entre otros. En el nado forzado, los tratamientos antidepresivos disminuyen el tiempo de
inmovilidad, lo que se interpreta como un aumento de la motivacién por escapar de un problema carente de
solucién (Porsolt, et al. 1977; 1992; Drugan, et al. 1986; Cervo, et al. 1988; Danysz, et al. 1988;
Fernandez-Teruvel, et al. 1988; Borsini, et al. 1989; Lucki, 1992); en tanto que, en el modelo de
desesperanza aprendida, los tratamientos antidepresivos incrementan la tolerancia a las respuestas castigadas
(Danysz, et al. 1988; Martin, et al. 1990; 1991; Gambarana, et al. 1995). Recientemente, Contreras y cols.
(2000) encontraron diferencias en la frecuencia de disparc neuronal del NSL de la rata a lo largo del ciclo
estral, demostrando que la mayor tasa de disparo ocurre durante el proestro, demostrando asi que es

probable que las hormonas gonadales posean un perfil de acciones semejante a los TAD.

En resumen, a la pfogesterona se le han atribuido acciones ansioliticas tanto en el humano como en
algunos modelos animales, aunque esrpos'ible que exista alguna accion antidepresiva. La administracién de
diversos tratamientos antidepresivos farmacolégicos y no farmacolégicos incrementa de ménera gradual Ia
frecuencia de disparo neuronal del NSL, especialmente en aquellas neuronas septales que reciben aferencias
del NDR (Contreras, et al. 1993), alcanzando su mayor expresién en la tercer semana de tratamiento, una
accién que no ha sido explorada para la progesterona, aunque se conoce que la frecuencia de dispam de las
neuronas del NSL se incrementa durante el proestro y el estro y que la progesterona decrementa la duracién

total de la inmovilidad en la prueba de nado forzado de manera semejante a los antidepresivos.
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VIEJC MI QUERIDO VIEJO

Para y por ti: Por el tiempo compartido, ... ya no
me lleva de la mano; por tus consejos, por fos
recuerdo de nito (risas, Hanto), por ensefiarme &
trabajar, por ... dame & brazo y vamos a ver, &
ver que vas s decirme ... padre.

Es un buen tipo mi viejo
Que anda solo y esperando
Tiene la tristeza larga

de tanto venir andando

yo lo miro desde lejos

pero somos tan distintos
es que crecid con el siglo
con tranvia y vino tinto
viejo mi querido viejo
ahora ya camina lerdo
como perdonando al viento
y0 soy tu sangre mi viejo

soy tu silencio y tu tiempo
El tiene lo ojos buenos

y una figura pesada

la edad se le vino encima
sin carnaval ni comparsa
yo tengo los afios nuevos
y el hombre los aiios viejos
el dolor fo lleva adentro

¢l tiene historias sin tiempo
viejo mi querido viejo
ahora ya camina lerdo
como perdonando al viento
yo soy tu sangre mi viejo

soy tu silencio y tu tiempo

yo soy tu sangre mi viejo yo...
soy tu silencio y tu tiempo

yo soy tu sangre mi viejo

soy tu silencio y tu tiempo

Yo soy {u sangre mi viejo

Piero
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Planteamiento del Problema:

El septum es una estructura del sistema iimbico con caracteristicas peculiares: a) su actividad
neuronal es incrementada por la administracién de diversos tratamientos antidepresivos (Contreras, et al.
1989; 1990} y de ansioliticos (Yadin, et al. 1993); b) se le considera un sitio regulador tanto de la depresién
como de l1a ansiedad (Treit y Posold, 1990; Posold y Treit, 1992; 1994; Yadin, et al. 1991a; 1993; Menard,
et al’ 1996); c) contiene receptores a progesterona y estradiol (Rainbow, et al. 1982),; d) estas hormonas
influyen en la accién de los tratamientos antidepresivos (Halbreich, et al. 1986; Fernandez-Guasti y Picazo,
1990; Keilogg, et al. 1991; Contreras, et al. 1995) y los ansiolitiéos (Majewska et al. 1986; 1992;
Fernindez-Guasti et al. 1991; Bitran et al. 1991a; 1993). Sin embargo, hasta ¢l momento se desconoce si es
el caso de que la aplicacibn in situ de progesterona provoque un efectb similar a los antidepresivos sobre la
frecuencia de disparo de neuronas del nicleo septal lateral, identificadas por su conexidn con el nicleo
dorsal del rafe. En consecuencia, el objetivo general de los estudios que siguen, consistié en determinar las
acciones de la progesterona eyectada por microiontof6resis, sobre la actividad neuronal nicleo dorsal det
rafe-niicleo septal lateral y determinar alguna semejanza con las acciones del GABA, ya que el receptor
GABAérgico contiene un sitio de reconocimiento para la progesterona -subunidad a- (McEwen, 1981;
Mahesh, et al. 1996).

Hipétesis: La eyeccion microintoféretica de progesterona en el septum modificari la frecuencia de
disparo de las neuronas del rafe-septales. '

Objetivos: a) Determinar el efecto de la aplicacién por microiontoféresis de progesterona sobre la
frecuencia de disparo en neuronas rafe-septales. b) Comparar el efecto de la progesterona con el GABA,

eyectado por microiontofSresis, sobre la tasa de disparo-de las neuronas del nficleo lateral septal.

Descripcién Experimental

Procedimiento general:

Sujetos: Se utilizaron 81 ratas Wistar {experimento uno: 22; dos: 14; tres: 14; cuatro: 13 y cinco:
18) de alrededor de 300 grs de peso (90 dias de edad) y del sexo masculino, para obtener un total de 329
registros unitarios extracelulares del nfcleo lateral septal. Hasta antes del experimento, los animales se
mantuvieron en un bioterio de estancia con agua y alimento ad libitum, con un ciclo luz-obscuridad de 12
por 12 horas (encendido: 7:00 AM).
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Cirugia: Se utiliz6 etilcarbamida como anestésico (uretano) disueito en solucion salina estéril (0.09%
© plv; 1 mg/kg, i.p.). Una vez lograda la anestesia se fij6 la cabeza del animal en un aparato estereotixico.
Continuamente se vigilaron los movimientos de los animales y tan pronto como hubo cambios respiratorios o
movimientos sugerentes de que la anestesia comenzaba a desvanecerse, se administré una dosis adicional de
entre ¢l 10 y 20% de 1a original de uretano, hasta lograr la inmovilidad total y la ausencia de respuesta a la
estimulaci6n sensorial. Se colocaron campos quirirgicos y se procedié a rasurar la cabeza para realizar una
incisién que dejo expuesto el crineo en la linea media. Se procedié a desprender el periostio y a ubicar las
suturas craneales (bregma y lambda) v se realizaron dos trépanos con un taladro dental, por donde se
descendieron los electrodos (figura 1B}, orientados estereotdxicamente {Paxinos y Watson, 1982) al nicleo
dorsal del rafe (L= 0.0 mm, AP= -7.2 mm, H= -3.5 mm) y al nicleo latcral septal (L= 0.5 mm, AP= -
0.3 mm, H= -3.0 a 5.0 mm). Se tomé la sutura bregma como punto de referencia para la coordenada
antero-posterior, la sutura parieto-parietal para la coordenada lateral y la superficie de la corteza cerebral

para ubicar la coordenada vertical.

Estimulacién del nicleo dorsal del rafe: Se colocé un electrodo bipolar de acero inoxidable
(resistencia 100 MOhms, distancia entre puntas: 1 mm), aislado excepto en la punta (didmetro: de 50 uM).
La verificacién del sitio de colocacion del electrodo en el NDR, se realizé por medio de la visualizacion de
la actividad multiunitaria recabada durante el descenso del electrodo y por el cambio de la actividad neuronal
ante 1a estimulaciébn sensorial. Tan promto se detecté unma vigordsa respuesta neuronal ante el tacto a
contrapelo y el pinzamiento del rabo y habiendo corroborado la precision estereotixica, se concluyd el
descenso del electrodo y se le fijé al crineo con cemento acrilico dental, para conectar los polos del
electrodo a un estimulador (Grass $48). Para Ia estimulacién eléctrica (figura 1A), se aplicaron pulsos
cuadrados (0.3 Hz, 0.1 ms, 0.01 mAmp) modulados por una unidad de aislamiento (Grass, SIU 5A), lo que

permitié identificar la conexién anatémica con la neurona del NSL en la que se estaba realizando el registro.

Registro unitario extracelular: Se practicé un segundo trépano que permitid introducir una
micropipeta doble de vidrio (vesistencia: 6 mQ; didmetro de 4 uM) para ¢l registro unitario extracelular del
nicleo septal lateral. Las micropipetas contenfan, una NaCl ¢(IM) como solucién conductora y Ia otra
progesterena hidrosoluble (Sigma) o 4cido y-aminobutirico (GABA) (Sigma) disueltos en NaCl (IM). Las
ratas fueron colocadas en una caja faradizada y el descenso del electrodo se realizd por medio de un

micromanipulador hidraulico.
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El registro del NSL se realiz6 entre 3.00 y 5.00 mm por debajo de la superficie de la corteza
cerebral. El electrodo se conecté a un preamplificador DAGAN (filtros: bajas 300 Hz; altas:3 KHz) cuya
salida estaba conectada en paralelo a un osciloscopio (Tektronix 5111A) y a un circuito amplificador de
ventana. Los pulsos de la ventana activaban un estimulador (Grass $88) que proporciong pulsos de amplitud
y duracién constantes (0.6 ms, 4 V) dirigidos en paralelo a un amplificador de audio y en serie a la entrada
serial (RS232) de una PC (figura 1A).

En la computadora, una serie de programas elaborados ex profeso procesaron la actividad unitaria
extracelular del NSL. La tasa de disparo, se evalué mediante el promedio de disparo 4 el error estdndar
obtenido cada 20 segundos durante 9 minutos del registro divididos en dos minutos de control y los siete

minutos posterior a la eyeccién microiontoforética de la progesterona, GABA o vehiculo (figura 2A).

La regularidad del patrén de disparo del niicleo septal lateral, se analizé a través del coeficiente de
variacién. El coeficiente de variacién es la medida normalizada que expresa en porciento la regularidad de

eventos, se trata del cociente de a desviacién estindar entre la media multiplicado por 100.

‘ Desviacion Estindar
Coeficiente de Variacién = (100)
Media .

Control histoldgico: Una vez finalizado el experimento, se marcé el sitio de estimulacién por medio
de corriente directa (ImA, 30seg, cada polo), asi como el sitio de colocacién de la micropipeta para el
registro de la actividad unitaria extracelular (ImA durante 3 min, cada polo). Los cercbros fueron
perfundidos via cardiaca con formaldehido al 20% y extraidos para la identificacién y verificacién de las
zonas cerebrales de registro unitario (NSL) y de estimulacién (NRD), por medio de la técnica de Nissl

(figuras 2B y 2C).

Programa experimental: El programa experimental consté de varias etapas. Al llegar al niicleo
lateral septal se procedi6 a localizar una célula activa. Se-dejo transcurrir el tiempo necesario para confirmar
la ausencia de cambios sibitos de la amplitud y/o de la frecuencia de disparo, lo que se interpreté como la
estabilizacién del trazo. Entonces, se estimuld el nicleo dorsal del rafe para determinar la presencia de
conexién con el nicleo septal lateral (con una latencia en la respuesta menor a 10 mseg). La estimulacién

eléctrica del NDR, se wutilizé para determinar la existencia de conexi6n con el NSL, en caso negativo, se

26




procedié a buscar otra célula que cumpliera este requisito, en cuyo caso se procedié al registro unitario
extracelular de entre 3 y 7 neuronas por cada rata. La seleccion de las neuronas septales conectadas con el
niicleo dorsal del rafe se realizé con base en gue son estas neuronas rafe-septales las que aumentan su tasa de

disparo cuando se aplican triciclicos por vias sistémica (Contreras, et al. 1993}

Después de identificar la conexi6n rafe-septal, se esper6 de 3 a 5 min con el fin de que Ia frecuencia
de disparo y la amplitud de trazo se estabilizaran. Verificada la estabilizacién se procedi6 a Ia captura de
datos en la microcomputadora. El programa empleado capturd la actividad unitaria en blogues de 9 min. Los
dos primeros minutos del bloque se tomaron como registro conirol antes de la eyeccién microiontoforética
de los farmacos. En este momento s¢ eyects la sustancia, sin suspender el programa de captura. El farmaco

se aplicé a diferentes concentraciones durante 90 seg con una corriente de <30 nAmps.

Diseiio experimental: Se empled un disefio mixto (A-B} (Conn, 1991} en el que el periodo control
de cada registro permiti6 identificar cambios por la eyeccién (longitudinal: linea base contra el registro
poseyeccién) y al finalizar ¢l estudio los datos fueron agrupados de acuerdo a la concentracién eyectada de
los farmacos (transversal). Se evalué el tipo de respuesta de las células del nicleo lateral septal a la
aplicacién microiontoforética de progesterona, de GABA o del vehiculo, Se definié como respuesta
excitatoria o inhibitoria ante la eyeccién microiontoforética del fArmaco, al cambio en la tasa de disparo que
rebasé el valor de la media + dos cuerpos de la desviacién estandar obtenida en el registro control (2 min.).

v Andlisis de datos: El total de Ias células analizadas se agrupé con base en su respuesta ante la
= eyeccion del firmaco, para lo cual se realiz6 una comparacién del promedio de frecuencia de descarga de las
clulas septales considerando su linea base (2 min) con respecto a la fase experimental (7 o 60 min de
registro después de la eyeccibn microiontoforética de la progesterona, GABA o vehiculo). Dicha evaluacion
se elaboré considerando los datos aportados por el andlisis estadistico realizado por la computadora (el
promedio de la frecuencia de disparo + el error estindar de cada 20 seg de registro), asf como el coeficiente

de variacién de cada una de las células.
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Figura 1: A: Diagrama del registro a traves de amplificadores, osciloscopio y el
andlisis computacional de la actividad del NSL. B: Esquema que ilustra la distribucién
de los electrodos de registro y el sistema eyector en el NSL y en el NRD el electrodc

de estimulaciédn eléctrica,
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respectivamente {tomado de Paxinos y Watson 1982).




"B Fore Salie, Cusdqous Tech T« « - Cantaiss

300 4V

100 msegy

Figura 2: A: Gréfica obtenida del programa computacional. B y €: Control histolégico
del sitio de registro y de estimulacién {puntos negros} del NSL y NRD,
respectivamente. D: Sefial obtenida del osciloscopio, se muestra la actividad del NSL.
Abrv. NSL: nicleo septal lateral, NRD. nicleo del rafe dorsal.

Anilisis estadistico: Dado que los datos no presentaron una distribucién normal y que no hubo
homogeneidad en las varianzas, la significancia estadistica de las diferencias de la frecuencia de disparo
entre los diversos tratamientos se determind mediante las pruebas no paramétricas de Friedman y la U de
Mann Whitney. Como prueba post hoc se utilizd la de Tukey, cuando se alcanzd una significancia minima
de p< 0.05, por medio de la prueba de Tukey. Finalmente, debido a la baja tasa de dispare que caracteriza
a las neuronas del niicleo septal lateral (p.ej.: 0.595 + 0.016 Hz), la frecuencia de disparo esta expresada
como la media + el error estindar cada 10 segundos.
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M1 NIRA

Para mis amores: "M.....", Maximiliano, Carlos A., Xel X.,
Maoriana, ; ? y Mariana.

Mi nifia es quien pone una
esperanza con su amor en cada dia
quien con sélo una sonrisa

me devuelve la ilusidén y la alegria.

Mi nifia me ha ensefiado cada instante
a encontrar tanta belleza

en un mundo que antes solo yo miraba
a través de mi tristeza.

Mi nifia cree en mi, y me siento

tan humilde ante este amor

y a la vez tan orgulloso de saber

que el duefio de un carifio asf soy vo.

Mi nifia va guiando mi camino

¢On tu amor como una estrella,

ella piensa gue soy bueno y a mi vida
la bondad Ia trajo ella.

Mi nifia cree en mi, y me siento

tan humilde ante este amor

y a la vez tan orgulioso de saber

que el duefio de un carifio asi soy yo.

Mi nifia cree en mi y sonrio al futuro
porque sé que la tarde de mi vida Ylegara
y a mi lado ella estara igual que hoy.

Mi nifia cree en mi, y me siento

tan humilde ante este amor

y a la vez tan orgulloso de saber

que el duefio de un carifio asi soy yo.

Scottie Scott
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EXPERIMENTO 1: Curva dosis-respuesta de las acciones de la progesterena sobre la frecuencia de

dispare de neuronas septales identificadas por su conexién con el niicleo dorsal del rafe.

Introduccion.

En el septum existen receptores a progesterona (Rainbow y Parsons, 1982), receptores GABA-A
(Beauvillan, et al. 1991; Yadin, et al. 1993) y receptores S-HT1A (Zifa y Fillion, 1992), lo que
probablemente esté relacionado con la observacién de que la tasa de disparo de las neuronas septales se
incrementa por la accién de la progesterona (Yoshida, et al. 1994), de manera semejante a la forma que lo
hacen diversos tratamientos antidepresivos (Contreras, et al. 1989; 1990; 1993) y ansioliticos (Yadin, et al.
1991, 1991a). No obstante, Ia mayor parte de las acciones de la progesterona son inhibitorias (Smith, et al.
1987; Mahesh, et al. 1996).

En un estudio previo se determinaron las acciones de la progesterona aplicada por via intracisternal
sobre la actividad neuronal del nicleo lateral septal y del nicleo dorsal del rafe. Para ello utilizamos
registros unitarios extracelulares y registros de la actividad multiunitaria, respectivamente. Los resultados
indicaron que la principal accién de la progesterona sobre ambas estructuras es inhibitoria, un efecto que se
establece de manera dosis respueéta (Diaz-Meza, 1995); sin bmbargo, esta accién inhibitoria de la
progesterona sobre las neuronas septales no parece relacionarse con 6tras acciones conductuales de esta
hormona. Se ha demostrado que la tasa de disparo de las neuronas del nicleo lateral septal se incrementan -
durante el proestro y el estro (Contreras, et al. 2000); fases del ciclo estral de 1a rata que se caracterizan por
la presencia de altos niveles de estradiol y la progesterona. Ademis, en la rata, la emisién de diversas pautas
conductuales esti influenciada por el estradiol y progesterona, por ejemplo, la actividad locomotora, la
conducta de giro, la ingesta de alimentos y la autoestimulacién intracraneal (Diaz-Veliz, et al. 1991).
Finalmente la inmovilidad en la prueba de nado forzado es dependiente de la fase del ciclo estral (Contreras,
et al. 2000) y en las hembras ovariectomizadas se presenta una decremento en el tiempo total de inmovilidad
después de la aplicacién subcutinea tanto de estradiol como de progesterona de uma manera dosis
dependiente (Luna Baltazar, 1995; Martinez-Mota, et al. 1999). Sin embargo, se desconoce la accién de la
progesterona aplicada in sifu sobre las neuronas septales, por lo que el objetivo del primer experimento,
consistié en determinar la concentracién efectiva de progesterona que, aplicada por microiontoforesis

modifica la actividad en neuronas rafe-septales.
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Materiales y métodos: Se formaron 6 grupos, utilizando 22 ratas, cada grupo fue constituido por 3 o
4 animales (4 grupos con una n=4 y dos grupos con una n=3) de 250-300 g de peso. Para el registro
unitario extracelufar del nicleo septal lateral se utilizé una micropipeta doble de vidrio. Conteniendo, una
NaCl (1M) como solucién conductora y la otra progesterona; a cada grupo se le eyectd una concentracion
del farmaco y el dltimo grupo recibid la solucién salina. La hormona fue eyectada en concentraciones de
ImM, 10mM, 20mM, 100mM y 200mM. Los resultados fueron contrastados mediante la aplicacién del
vehiculo (NaCl 1M), durante 90 seg a -30 pAmps de corriente, los mismos valores utilizados para la

eyeccion de la progesterona. La eyeccitn fue seguida de 7 minutos de registro.

Andlisis de Datos: Las células registradas se agruparon con base en la actividad neuronal mostrada
ante la aplicacién microiontoforética de progesterona; se considerd la respuesta que se presentd durante y

después de la aplicacion in siru de la progesterona.

Resultados: Se registraron 79 neuronas del niicleo septal lateral. El control histolégico permitié
verificar que el sitio de colocacién del electrodo de registro y estimulacién, fueron el niicleo septal lateral y
el nicleo dorsal del rafé, respectivamente. Se eliminaron algunos registros debido a que la localizacion del
electrodo no coincidié con el sitio anatémico elegido (6 neuronas en 2 ratas). Asi, s¢ lograron obtener 66
registros bajo 1a accién de progesterona (12 c€lulas en cada grupo de ImM, 10mM y 100mM, 14 de 20mM
y 16 de 200mM de progesterona) y 13 neuronas con ¢l vehiculo (NaCl 1M).

Considerando la profundidad de registro de las neuronas del niicleo lateral septal lateral y la amplitud
del trazo no se encontraron diferencias relevantes al comparar los grupos de progesterona con el grupo
vehiculo (tabla 1), la amplitud promedio fue de 131.27 mV (4 2.72) y los registros fueron obtenidos
3.83mm (£ 0.05) por debajo de la superficie de la corteza cerebral, del niicleo septal lateral en su porcién
dorsolateral e intermedia (figura 3).

Al analizar la frecuencia de disparo del grupo control, no se encontraron cambios significativos ante

Ia eyeccién microiontoféretica del vehiculo (90 seg, -30 nAmps), durante los 7 minutos que se registrd la

actividad neuronal del ndcleo lateral septal.
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Figura 3: Esquema que ilustra la zona de registro (rectdngulo sombreado); asimismo, se
sefiala la altura promedio de registro en el niicleo septal lateral (lineas dentro del
rectangulo).

Tabla 1; Amplitud y profundidad del registro. Las diferentes concentraciones de progesterona fueron eyectadas en una poblacion
semejante de neuronas (Abrev: n: nimero, % porcentaje, Veh: Vehiculo, mV: milivolts, mm: milimetros, mM: milimolar,
Min/Max: Minimo/Méximo).

Progesterona/dosis n % Amplitud (mV) Profundidad de Registro (mm)
Vehiculo 13 16.4 120.77 4 6.83 393 +£0.13
I mM 12 15.2 145.83 + 4.16 -3.63 £ 0.13
10 mM I2 15.2 12500 £ 7.53 4.15 £ 0.14
20 mM 14 17.7 128,57 + 6.86 | 373+ 0.13
100 mM 12 15.2 141.67 + 5.6 384 £ 0.4
200 mM 16 203 128.13 + 6.40 -3.69 & 0.11
Totales/Promedios 79 100 13137 & 2.72‘ -3.83 + 0.05
Rango Min/Max 100/ 150 -3.00/-4.90

Las células del nicleo septal lateral presentaron un pequefio incremento de su frecuencia de disparo,
no significativo, ante las concentraciones bajas de progesterona (ImM y 10mM), en tanto que, ante las
concentraciones aitas de progesterona (20mM, 100mM y 200mM) las neuronas septales disminuyeron su
frecuencia de disparo (p < 0.05).
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Al normalizar los datos con respecto a sus corréspondientes controles, el mayor incremento de la
frecuencia de disparo alcanz6 un valor de 8.2% (1 mM de progesterona). En cambio, el decremento mis
acentuado fue ante Ia concentracién de 100 mM de la progesterona, esta reduccién alcanzé la cifra de -
23.1% (figura 4).

Finalmente, el grupo que recibié el vehiculo fue el que presenté una mayor regularidad de la
frecuencia de disparo neuronal. Las diferencias significativas se encontraron en las neuronas que recibieron
progesterona ImM (p< 0.02), 10mM (p< 0.02) y 100mM (p< 0.01), siendo este iiltimo que grupo

neuronal que mostrd la mayor variacion de la tasa de disparo (tabla 2).

Frecuencia de Disparo del NSL

v - ns

o>
!

25 — P< 0.01

Veh  1mM 10mM  20mM 100mM 200mM

Concentraciones de Progesterona

Figura 4: Cambios expresados en porcentajes, tomando como valor cero la frecuencia de
disparo en el registro control{linea base). La progesterona provocd en general fendmencs
de inhibicién del disparc neurcnal en el NSL (Abrev. NSL=Nucleo septal lateral}.

En sintesis, la accidn principal de la progesterona sobre las neuronas rafe-septales consistié en una

disminucion de su frecuencia de disparo en el 63.6% de los registros. Sin embargo, 1a progesterona produjo,
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en otro grupo neuronal ubicade en el mismo micleo, un aumento de la tasa disparo neuronal que
efectivamente rebasé el criterio de que el cambio fuese superior al valor de la media mis dos cuerpos de

desviacién estindar de su registro control, lo que se observé consistentemente con las concentraciones mis

bajas de progesterona.
Tabla 2: Coeficiente de Variacidn.
Progesterona/dosis | Coeficiente de variacién poseyeccidn

Vehiculo 93%

1 mM 0%

10 mM 21.7%

20 mM 182 %

100 mM 234 %
200 mM 16.1 %

Discusién

El objetivo de este estudio consisti6 en determinar las acciones de la progesterona sobre la frecuencia
de disparo en neuronas rafe-septales ensayando diferentes concentraciones. La progesterona promovi6 una
disminucién de la tasa de disparo de las neuronas rafe-septales, ante las concentraciones de 20 mM, 100 mM
y 200 mM de progesterona; en cambio, bajo las concentraciones de 1 mM y 10 mM Ia respuesta consisti6 en
una tendencia no significativa al incremento de 1a frecuencia de disparo.

Para explicar la diferente latencia de acciones neuronales s¢ ha definido la existencia de diversos
tipos de receptores neuronales. La respuesta de los receptores de membrana por ¢jemplo, tienen una latencia
de respuesta tipicamente breve (Segal, 1976; Ashby y Wang, 1990); sin embargo, muchos otros fendémenos
aparecen con una larga latencia e incluso definen respuestas de tipo pulsétil lo que corresponde a la
activacién de receptores citos6licos de accifn lenta y de larga duracién (Parsons, et al. 1982; Handa, et al.
1987). Este dltimo grupo es el que parece regular la secrecién de hormonas y ofras respuestas de tipo
vegetativo, pero estos receptores también se observan dentro de las neuronas del sistema nervioso central.
Entonces, las acciones de la progesterona se pueden establecer a dos niveles, ya sea mediante receptores de
membrana, lo que provocarfa respuestas de corta duracién y latencia, o bien, para el caso de respuestas de
larga latencia y duracién se podria explicar mediante Ia activacién de los receptores intracelulares de la
progesterona. Acciones que se deben a su interaccién con receptores intracelulares, en un factor de

transcripcién consecutivo al ligando de la proteina receptora al DNA, tienen cierta influencia sobre 1a fluidez
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de la bicapa de fosfolipidos de la membrana intracelular y otras acciones en los sisteras de sefializacion,
tales como los receptores de membrana, en especial el receptor GABA-A, proporcionado respuestas que se

establecen efectivamente con larga latencia y tienen una larga duracién (Mahesh, et al. 1996).

Las ratas incluidas en este estudio no fueron pretratadas con estradiol ya que en efecto, el receptor
neuronal a progesterona no requiere del estradiol, para ser activado (Rainbow, et al. 1982). En genecral, la
aplicaci6n de esta hormona produce fenémenos de tipo inhibitorio {Borden y Gibbs, 1990; Lan, et al. 1990)
mediadas por el receptor GABA-A-CI' (Smith, et al. 1987), lo que se relaciona con su propiedad de reducir
el nimero de neuronas activas en estructuras limbicas (Rose, 1992). La aplicacion in situ de diversos
farmacos ansioliticos en el septum como el mi&azolam, el diazepam o la buspirona ejerce un efecto
ansiolitico en diversas pruebas conductuales y se ha propuesto que esta accién estd mediada por receptores
GABAérgicos (Drugan, et al. 1986; Rose-Melia, et al. 1991; Pesold y Treit, 1994) o bien, serotonérgicos
del tipo 5-HT1A (Rose-Melia, et al. 1991; Lee, et al. 1992), los cuales coexisten en este niicleo (Beauvillan,
et al. 1991), lo que ademds es consistente con la observacién de que la actividad neuronal del septum
disminuye por la aplicacion de agentes ansioliticos, como el clordiazepdxido 6 ¢l diazepam (Wieland, et al.
1991).

La progesterona interactua con el sistema serotonérgico y el GABAérgico. En el sistema
serotonérgico, esta hormona junto con €l estradiol, promueve un incremento en el niimero y la sensibilidad
de los receptores 5-HT1A (Biegon, et al. 1982; Sietniecks y Meyerson, 1982) al mismo tiempo que modifica
Ia secrecién de serotonina (5-HT) en hipotalamo ventromedial (Farmer, et al. 1996). Ademis, el ndmero de
receptores S-HT1A varfa de acuerdo 2a la fase de ciclo estral, en estructuras como el hipotdlamo y ¢l septum
lateral (Biegon, et al. 1980).-Entonces los efectos inhibitorios podrian estar mediados por receptores GABA-
A (Drugan, et al. 1986), los cuales efectivamente han sido encontrados en Ia region lateral septal (Panula, et

al. 1984), en donde coexisten con receptores a benzodiazepinas (Squires y Braestrum, 1977).

En conclusién, se encontraron efectos dosis-respuesta de la progesterona sobre la tasa de disparo
neuronal en el NSL consistentes en una disminucién de la frecuencia de disparo, aunque notablemente un
pequefio grupo de neuronas rafe-septales respondié con un aumento, no significativo, de su tasa de disparo,

de manera semejante a la forma en que lo hacen diversos antidepresivos (Contreras, et al. 1989).
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EL ULTIMO BESO

Para y por S: "Nunca pidas perddn por tus ias, son parte de
tu recompensa, parte detu contribucién, parte de tuvidayes el
mayor iegado a todos aquellos que te quieren, sobre tode a la vida
’ misma ... gracias mi brujita”,

éPor qué se fue vy Por qué murid?
ipor que el seiior me la quit6!

se ha ido al cielo y para poder ir yo.
Debo también ser bueno

para estar con mi amor.

ibamos los dos al anochecer,
obscurecia y no podia ver,

yo manejaba, iba a mas de cien,
Prendi las luces para leer.

Habia un letrero de desviacion

el cual pasamos sin precaucion,
muy tarde fue y al enfrenar,

El carro volco v al fondo fue a dar.

¢Por qué se fue y Por qué murrio?
ipor que el sefor me la quité!

se ha ido al cielo y para poder ir yo.
Debo también ser bueno

para estar con mi amor.

Al vueltas dar yo me sali,

por un momento no supe de mi,
al despertar hacia el carra corrl,
Y a(in con vida la pude hallar.

Al verme llord, me dijo

“amor, alld te espero donde esta Dios”,

El ha querido separarnos hoy,

abrazame fuerte porque me voy”.

al fin la abrace y al besarla se sonrio,
Después de un suspiro en mis brazos quedd.

¢Por qué se fue y Por qué murrio?
ipor que el sefior me la quit!

se ha ido al cielo y para poder ir yo,
Debo también ser bueno

para estar con mi amor.

Cochran - Omero

37




EXPERIMENTO 2: Accién de la progesterona sobre la frecuencia de disparo del niicleo lateral septal

eyectada por microiontoforesis.

Introduccion

El estradiol y la progesterona ejercen acciones sobre el sistema nervioso central (Biegon, et al. 1980;
McEwen, 1981; Kubli, 1993) por medio de los receptores a progesterona (Rainbow, et al. 1982), GABA-A
(Beauvillan, et al. 1991; Yadin, et al. 1993) y 5-HT1A (Zifa, et al. 1992), particularmente sobre el sistema
serotonérgico (Sietnieks y Meyerson, 1982; Maswood, et al. 1995; Farmer, et al. 1996) y el GABAérgico
(Perez, et al. 1986; 1988; Maggi y Perez, 1984) asi como en diversas estructuras que conforman el sistema
limbico (Rainbow, et al. 1982; Perez, et al. 1986; O’Connor, et al. 1988; Canonaco, et al. 1993; 1993a). Es
decir, sistemas de neurotransmisién y estructuras cerebrales que han sido implicadas en la depresién y la
ansiedad (Cannizzaro, et al. 1993; Borsini, 1995; Petty, 1995).

Las principales acciones de la progesterona sobre las neuronas, son de tipo iphibitorio (Borden y
Gibbs, 1990; Lan, et al. 1990; Diaz-Meza, 1995), pero la duracién del proceso parece depender de la
activacién de los receptores ubicados en distintas partes de la neurona y al parecer los tiempos para la
expresion de sus acciones, son distintos. Las acciones inmediatas de la progesterona estan mediadas por el
receptor GABA-A, ligado al ion6foro de cloro (Lan, et al. 1990). Por lo tanto, su activacién produce
fenémenos inhibitorios que se establecen tan pronto es activado el receptor (Smith, et al. 1987). Sin
embargo, en el experimento uno, se encontré que una concentracién de 10mM de progesterona produce, en
forma parcial, acciones excitadoras, por lo que el objetivo del segundo experimento, consistié en ampliar
esas observaciones para determinar la accién de concentraciones bajas de progesterona sobre la frecuencia de

disparo de neuronas rafe-septales.

Materiales y métodos: Se continuara con la metodologia antes desctrita. Se utilizaron 14 ratas
adultas del sexo masculino de la cepa Wistar. Para el registro unitario extracelular del NSL se utiliz6 una
micropipeta doble de vidrio. Conteniendo, una NaCl (1M) como solucién conductora y la otra progesterona
(10mM). Una vez identificada la conexion con el niicleo septal lateral, se registraron dos minutos como linea
control. En este momento se eyecté la hormona durante 90 seg con una corriente de -30 nAmps. La

eyeccion, fue seguida de 7 minutos de registro poseyeccion.
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Andlisis de Datos: Se realiz6 una comparacién del promedio de frecuencia de descarga de las células

sepiales considerando su linea base (2 minutos) con respecto a la fase experimental (7 minutos de registro).

Resultados: Se oiamvieron un total de 94 registros extracelulares del niicleo lateral septal. En cada
rata se registraron entre 6 y 7 neuronas. El control histologico permitié verificar que el sitio de colocacién
de las micropipetas fue el micleo lateral septal y, el nicleo dorsal del rafe el sitio en donde se implantd el
electrodo de estimulacién eléctrica. Se eliminaron algunos registros (n=8: 2 ratas) debido a que Ia
localizacién de Ia punta del electrodo no coincidid con el sitio anatémico elegido para la estimulacion y/o el

registro.

Considerando la profundidad del registro y la amplitud de las neuronas del niicleo lateral septal no se
encontraron diferencias significativas al comparar los tres grupos de células: aumento y disminucién de la
frecuencia de disparo y no respuesta {tabla 3) (figura 5).

La eyeccibn de la progesterona (10 mM) provocd en el 15.9% (n= 15) de las neuronas registradas
un aumento de la frecuencia de disparo, mientras que ¢n el 3.2% (n= 3) de las células, 1a respuesta
consistié en una disminucién. Empero, la mayor parte de las neuronas del niicleo lateral septal (80.9%, n=
76) la frecuencia de disparo no se modificé ante la aplicacién microiontoforética de Ia hormona evaluada

durante siete minutos poseyeccibn.

Tabla 3: La amplitud y profundidad del registro, La progesterona (10mM) fue eyectada en una poblacién semejante de neuronas
(Abrev: n: nimero, %: porcentaje, mV: milivolts, mm: milimetros, Frec: Frecuencia, Min/Max: Minimo/Méximo),

Tipo de Respuesta n . % Amplitud (mV) Profundidad del registro (mm)
] No Respuesta 76 80.9 12841 + 3.02 -3.88 + 0,06
Aumento de 1a Frec. 15 15.9 130.00 + 6.54 -4.16 4 0.13
Decremento de 1a Frec. 3 32 116.67 J:..]: 16.66 ) -3.99 é 0.37
Totales y Promedios 94 | 100.0 125.02 + 4.20 -3.99 +0.06
Rango: Min/Max___| 100/ 200 3.01/-4.94

En el NSL se registraron neuronas que aumentaron su tasa de disparo ante la eyeccibn de
progesterona (10mM/90seg, a -30nAmps). En Ia linea base se encontrd una tasa de disparo de 6.0 c/10seg
(+ 0.23). Ante la eyeccién de progesterona la frecuencia de disparo se incrementd en forma paulatina,
alcanzando su méximo en el minuto 7 poseyeccidn (p< 0.001), un porcentaje de 206.1% (figura 6).
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Figura 5: Esquema que muestra la zona de registro (rectédngulo sombreado); asimismo, se
seflala la altura promedio de registro en el nilicleo septal lateral (lineas dentro del
rectangulo) .

Con respecto al control previo a la eyeccibn (26.9 + 1.46 c/10seg), 1a progesterona (10 mM)
produjo una disminuci6n de la frecuencia de disparo del nicleo septal lateral que alcanzé su nivel mis bajo

(al 40.4.%) en el cuarto min poseyeccion (10.92 + 1.96, p< 0.001, figura 6).

La tabla 4 ilustra los cambios en la tasa de disparo del nicleo septal lateral que se presentaron
después de la eyeccion de 1a hormona, esto es al compararlo con su registro control (2 minutos). El grupo
que increment6 su frecuencia de disparo bajo la accién de la progesterona, alcanzé el 174.0% (figura 7). Las
neuronas que decrementaron la frecuencia de disparo, lo hicieron en un 56.9% (figura 7), esto es

considerando la linea basal de cada grupo como el 100%.

En cuanto al coeficiente de variacion, el grupo de neuronas que no respondieron presentaron la
frecuencia mis regular, este coeficiente fue significativo al compararlo con aquellas que presentaron un
decremento de la frecuencia de disparo (p< 0.001). El segundo grupo de menor coeficiente fue aquellas
neuronas que incrementaron la tasa de disparo, presentando cambios significativos al ser comparado con las
neuronas que no respondieron (p< 0.02); sin embargo, al comparar los dos grupos de respuesta, incremento

y decremento de la tasa de disparo, no se encontraron diferencias significativas (tabla 5).
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Figura 6: Cambios expresados en porcentajes, tomando como valor cero la frecuencia de
disparxo en el registro control{linea base). Accidn de la progesterona eyectada
{10mM/90seg a ~30 nAmps) registrande 9 minutos. La hormona promovié un incremento o
decremente en la frecuencia de disparc del NSL. {Los datos estdn expresados en
porcentaje y representan la media % el error estindar. Abrev, NSL=nicleo septal
lateral}.

‘Fabla 4: Comparacion de la frecuencia basal (2 minutos) contra la frecuencia poseyeccion (7 minutos) (longitudinal). Asf como, la
comparacion por grupo (transversal). El incremento y decremento de Ia tasa de disparo neuronal del niicieo septal lateral muestran
camnbios significativos ante Ia eyeccién de progesterona (10mM/%0seg a -30nAmps).

Tipo de Respuesta Frecuencia Basal ¢/10seg Frecuencia Poseyeccion c/10seg
No Respuesta 6.17 £ 0.15 637 +£0.13*
Aumento de Frecuencia 6.00 + 0.23 10.44 £ 0.53 *
Decremento de Frecuencia 26,99 4+ 1.46 1538 + 1.19 %

*NS **p< 0.001

En sintesis, la microintoféresis de progesterona (10 mM) produjo un incremento de la frecuencia de
disparo de las neuronas del nticleo lateral septal (n= 15, 15.9%), las cuales casi duplicaron su tasa de
disparo después de la aplicacién de la hormona, pero la eyeccion de progesterona produjé en un pequefio
grupo de neuronas (n =3, 3.2%) un decremento de la frecuencia de disparo, las cuales a su vez fueron mis
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activas en su linea base. Por dltimo, la mayor parte de las células del nécleo lateral septal (n= 76, 80.9%)
no modificaron su tasa de disparo ante la aplicacién in situ de ta progesterona, ademés de presentar la menor
tasa de disparo durante su registro control, asimismo, se presenté una menor variacién del coeficiente de

variacién entre su frecuencia basal y su frecuencia poseyeccién.

Tabla §5; Tanto el incremento como el decremento observado de la frecuencia de disparo del micleo septal lateral presentaron la
misma de duracién. En cambio, ¢l incremento en Ia tasa de disparo fue més regular.

Tipo de Respuesta Coeficiente de Variacién poseyeccin.

No Respuesta 80%
Aumento de Frecuencia 201 %
Decremento de Frecuencia 307 %

Frecuencia de disparo del NSL: Porcentaje
de cambio
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Figura 7: Cambios expresados en porcentajes, tomando como valor cerce la frecuencia de
disparo en el registro control{linea base). Accién de la progesterona eyectada por
microiontoféresis., Porcentaje de cambio con respecto a su linea base. Las neuronas del
NSL lateral casi duplicaron su frecuencia de disparo ante la hormona (Abrev. NSL=ndcleo
septal lateral).
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Discusitn

El objetivo del experimento dos consistié en determinar las acciones de una concentracion baja (10
mM) de progesterona eyectada por microfontoféresis, sobre la actividad neuronal del niicleo septal fateral
identificadas por su conexién con el ndcleo dorsal del rafe. Dominaron aquellas neuronas que no
respondieron, seguidas por €l grupo que increment6 su frecuencia de disparo y por dltimo, las neuronas que

" disminuyeron su tasa de disparo.

En nuestros resultados, Ia aplicacién microiontoforetica de una concentracion relativamente baja (10
mM) de progesterona, promovid un incremento de la frecuencia de disparo del nicleo lateral septal en un
- 15.9%. De modo notable, en un experimento anterior se definié que la progesterona tiene acciones
depresoras de la actividad neuronal en una forma que sigue una relacién dosis respuesta. Sin embargo, en
ese mismo estudio se destacs que una concentraci6n baja de progesterona (10 mM) puede producir algunos
fendmenos excitatorios sobre la actividad neuronal de manera semejante a como repetidamente lo ha
demostrado nuestro grupo de trabajo para diversos tratamientos antidepresivos (Contreras, et al. 1989;
1990). Luego entonces, los resultados actuales indican que efectivamente la progesterona podria tener la

propiedad de activar a algunas neuronas septales.

En este estudio se observé que el decremento de la tasa de disparo neuronal se inici6 desde el
momento de la eyeccién y perdurd hasta el Gitimo minuto de registro, lo que podria relacionarse con la
accién de la progesterona sobre el receptor de membrana. Las acciones inmediatas de la hormona estin
mediados por el receptor GABA-A, ligado al iondforo de cloro (Lan, et al. 1990). Por lo tanto, su
; activacitn produce fendmenos inhibitorios que se establecen tan pronto es activado el receptor. La aplicacién
microiontoforética de un antagonista GABAérgico, la bicuculina, a nivel de la corteza visual aumenta Ia
: actividad neuronal (Burchfiel y Duffy, 1981; Mower y Christen, 1989; Stone, 1985). Asimismo, ia
© frecuencia de disparo del niicleo septal lateral disminuye ante la aplicaci6n intracisternal de progesterona
{Dfaz-Meza, 1995}, lo cual coincide con la observacidn de que las acciones de esta hormona son de tipo
7: inhibitorio (Borden y Gibbs, 1990; Lan, et al. 1990). Las neuronas que respondieron con un decremento en
Ia tasa de disparo ante la eyeccién de progesterona fueron mis activas en su registro control y presentaron
un acentuado decremento de la actividad neuronal, es decir, la tasa de disparo neuronal descendid a casi la
mitad, esto al ser comparada con su frecuencia basal. De acuerdo a nuestros resultados podriamos sugerir

/ que la progesterona interactiia con el recepior GABA-A, en cuanto toca a procesos inhibidores de la
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actividad neuronal; pero podrfa sugerirse que estas acciones inhibidoras puedan estar més relacionadas con

las bien identificadas acciones sedantes y ansioliticas de la progesterona.

En cualquier caso, la eyeccién de pogesterona en neuronas rafe-septales promovié una respuesta de
duracién prolongada lo que hace imprescindible ampliar nuestro margen de registro, con la finalidad de
determinar la duracién de la respuesta de las neuronas septales, considerando que 7 minutos de registro

poseyeccion no son suficientes para detectar la accién de la hormona.
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Pars “§5" ... si le roza la muerte disimula que pars él
ta amistad es lo primero

Un afio méds sus pasos apresura;
un afio Més nos une y nos separa;
un afio mas su término declara,

y un afio mas sus limites augura,

Un afio mas diluye su amargura;

un afio mas sus dones nos depara;
un afio mas, que con justicia avara
mecid una cuna, abrié una sepultura.

iOh, dulce amigo, cuya mano clara
en cifra de carifo y de ternura

la mia tantas veces estrecharal

Un afio més el vinculo asegura

de su noble amistad, alta y preclara.
iDios se lo otorgue lleno de ventura!

Salvador Novo.
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EXPERIMENTCO 3: Acciones de la progesterona a largo plazo (60 min.) eyectada

microlontoforéticamente en neuronas rafe-septales de la rata.

Introduccién.

Las acciones de la progesterona se pueden establecer a dos niveles, uno es mediante receptores de
membrana, lo que conduce a respuestas de corta latencia y duracién. Pero otras respuestas celulares tienen
una larga latencia para aparecer y, en cambio tienen una larga duracién, Esta segunda respuesta se establece
mediante acciones sobre receptores intracelulares que se fundamentan en un factor de ftranscripcion
consecutivo al ligado de la proteina receptora al DNA, con lo que se gjerce cierta influencia sobre la fluidez
de la bicapa de fosfolipidos de la membrana intracelular y entonces sobre los sistemas de sefializacién, como
es el caso de la progesterona en sus interacciones con los receptores de membrana, en especial el GABA-A
{Mahesh, et al. 1996).

Como otras hormonas esteroidales, la progesterona se difunde libremente en €l niicleo celular donde
se fija a sus receptores afectando la transcripcién de un limitado grupo de genes. La progesterona y sus
derivados 5c-DHP (So-pregnano-3,20-diona; So-dihidroprogesterona) y 3o,50-THP (3o-hidroxy-So-
pregnan-20-ona) promueven acciones inhibitorias gracias a que mimetizan ¢ incrementan los efectos de la
activacibn del receptor GABA-A-CI' (Mahesh, et al. 1996); asimismo, la pregnenolona y la
dehidroepiandrosterona producen acciones neuronales excitatorias mediadas por su propiedad antagonista
sobre el receptor GABA-A-CI' (Robel y Baulicu, 1994). Asi es que, la dehidrepiandrosterona potencia la
respuesta de las células piramidales del hipocampo ante la administracién iontoforética de n-metil-d-aspartato -
(NMDA). Como un reflejo de estas acciones, se tiene la observacién de que a pesar de que la progesterona
no produce acciones directas sobre la actividad neuronal del hipocampo, su administracion. previene ¢

incluso llega a revertir las acciones excitatorias de la dehidroepiandrosterona (Bergeron, et al. 1996).

En el experimento anterior se encontré que los 7 min de registro posteriores a la eyeccién de
progesterona, son insuficientes para determinar la respuesta neuronal del ndcleo lateral septal, es decir, el
grupo de células que incrementaron su frecuencia de disparo presentaron un aumento en forma moderada
pero constante durante siete minutos, sin embargo no sabemos hasta donde llega este incremento y cual es su
duracién. Asimismo, las neuronas que presentaron un decremento en su tasa de disparo pércccrian tener una

ligera recuperacién, pero al igual que el grupo anterior, no se pudo determinar la duracién del cambio.
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Entonces, el objetivo del tercer experimento, consistié en determinar las acciones a largo plazo (60 min) de

ia progesterona aplicada por microiontof6resis en neuronas rafe-septales.

Materiales y métodos: Se utilizaron 14 ratas adultas, del sexo masculino de la cepa Wistar. Para el
| registro unitario extraceluiar del NSL se utilizé una micropipeta doble de vidrio. Conteniendo, una NaCl
(IM) como solucién conductora y 1a otra progesterona (10 mM). Se registraron 2 min como linea control.
En este momento se eyectd la hormona durante 90 seg. con una corriente de -30 nAmps, y se continud con

. 58 min. de registro posterior a la eyeccién microiontoforética de la progesterona.

Andlisis de Datos: Se realizé una comparacion del promedio de frecuencia de descarga de las células
septales durante 2 minutos como contro! y se le comparé con los 58 min posteriores a la eyeccién
microiontoforética de la hormona. E! anilisis se realiz6 comparando cada 2 min de registro 1a frecuencia de
disparo (longitudinal). Finalmente, se formaron grupos de respuesta tomando el criterio de cambio de la
media £ un cuerpo de desviacion estindar (transversal).

Resultados: Se obtuvo un total de 45 registros extracelulares de! NSL (entre 3 y 4 células por
animal). El control histolégico permitié verificar el sitio de colocacidn de las micropipetas en el NSL y del
electrodo de estimulacién en el NDR. Se eliminaron algunos registros (n=9, 3 ratas) debido a que la

localizaci6n de la punta del electrodo de estimulacién no coincidié con el sitio anatémico elegido, el NDR.

En el 20% (n= 9) de los registros de 60 minutos de duracién del micleo lateral septal no se
encontraron variaciones significativas de la frecuencia de disparo promedio del control ante la eyeccion
microiontoforetica de la hormona. En el 37.8% {n= 17) de los registros septales se aprecié un incremento
de la tasa de disparo, mientras que en el 42.2% (n= 19) de las neuronas septales la respuesta ante la
eyeccidn de progesterona consistié en disminucion de la frecuencia de disparo. Asf, el tipo de respuesta que
dominé ante la eyeccién de la hormona, fue el decremento de Ia tasa de disparo y en segundo lugar el

aumento de la frecuencia de disparo del nicleo septal lateral,

Considerando la profundidad y la amplitud del registro de las neuronas del nticleo septal lateral no se

encontraron diferencias significativas al comparar los tres grupos de células (tabla 6) (figura 8).
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Figura B8: Esquema que sefiala la zona de registro {recténgulo sombreado}; asimismo, se
muestra la altura promedio de registro del ntclec septal lateral (lineas dentro del
rectangulo).

El grupo de neuronas que respondieron con incremento de su tasa de disparo ante Ia eyeccion de
progesterona presentaron una frecuencia basal de dispart; de 3.0 ¢/10seg (+ 0.12) y alcanzaron su méaxima
frecuencia (12.9 + 0.33 ¢/10seg) después de alrededor de 34 minutos de la eyeccion (p < 0.001). Et
incremento en la frecuencia fue progresivo y se mantuve durante los 60 min de registro, estos cambios
correspondieron, al 430% de la frecuencia basal de disparo, lo que alcanzé su pico méximo alrededor de los
minutos 50 (p< 0.001), 52 (p< 0.001) y 54 (p< 0.001} poseyecci6n (figura 9); mostrando un coeficiente
de variacién de 35.2% (tabla 7), es decir, se traté de una actividad neuronal relativamente estable.

Tabla 6: La amplitud y profundidad del registro. La progesterona (10mM) fue eyectada en una poblacién semejante de neuronas
(Abrev: n: nimero, % porcentaje, Veh: Vehiculo, NS: no significativo).

Tipo de Respuesta n % Amplitud (mV) Profundidad del registro (mm)
No Respuesta 9 20 127.78 + 8.784 -3.84 4+0.154
Aumento de Frecuencia 17 37.8 |  132.35 4+ 5974 -3.76 4 0.130
Decremento de Frecuencia 19 4.2 128.95 + 6.963 -3.84 £+ 0.117
Totales/Promedios 45 | 100.0 129.69 + 1.370 -3.81 + 0.026
Rango Min/Max 1007 150 -3.05/-4.89

L.a frecuencia basal que present6 el grupo que disminuyé su frecuencia de disparo después de la
eyeccién, fue de 7.0 c/10seg (4 0.44), alcanzando su frecuencia mds baja alrededor del minuto 42 de
registro, (1.5 + 0.13 c/10seg, p< 0.001), con una duracién de aproximadamente 12 minutos,
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comprendidos entre el minuto 36 y 46 de registro poseyeccion (figura 9). La disminucién porcentual méxima
se observo en los minutos 38 y 42 poseyeccion y correspondié al 21.0% (figura 9). El coeficiente de
variacién fue mayor que en el grupo precedente y correspondié al 41.8% (tabla 7).

Tabla 7: El grupo neuronal que no modificé la tasa de dispare fue el mis regular,

Tipo de respuesta Cocficiente de Yariacion poseyeccién
No Respuesta 2.18%
Aumento de Frecuencia 35.3%
Decremento de Frecuencia 41.84 % -
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© Figura 9: Cambios expresados en porcentajes, tomando como wvalor cero la frecuencia de
: disparo en el registro control (linea base}. Accidén de la progesterona aplicada in situ
: {10mM durante 90seg a ~30nAmps}. Las células del NSL presentaron un incremento o
i decremento de la frecuencia de disparo ante la progesterona, cambio que durc los 58
: minutos de registro (Los datos estdn expresados en porcentaje y representan la media #
i el error esténdar. Abrev. NSL=ntcleo septal lateral).
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La frecuencia basal promedio que presenté el grupo de células de no respuesta a la eveccion, fue de
5.3 ¢/10seg (& 0.22). Se observaron algunas oscilaciones de la frecuencia de disparo que no aicanzaron el

criterio de significancia (figura 10). El coeficiente de variacion fue de 32.1% (tabla 7).

Frecuencia de disparo del NSL: Porcentaje
de cambio
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Figura 10: Cambios expresados en porcentajes, tomando como valor cero la frecuencia de
disparo en el registro control (linea base). Respuesta de las neuronas del NSL ante la
progesterona. eyectada microiontoforéticamente. Las neuronas del NSL lateral duplicaron
su frecuencia de disparo ante la hormona; mientras que, las que presentaron un proceso
de inhibicidén disminuyeron su tasa a casi la mitad. La figura representa el promedio de
la frecuencia de disparo de 2 minutos pre-eyeccién y 60 minutos poseyeccién (Abrev.
NSL=niicleo septal lateral).

En resumen, aproximadamente un tercio de las neuronas registradas, respondieron con un
incremento en su frecuencia de disparo de manera paulatina, alcanzando su méxima frecuencia en los
ultimos minutos de registro (60 min). Por otro lado, las neuronas que respondieron con un decremento en la
tasa de disparo neuronal (42.2%) ante la aplicacién de progesterona, fueron mds activas en su registro
control y el decremento de la actividad neuronal se inicié con una latencia menor que en el grupo

precedente.
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Discusién
‘ El objetivo del experimento tres, consistié en determinar las acciones a large plazo (60 min) de la
i)rogcsterona aplicada por microiontoféresis en neuronas rafe-septales. Se encontrd nuevamente un dominio
icle aquellas neuronas que decrementaron su tasa de disparo, pero con este tiempo de registro fue posible
?:ieterminar que un poco més de un tercio de las neuronas registradas responden con un aumento gradual de
su frecuencia de disparo, lo que por otro lado significé un cambio porcentual notablemente mis acentuado

que el correspondiente a la disminucién de la actividad neuronal.

, Como se menciond anteriormente, la frecuencia de disparo del NSL se incrementa durante el ciclo
estral de Ia rata, especificamente durante el proestro y el estro, fases caracterizadas por altos niveles de
gestradiol y progesterona (Contreras, et al. 2000). En adicién, 2 administracion de progesterona reduce el
jnﬁmero de neuronas activas en estructuras limbicas (Rose, 1992); pero, la eyeccion microiontoforética de
‘progesterona en el septum lateral incrementa la excitabilidad neuronal en ratas hembras (Yoshida, et al.
31994), lo que concuerda con el incremento en la frecuencia de disparo del niicleo septal lateral ante la
;eyeccién de progesterona encontrado en el presente trabajo, pero debe destacarse que se trata de un proceso

que aparece lentamente, aunque tiene una larga duracién (> 60 min).

La progesterona interactia con varios sistemas de neurotransmisores, como el serotonérgico y el
{ GABAérgico. En el primer sisiema, esta hormona junto con el estradiol, promueve un incremento en el
nimero y la sensibilidad de los receptores 5-HT1A (Biegon, et al. 1982; Sietniecks y Meyerson, 1982) al
fmismc tiempo que modifica la secrecién de 5-HT en hipotdlamo ventromedial (Farmer, et al. 1996).
Ademis, ¢l nimero de receptores 5-HT1 varfa de acuerdo a ia fase de ciclo estral, en estructuras como el
hipotlamo y el septum lateral (Biegon, et al. 1980), o que resulta relevante si se toma en cuenta que en
éste, como en los estudios anteriormente expuestos -experimento 1 y 2- (Diaz Meza, 1995), solo se
consideraron para la captura y por lo tanto para el anilisis de datos aquellas neuronas del miicleo septal
lateral en las que se encontré alguna respuesta a la estimulacion del nicleo dorsal del rafé. Es decir,
neuronas con una posible innervacién serotonérgica, pero que a su vez en alglin porcentaje responden

: también a la eyeccién microiontoforética de progesterona.

: Diversas estructuras cerebrales poseen receptores a progesterona (Rainbow, et al. 1982), se ha
reportado que las acciones ansioliticas de la progesterona son independientes a un tratamiento previo con
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estradiol (Fernandez-Guasti, et al. 1991; Bitran, et al. 1991a; 1993; Majewska, et al. 1986; 1992), efecto
que se ejerce a través del complejo receptor GABA/Benzodiazepina/Cl- (Bitran, et al. 1991a; 1991b; 1993a;
Picazo y Fernandez-Guasti, 1995; Smith, et al. 1987; Meinville, et al. 1989; Majeswka, et al. 1986; 1987),
es posible considerar entonces que los resultados del presente estudio se deban a la accién directa de la
progesterona sobre dichos receptores independientemente de alguna activacién previa por estradiol, ya que

en ninguno de los grupos de ratas en estudio se aplico estradiol antes del experimento.

La tasa de disparo neuronal del nicleo lateral septal disminuye ante la aplicacién intracisternal de
progesterona (Diaz-Meza, 1995), lo cual coincide con la observacién de que las acciones de esta hormona
son de tipo inhibitorio (Borden y Gibbs, 1990; Lan, et al. 1990). El proceso parece depender de la
activacién de los receptores ubicados en distintas partes de la neurona y al parecer la latencia de sus
acciones, son breves. Las acciones inmediatas de la progesterona estdn mediadas por el receptor GABA-A,
ligado al ion6foro de cloro. Por lo tanto, su activacién produce fenémenos inhibitorios gue se establecen tan
pronto es activade el receptor (Smith, et al. 1987). Sin embargo, en el presente estudio la progesterona
produjo un decremento en la tasa de disparo neuronal con una latencia breve, pero que se extendié por mas
de una hora. Sin embargo, tanto la disminucién como el aumento de la frecuencia de disparo se prolongaron
durante tiempos amplios, lo que impide suponer la activacién simple de receptores de membrana. Entonces,
1a larga duracién de efectos puede explicarse por la activacion de recepiores intracelulares a la progesterona.
Estas acciones estdn mediadas por procesos que involucran la fosforilacién de proteinas y, evidentemente
por segundos mensajeros (Borden y Gibbs, 1990; Lan, et al. 1990), es decir, mediante receptores
intracelulares. Empero, no ¢s posible descartar la intervencién de procesos de biotrasformacion, ya que se
ha demostrado repetidamente que los metabolitos de la progesterona suelen tener incluso més actividad

bioldgica que la misma hormona.

Asimismo, se ha demostrado que en el cerebro de la rata, se encuentran complejos enziméticos
encargados de la produccién de esteroides. Asi, esta via esteroidogénica central sélo depende parcialmente
de las glindulas periféricas (Robel, et ai. 1991; Baulieu, et al. 1996). Los esteroides resultantes son
llamados neuroesteroides y pueden elaborarse directamente a partir del colesterol o mediante los precursores
que ingresan al sistema nervioso central (SNC) (Corpéchot, et al. 1993). De manera idéntica a lo ocurrido
en la periferia, el SNC también posee los complcjos enziméticos {reductasas) encargados del metabolismo
hormonal dando como resultado gran cantidad de metabolitos reducidos, principalmente de progesterona, los

cuales son fisiologicamente mas potentes (Lambert, et al. 1995). A diferencia de las hormonas periféricas,
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los neuroesteroides se comportan como moduladores alostéricos de receptores no intracelulares, en
. particular de los receptores GABAérgicos (Majewska, 1986; 1992). Las hormonas esteroidales actian en
varias 4reas del SNC modulando la excitabilidad nerviosa mediante diferentes mecanismos (Maggi y Pérez,
19835). El estradiol y la progesterona asi como los metabolitos reducidos de esta Gltima pueden regular ¢l
metabolismo y la funcién de algunos sistemas de neurotransmision, en particular del serotonérgico (Biegon,
et al. 1980; 1983) y del GABAérgico (Lambert, et al. 1995). Aunque la pregnenolona, la hormona
precursora de la progesterona, regula negativamente la funcidn del complejo GABAA/BZ/CI, los
. metabolitos reducidos de esta hormona y de la deoxicosticosterona, a su vez, actiian como moduladores
positivos del receptor (Lambert, et al. 1996). Estas observaciones podrian explicar parcialmente nuestros
resultados. Baulieu y colaboradores (1996) han sugerido que estos neuroesteroides actian sobre la
i funcionalidad del sistema nervioso central a través de mecanismos paracrinos/autcrinos, es decir, parecen
tener una accién ultracorta, que, generadas en una célula, actiian sobre células vecinas del mismo o diferente
’; tejido (Akwa, et al. 1993; Baulien, et al. 1996; Jung-Testas, et al. 1996). De manera particular, la
progesterona y sus metabolitos reducidos ejercen efectos generalmente inhibitorios sobre la excitabilidad
- electrofisiol6gica, también regulan la secrecion gonadotrdfica, asi como la regulacién de receptores a
?; estrogenos, entre otros (Mahesh, et al. 1996); mientras que la pregnenolona, un precursor de la pregesterona
¢y la dehidroepiandrosterona tienen acciones de tipo excitatorio sobre la actividad neuronal mediadas por su
propiedad antagonista sobre el receptor GABAa (Robel y Baulieu, 1994). Lo que sugiere que los
neuroesteroides pueden tener acciones miltiples como agonistas o antagonistas al acoplarse a sitios

© alostéricos sobre ef receptor GABA-A.

Dado que los metabolitos 5-a-reducidos parecen modular la excitabilidad en general, se ha propuesto
que Ia progesterona juega un papel de protohormona para este tipo de acciones biolégicas (Kubli, 1993). Ei
' concepto de protohormona hace referencia a aquellas substancias presentes en el organismo y secretadas por
; glandulas endocrinas, las cuales tiene poca o ninguna potencia biolégica por si mismas, pero que son
- convertidas periféricamente a compuestos mis activos y contribuyen significativamente al efecto biolégico
total. En este sentido Férnandez Guasti y su grupo, observaron que los metabolitos de la progesterona tales
como el pregnandiol (5-a-pregnano-3,20 diona) y la alopregnanolona (3a-5o-pregnanolona), inducen
acciones ansioliticas evaluadas en varios paradigmas conductuales (Ferndndez-Guasti y Picazo, 1995). El
SNC posee enzimas capaces de sintetizar a esta hormona, lo que significa que la progesterona y sus
metabolitos reducidos ejercen acciones membranales no gendniicas y gracias a la 5-reduccién se amplifica el

| espectro de accién fisiologica de los esteroides (Kubti, 1993).
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Todo parece indicar que las acciones de los neuroesteroides del tipo de la progesterona presentan una
preferencia sobre los receptores GABAérgicos, especificamente sobre el receptor GABA-A-CI. Asi,
sabermos que ¢l tratamiento prolongado con imipramina reduce la funci6n del ionéforo de cloro acoplado al
receptor de GABA (Fernindez-Teruel, et al. 1989a). Estas observaciones, y algunas otras, han permitido
proponer que el ionéforo de CI' acoplado al receptor GABA estd involucrado en la depresién y en las
acciones de los tratamientos antidepresivos (Fernindez-Teruel, et al. 1989b), e inclusive el valproato de

sodio tiene el perfil de antidepresivo en la prucba de nado forzado (Ferndndez-Teruel, et al. 1988).

En conclusién, Ia progesterona produce procesos lentos de activacién y de disminucién de la

actividad neuronal del niicleo septal lateral, en una secuencia temporal que hace suponer que en ef proceso

g eg s e

involucrados procesos intracelulares y metab6licos que podrian dar lugar a procesos de desinhibicién.
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MORENITA MiA

Para .... la Morenita: RE.S.

Conocl una linda morenita

y la quise mucho,

por las tardes iba enamorado
y carifioso a verla,

al contemplar sus ojos

mi pasién crecia,

ay morenita, morenita mia
no te olvidaré.

Yo le dije que de ella tan solo
estaba enamorado,

¥ sus ojos como dos luceros
me habfan fascinado.

Que cuando en ella pienso mucho,
mucho maés la quiero,

ay morenita, morenita mia,

no te olvidaré.

Hay un amor muy grande
que existe entre los dos,

ilusiones blancas y bellas
como la flor

Un carifio y un corazén
que siente y que ama,
si no me olvida
siempre felices
seremos los dos.

Armando Villarreal.
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EXPERIMENTO 4: Acciones del GABA eyectado per microionfofdresis en neuronas rafe-septales:

curva dosis-respuesta.

Introduccién.

Se ba sugerido repetidamente una estrecha relacién entre las hormonas esteroidales con los diferentes
sistemas de neurotransmisores, de manera que actian como neuromoduladores al influir sobre la sensibilidad
y/o la afinidad de los receptores de membrana o incluso sobre la sintesis proteica, lo que podria modificar en
la densidad de receptores (Sietnicks y Meyerson, 1980; 1982; Biegon, et al. 1982; Bristow, et al. 1986;
Heal, et al. 1988; Etgen, et al. 1989; Van-der-Kar, 1991; Meyer, et al. 1992). Probablemente en relacion
con estas acciones a largo plazo, la progesterona posee efectos ansioliticos, los cuales puede deberse a su
interaccién con el receptor GABAérgico (Fernandez-Guasti, et al. 1990; 1991; 1992), por lo que el objetivo
del presente estudio consistié en determinar la accién del GABA aplicado por microiontoforesis sobre la

actividad de neuronas rafe-septales.

Materiales y métodos: Se utilizaron 13 ratas adultas de alrededor de 300 grs de peso. Para el
registro unitario extracelular del NSL se utiliz6 una micropipeta doble de vidrio, conteniendo, una NaCl
(IM) como solucién conductora y la otra Acido y-Aminobutirico. El firmaco fue eyectado durante 90
segundos a -30 nAmps de corriente, en concentraciones de 100uM, 500uM, ImM, 10mM y 100mM. Los
resultados fueron contrastados mediante la aplicacién del vehiculo (NaCl IM), empleando valores de
corriente similares a los utilizados para la eyeccion del GABA. Se registraron dos minutos como linea
control. En este momento se eyecté el GABA durante 90 seg con una corriente de -30 nAmps. La eyeccion,
fue seguida de 7 min de registro poseyeccidn.

Anilisis de Datos: Las células registradas (n=75) se agruparon en base a la actividad neuronal
mostrada ante la eyeccién de GABA. La estimulacion eléctrica del nicleo dorsal del rafé, solo se utiliz6 para

determinar la conexién con el nicleo septal lateral.

Resultados: Se obtuvo un total de 88 registros neuronales del NSL en los que el control histolégico
permiti6 verificar que el sitio de colocacitn del electrodo fueron el NSL y el NDR del rafé. De ellas 75
correspondieron al grupo del acido y-aminobutirico (100uM n=16, 500uM n=14, ImM n=16, 10mM
n=15y 100mM n=14) y 13 al grupo del vehfculo (NaCl 1M). Se eliminaron algunos registros debido a que

1a localizacion de la punta del electrodo no coincidio con el sitio anatémico elegido (n=8: 2 ratas).
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Figura 11: Esquema que ilustra la zona de registro (recténgulo sombreado); asimismo, se
sefiala la altura promedio de registro en el nicleo septal lateral (lineas dentro del
recténgulo).

Considerando la profundidad del registro y la amplitud de las neuronas del nidcleo lateral septal
(figura 11) no se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y los 6 grupos de GABA (tabla

8), lo que ilustra que se estudiaron nevronas semejantes dentro del mismo niicleo.

Tabla 8: Amplitud y profundidad del registro. Las diferentes concentraciones de GABA fueron eyectadas en una poblacitn
semejante de neuronas (Abrev: n: nimero, % porcentaje, Veh: Vehiculo, NS: no significativo).

GABA/dosis n % Amplitud (uV) Profundidad del registro (mm)
Control 13 12077 £ 6.83 -3.93 £ 0.13
100 M 16 | 2133 134.38 + 5.98 -3.95 £ 0.16
500 uM 14 | 18.66 121.43 £ 6.86 3.74 4 0.13
1 mM 16 | 2134 131.25 £ 6.25 4.12 £ 0.13
10 mM 15 | 2000 | 133331629 372014
100 mM 14 | 18.66 121.43  6.86 389+ 0.14
Totales/Promedios | 75 100 127.50 + 2.65 -3.90 + 0.59
Rango Min/Max 100/ 150 -3.01/-5.00

El grupo control no presentd cambios significativos ante la eyeccién microiontoforetica del vehiculo
(NaCl IM durante 90 seg. a -30 nAmps), durante los 9 minutos que se registré la actividad neuronal del
nticleo lateral septal. Ademds, la primera (100uM) y la segunda concentracién (S00uM) de GABA eyectada
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por microiontoforésis produjeron una disminucién de la frecuencia de disparo del niicleo septal lateral que
no alcanzd el criterio de significancia (figura 12). En cambio, las concentraciones de 1mM, 10mM y

100mM) produjeron, en 100% de los registros (n=75) una disminucion de la tasa de disparo.

El grupo de neuronas que recibid las concentracion de ImM de GABA, fue de 36.4 ¢/10 seg (+
1.51), ante la eyecci6n del farmaco la tasa de disparo decrementd significativamente durante los 7 minutos
de registro, es decir, a partir del minuto 2 poseyeccion, presentando su mayor decremento durante el minuto
4 poseyeccion (15.7 + 1.44 ¢/10 seg, p< 0.001), lo que correspondié al 43.2%.

Frecuencia de disparo del NSL: GABA
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Figura 12: Cambios expresados en porcentajes, tomando como valor cero la frecuencia de

disparo en el registro control{linea base). Accidén del &cido y-aminobutirico sobre la
actividad de neuronas rafe-septales. El 100% de las neuronas registradas con GABA (90
seg a -30nAmps) decrementaron su frecuencia de disparc (datos expresados en porcentaje y
representan la media % el error estandar. Abrev. NSL= Nicleo septal lateral).

Con la tercera concentracion estudiada de GABA (10mM) la frecuencia controf de 2.1 ¢/10 seg (+
0.298), presenté un decremento significativo Ginicamente durante el cuarto (p< 0.03) y el sexto minutos

(p< 0.01) poseyeccion, esta disminucion en la tasa de disparo fue equivalente al 62.2% y al 57.3% de su
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control, respectivamente. Por dltimo, ante 100mM de GABA, las células del miicleo septal lateral,
respondieron con inhibicién durante el cuarto (p< 0.01), sexto (p< 0.001) y séptimo minutos (p< 0.001)
poseyeccion, este decremento correspondit al 54.6%, 45.1% y 39.6% respectivamente (figura 12).

Ahora bien, al normalizar los datos, tanto del grupo del vehiculo como de aquellos que se les eyectd
el GABA se encontraron cambios en la frecuencia de disparo del nicleo septal lateral (considerando la
frecuencia control como el 0%), que confirmd lo antes descrito. Asi, tenemos que todas las concentraciones
aplicadas promovieron un decremento de la tasa de disparo. El decremento més acentuado fue ante la
concentracién de 1 mM de GABA, esta reduccion alcanzé la cifra de -41.02%, con una duracién,
aproximadamente, de 7 min (figura 13).

Frecuencia de disparo del NSL

(ng_os”fk 0.05 .

. N

P< 0.001

Veh 100pM 500pM  1mM  10mM  100mM

. ‘Concentraciones de GABA

Figura 13: Cambios expresados en porcentajes, tomando como valor cero la frecuencia de
dispare en el registro control. El 4cido y-aminobutirico provocd, solamente fendmenos de
inhibicién del disparo neuronal en el NSL, pero el cambio significativo fue a partir de
la concentracién de 1mM {Abrev. NSL=Nicleo septal lateral).
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En cuanto al coeficiente de variacidn, el grupo del vehfculo fue el més regular en la frecuencia de
disparo, seguidos por el grupo de 500 uM y 10 mM de GABA, respectivamente, entretanto el, grupo que
mostrd la mayor variacion en la tasa de disparo fue aquel que recibi6 la concentracién de 100 mM (tabla 9).

Tabla 9: Coeficiente de Variacién del grupo control y todas las concentracién det grupo del Acido y-Aminobutirico (GABA). E
Grupo control es el que mostré mayor regutaridad en la tasa de disparo.

GABA/dosis Coeficiente de Variacién Poseyeccidn
Control 93 9%
100 uM 140%
500 pM 169 %
1 mM 34.6 %
10 mM B8%
100 mM 517 %

En sfatesis, todos los grupos neuronales-del nicleo septal lateral que recibieron GABA respondieron
con un decremento de la frecuencia de disparo, empero, s6lo se encontraron cambios significativos con las

concentraciones de 1ImM, 10mM y 100mM de écido y-aminobutirico eyectado.

Discusién,

El objetivo del cuarto experimento consistié en determinar lag acciones del GABA eyectado por
microiontoféresis en neuronas rafe-septales y comparar estas acciones con los primeros experimentos del
presente trabajo, es decir, un registro de 9 minutos (dos minutos control y 7 de poseyeccién). La respuesta
evocada por el GABA eyectadd microiontoforéticamente, se reflejé como un decremento de la frecuencia de

disparo neuronal que sigui6 una relacién dosis-respuesta.

El icido L-Glutimico y L-Aspértico tienen una marcada actividad excitatoria (Stone, 1985); mientras
que el dcido y-Aminobutirico (GABA) es un neurotransmisor inhibidor de la actividad neuronal en ¢l sisterna
nervioso central (Mower y Christen, 1989; Stone, 1985). En el presente trabajo, la eyeccién de GABA
confirma estos reportes, es decir todas la concentraciones eyectadas por microiontof6resis provocaron un

decremento en la actividad neuronal del nicleo septal lateral.

Hasta el momento se han descrito dos tipos de receptores a GABA, basindose en estudios con
ligandos, el receptor GABA-A ¢l cual es sensible a la bicuculina y estd acoplado al canal de CI'; y el
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receptor GABA-B, el cual es insensible a bicuculina, es influenciado por los nucledtidos guanidil y esta
ligado al canal de Ca* (Haefely, et al. 1992, 1992a), luego entonces las acciones observadas det GABA
sobre el nlcleo septal lateral corresponden a la activacién del receptor GABA-A, lo cual ha sido identificado
desde hace tiempo, la aportacion del presente estudio consiste en la demostracién de que el GABA produce
efectos inhibitorios de la actividad neuronal en €l nicleo septal lateral, como ocurre en ofras partes del
sistema nervioso, p.¢., en neuronas de Purkinje. {Smith, et al. 1987), asi como a nivel de la corteza visual
{Mower y Christen, 1989; Stone, 1985).

Considerando que los agonistas GABAérgicos con acciones antidepresivas incrementan la actividad
del receptor GABA-A y que la progesterona y sus metabolitos actian de manera similar sobre este receptor,
es probable que la accién inhibitoria de la aplicacion intraseptal de progesterona se deba a un incremento en
el flujo de GABA mediado por el receptor GABA-A. Por otra parte, diversos estudios sefialan la relacion
entre la estructura quimica de los neuroesteroides y la actividad sobre el receptor GABA-A (Bitar, 1991;
Bitran, et al. 1993; Mahesh, et al. 1996;. Majewska, 1986}, la presencia del grupo 3 o-hidroxi dentro del
anillo A de estas moléculas es determinante para que ejerzan su actividad alostérica sobre el receptor (Gee,
et al. 1988), por tanto los neuroesteroides que carezcan de estas propiedades, no pueden modificar Ia
afinidad de GABA (Rupprecht, et al. 1993). Sin embargo, esteroides como el sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEA) y el sulfato de pregnenolona son antagonistas del receptor GABA-A
(Majewska, 1988) y no presentan esta estructura quimica. Acciones similares se presentaron ante la eyeccitn
de GABA, las acciones fueron equivalente a las de la progesterona en cuanto al decremento de Ja tasa de
disparo, cabe mencionar, que el total de las neuronas registradas anie la eyeccion de GABA mostraron un
proceso inhibitorio. Tomando en cuenta que GABA es el principal neurotransmisor inhibidor del sistema
nervioso central de los mamiferos, la liberacibn o aplicacién de este neurotransmisor produce
hiperpolarizacién de las neuronas posindpticas, a través de un incremento del flujo del ibn CI (Enna y
Galagher, 1984), lo que se reflejé en este experimento como una disminucién de la tasa de disparo. El
receptor GABA-A es un complejo pentamérico formado por diferentes subunidades de glicoproteinas (« 1-6,
f 1-4, gama 14 y delta) el cual se combina con un canal de CI' y que posee un sitio de reconocimiento para
benzodiézepinas (Hommer, et al. 1987; Krasowski, et al. 1997). La actividad del receptor GABA-A puede
ser inhibida por antagonistas como la picrotoxina y la bicuculina (Hommerl, et al. 1987); por el contrario,
su actividad aumenta ante diversos agonistas como el muscimol, los barbituratos, las benzodiazepinas, los
anestésicos esteroidales (alfaxalona) y la mayoria de los esteroides enddgenos (Gee, et al. 1988; Britton, et

al. 1991). Aunque la pregnenolona, la hormona precursora de la progesterona, regula negativamente la
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funcidn del complejo GABA-A/BZ/Cl, los metabolitfos reducidos de esta hormona y de la
deoxicosticosterona, actiian como moduladores positivos del receptor (Lambert, et al. 1996). Los receptores
hormonales son factores de transcripcién celular, que modulan la transcripcion genémica aun cuando no se
unan a su sustrato hormonal. De esta forma, se sabe la interaccién entre algunos sistemas de
neurotrasmisores y receptores esteroidales y viceversa, s la parte fundamental del proceso; por ejemplo, el
metabolito de progesterona, la alopregnanolona, puede ser sintetizada de nuevo en el sistema nervioso
central y modular la actividad del complejo receptor GABAA (Jung-Testas, et al. 1989; Lambert, et al.
1996).

En este sentido, s¢ han descrito acciones sedantes/anestésicas de la progesterona y su metabolito
reducido la alopregnenolona (Harrinson y Simmonds, 1984), por su alta afinidad por el complejo receptor
GABA-A y por potenciar la conductancia iénica de cloro de una manera similar a los barbittricos y
benzodiacepinas (Mellon, 1994). El hecho de que exista un receptor end6geno a estos firmacos, sugiere la
existencia de un compuesto endégeno para el complejo receptor GABA-A y al parecer el finico compuesto
que parece reunir estas caracteristicas es la progesterona o alguno de sus metabolitos (Rodriguez-Landa y
Contreras, 1998). '
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BIENVENIDA

Para y por: ... "un hesmoso silencio ... una loca ... Yo

Se me ocurre que vas a llegar distinta
no exactamente mas linda
ni més fuerte

ni mas docil

ni mas cauta

tan sélo que vas a llegar distinta
como si esta temporada de no verme
te hubiera sorprendido a vos también
quizé porgue sabés
cOmo te pienso y te enumero

después de todo la nostalgia existe

aunque no lloremos en los andenes fantasmales
ni sobre las aimohadas de candor

ni bajo el cielo opaco

yo nostalgio
1G nostalgias
y c6mo me revienta que él nostalgie

tu rostro es la vanguardia

tal vez llega primero

porque lo pinto en las paredes
con trazos invisibles y seguros

no olvides que tu rostro
me mira como pueblo
sonrie y rabia y canta
como pueblo
y eso te da una lumbre
inapagable
ahora no tengo dudas
vas a llegar distinta y con sefiales
con nuevas
con honduras
con franqueza

sé€ que voy a quererte sin preguntas
sé que vas a quererme sin respuestas.
Mario Benedetti.
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EXPERIMENTO 5: Acciones de la Bibiculina eyectada en neuronas rafe-septales.

Introduccidén.

Las acciones de 1a terapias antidepresivas, farmacoldgicas y no farmacoldgicas, estin mediadas por
varios sistemas de neurotransmisi6n, dentro de los cuales se pueden destacar el sistema noradrenérgico, el
serotonérgico y recientemente se ha incluido al sistema GABAérgico; asi, ciertos fAirmacos tienen afinidad
por el sistema GABAérgico, como el fengabide y progabide, que tienen potencia antidepresiva, tanto en el
humano como en ciertos modelos de animales de laboratorio, tales como el de desesperanza aprendida y el
de nado forzado (Borsini, 1986; Aley, et al. 1988). En el mismo sentido la progesterona (Bitran, et al.
1991a; 1993; Majweska, et al. 1986; 1987; 1992) ejerce sus acciones en el sistema GABAérgico y su efecto
ansiolitico estdi mediado por dicho receptor (Majweska, et al. 1986; 1992). Tanto los firmacos
benzodiazepinicos como los barbitliricos, asi como los esteroides funcionan como moduladores positivos del
receptor GABA-A incrementando su afinidad, lo que es antagonizado por dos tipos de firmacos, la
bicuculina que es reconocida especificamente en un sitio del receptor GABA-A, y Ia picrotoxina que se une
al canal del i6n CI'. Entre los agonistas-con mayor afinidad al receptor GABA-A se encuentra el muscimol y
1a isoguavacina el THIP (4,5,6,7,-tetrahidroisoxazonol-5,4-piridil-3-ol) (Pasantes y Sinchez, 1991).

En los estudios relatados previamente se encuentran datos sugerentes de que la accién de Ia
progesterona estd mediada por el receptor GABAérgico, por lo que se decidié explorar esta probabilidad

mediante el uso del antagonista bicuculina eyectado por microiontoféresis en el NSL.

Materiales y métodos: Se utilizaron ratas adultas, de 250-300 g de peso. Para el registro unitario
extracelular del NSL se utiliz6 una micropipeta triple de vidrio. Una pipeta contenfa NaCl (IM) como
solucién conductora, la segunda progesterona (concentracién de 10mM), y la tercera Bicuculina (Sigma, de
10mM)). Para descartar efectos de la corriente, se eyecté el vehiculo (NaCl 1M), durante 90 seg a -30
nAmps de corriente, que son los mismos valores utilizados para la eyeccién de la progesterona y de
bicuculina. Los resultados fueron contrastados mediante la aplicacién del vehiculo, empleando valores de
corriente similares a los utilizados para la eyeccion de la progesterona y bicuculina. Una vez identificada la
concxidn con el NSL, se registraron dos minutos como linca control. En cstc momento s¢ eyectd la
hormona, registrindose un total de 8 minutos para los dos primeros grupos, mientras que para los 4 grupos

restantes fueron 28 minutos de registro; cabe mencionar que en todos los grupos el registro fue continuo.
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Disefio experimental: Se formaron 6 grupos (a cada grupo se le eyectd dos farmaco), todos los
grupos celular con una n=6, Una vez identificada la conexién con el NSL, se registraron dos minutos como
linea conirol. En este momento se eyect$ la hormona, la eyeccion fue seguida de 3 min de registro, en esie
sepundo momento, se eyectd la bicuculing, la eyeccién fue seguida de 3 min de registro para un total de 8
min. En el segundo grupo la eyeccién de los firmacos fue invertido (gréfica 14). Asimismo, en el grupo
tres, se registraron 2 min como linea control. En este momento se eyectd la bicuculina, la eyeccién fue
seguida de 13 min de registro, en este segundo momento se eyectd Ia progesterona, la eyeccion fue seguida
de 13 min de registro. En ¢l cuarto grupo la secuencia de eyeccion de los firmacos fue invertida (grafica
15A y B). En el grupo cinco se registré su linea control. La eyeccion el vehiculo, fue seguida de 13 min de
registro, en este segundo momento, se eyectd la hormona y se obtuvo el registro unitario extracelular
durante 13 min. En el dltimo grupo, el sexto, 1a eyeccién del vehiculo fue seguida de 13 min de registro, y
se eyectd bicuculina, se registro 13 min més, para un total de 28 min (gréfica 15C y D). De esta manera se

utilizé un disefio longitudinal en el que cada neurona fue utilizada como su propio control.

Se realizé una comparacién del promedio de frecuencia de descarga de las células septales
considerando su linea base con respecto a la cada una de las fases experimentales (3 o 13 minutos de registro
por firmaco: iinea base -eyeccién del primer firmaco- eyeccién del segundo firmaco). Dicha evaluacion se
elaboré considerando los datos aportados por el andlisis estadistico realizado por la computadora en el

momento de la captura de la sefial de cada una de las células.

Resultados: Se registraron 36 neuronas rafe-septales. El control histol6gico permitid verificar que el
sitio de colocacidn del electrodo de registro y estimulacion, fueron el NSL y el NRD, respectivamente. Asi,

se lograron obtener 6 registros neuronales en cada grupo.

Considerando la profundidad de registro de las neuronas del NSL y la amplitud del trazo no se
encontraron diferencias significativas al comparar las fases (linea base -primera eyeccidn- segunda

eyeccion), en cada uno de los grupos {tabla 10y 11).

Las células del niicleo septal lateral disminuyeron ligeramente su frecuencia de disparo ante la
eyeccion de progesterona, tal decremento se acentud después de la eyeccion de bicuculina (fig. 14A). Por el
contrario, el segundo grupo de neuronas del NSL incrementaron su frecuencia de disparo después de la

eyeccion de bicuculina, pero la decrementaron después de la eyeccitn de progesterona (fig. 14B)
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Tabla 16: Amplitud y profundidad del registro. La progesterona o bicuculina fueron eyveciadas en una poblacién semejante de
neuronas (Abrev: n: nimero, Veh: Vehiculo, mV: milivolts, mm: milimetros, mM: milimolar, Min/Max: Minimo/Méximo).

Farmaco n % Amplitud (mV) Profundidad de Registro (mm})
Bicuculina 6 50 125.00+ 11.18 3.860 + 0.241
Progesterona 6 50 133.33 + 1654 3.860 + 0.206
Totales/Promedios 12 100 13137 + 272 -3.86 + 0.223
Rango Min/Max 1007 150 -3.007-4.90
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Figura 14: Frecuencia de disparo del NSL ante la eyeccidén de progesterona y bicuculina:
A} Se muestra la actividad neuronal de dos minutos de registro control, tres minutos
bajo la accidén de la progesterona y tres ante la bicuculina. B} Actividad del NSL, dos
minutos control, tres minutos bajo la accidén de la bicuculina, y los tres ultimos ante
la eyeccién de la progesterona (Abrev. NSL=Nicleo septal lateral). Las flechas indican
el momento de la eyeccién.

Tabla 11: Amplitud y profundidad del registro. La progesterona, bicuculina y vehiculo fueron eyectadas en una poblacion
semejante de neuronas,

Férmaceo n % Amplitud (mV) | Profundidad de Registro (mm)
Bicuculina 6 | 25 | 135.00+12.18 3.860 & 0.241
Progesterona 6 | 25 | 12323+ 1155 3.860 + 0.206
Vehiculo-P 6 25 128.12 + 10.56 3.65 + 0.320
Vehiculo-B 6 | 25 | 12545+ 1112 351032
Totales/Promedios | 24 | 100 | 127.95 3.2 378 + 0.282
Rango Min/Max 1007150 -3.00/ 4.9
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EYECCION DE BICUCULINA SEGUIDA DE
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Figura 15: Frecuencia de disparo del NSL ante la eyeccién de progestercna y bicuculina:
A) Se muestra la actividad neuronal de 2 min de registro control, 12 min bajo la accién
de progesterona y 12 ante bicuculina. B} Actividad del NSL, 2 min control, 12 min bajo
laz accidén de bicuculina, y los 12 dltimos ante la eyeccidén de progesterona. C) y D)
Actividad neuronal 2 min control, 12 min. ante la eyeccién del vehiculo y 12 min. ante
la accién de progesterona y 12 min. ante bicuculina, respectivamente {Abrev. NSL=Nicleo
septal lateral). Las flechas indican el momento de la eyecciédn.

Finalmente, las acciones inhibitorias previamente establecidas por la progesterona se acentuaron

cvando en la misma neurona se eyecté de forma afiadida la bicuculina, Sin embargo, cuando se eyecté
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primero la bicuculina se incremento ligeramente la frecuencia de disparo y la eyveccién subsecuente de

progesterona no modific6 la actividad neuronal.

En Conclusién, las neuronas del NSL efectivamente poseen receptores GABAérgicos ya que fue la
eyeccién del antagonista GABAérgico bicuculina que provect fenémenos de excitacién neural lo que sugiere
deshinibicion, mientras que la eyeccidn subsecuente de progesterona provocd disminucién de la tasa de
disparo, posiblemente por el sitio de unién a nivel del receptor GABAérgico. Sin embargo, la inversion de
la secuencia de eyeccion de los farmacos provocéd fenémenos sugerentes de que la bicuculina podria tener
alguna propiedad de agonista parcial y que los efectos depedenden de la ocupacion primaria del receptor
GABA-A (Burchfiel y Dufiy, 1981; Haefely, et al. 1992, 1992a; Mower y Christen, 1989)
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SONETO

Por y para: “ti ... por ese doble amor y un amor doble”

No te des por vencido, ni aun vencido,
no te sientas esclavo, ni aun esclavo;
trémulo de pavor, piénsate bravo,

y arremete feroz, ya mal herido.

Ten el tesén del clavo enmohecido,
que ya viejo y ruin vuelve a ser clavo;
no la cobarde intrepidez del pavo

que amaina su plumaje al primer ruido.

Procede como Dios, que nunca llora;
o como Lucifer, que nunca reza,

o como el robledal, cuya grandeza
necesita de! agua y no la implora...

jQue muerde y vocifera vengadora
va rodando en el polvo de tu cabeza!

Almafuerte
{Pedro A. Palacios).
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Discusion General,

En el septum existen receptores a progesterona (Rainbow, et al. 1982), receptores GABA-A
(Beauvillan, et al. 1991; Yadin, et al. 1993) y receptores 5-HT1A (Zifa y Follion, 1992). En los estudios
anteriormente relatados, se intenté explorar la accidn de la progesterona sobre la actividad neuronal del
nicleo septal lateral. Los resultados en su conjunto, indican que las acciones predominantes de la
progesterona son inhibitorias de la actividad neuronal; sin embargo un grupo neuronal que correspondi6 a
aproximadamente un tercio responde a la eyeccién de progesterona con un aumento de la frecuencia de
disparo de manera semejante a las acciones de los tratamnientos clinicamente eficaces como antidepresivos.
Estos estudios tienen su sustento en observaciones tanto experimentaies come clinicas que sugieren
fuertemente que la progesterona posee acciones ansiolfticas y quiza antidepresivas (Hallbreich, et al. 1990;
Harris, 1994; Pearlstein, 1995). Las acciones inhibitorias de la progesterona parecen estar mediadas por el
receptor GABAérgico, dade que en el dltimo experimento, la eyeccién microiontoforética de GABA, solo

produjo efectos inhibitorios sobre el disparo neuronal.

Dado que las acciones producidas por el GABA fueron de larga duracién (7 minutos), es posiblel
aludir a procesos metabélicos. Por ejemplo, un metabolito de la progesterona, el 3a-hydroxy-Sa-pregnano-
2-uno (3a- OH-DHP), es un modulador del complejo receptor GABA-A, que potencia los efectos del GABA
yfo muscimol sobre el canal de CI' (Geen, et al. 1987; Peters, et al. 1988; Lan, et al. 1990; Puia, et al.
1993) e incrementa la unién de la [3H]Flunitrazepam y muscimol (Majewska, et al. 1986; Gee, ct al. 1988)
con el complejo receptor del GABA-A. Ademds, se han encontrado tanto efectos sedantes como hipn6ticos
(Mendelson, et al. 1987) y efectos énsiolfticos en modelos de animales (Crawley, 1981; Drugan, et al.
1986); entonces, con los procedimientos utilizados, no es posible descartar que las acciones observadas
tengan su asiento real en metabolitos secundarios de la progesterona, lo que de ser el caso, explicaria la
prolongada latencia y duraci6n de los efectos de la progesterona sobre ¢l disparo neuronal del nicleo septal
lateral, o bien a alguna accién compensatoria que podria ocurrir después de que se produce una inhibicion
neuronal asociada a la eyeccibén de progesterona, a juzgar por la latencia de efectos, una hipitesis que

amerita un diseiio experimental y constatacién especial.

Los metabolitos de la progesterona muestran mayor afinidad por receptor GABA-A que la

progesterona misma y que es necesario un incremento en sus niveles cerebrales para revertir el efecto del
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estrés sobre la funcién del sistema GABAérgico (Barbacoa, 1997) durante tiempos prolongados (Majewska,
1992; McEwen, 1991). Con base a lo anterior, es posible que s6lo las dosis mis altas de progesterona
resuitaran efectivas para modificar la actividad unitaria del nficleo septal lateral (experimento uno, dos y
tres}, acciones que posiblemente, se deba a la baja afinidad que presenta por el receptor, en tanto que lo
prolongado de su efecto se deba a las acciones de sus metabolitos, en nuestro caso en ¢l registro de 60

minutos.

Se ha demostrado que las hormonas gonadales esteroidales, ejercen efecios miltiples a nivel cerebral
actuando directamente sobre la membrana neuronal o bien a través de receptores membranales {Canonaco, et
al. 1993); es decir, estas hormonas actdan en un érgano blanco acoplindose a un receptor y despliegan una
cadena de eventos a través de un sistema de adenil-ciclasa que promueve la formacién de adenosin
monosfosfato ciclico (AMPc) . Cuando la hormona se une a los receptores, empiezan a transformarse y se
desplazan hacia el nicleo, en donde se unen a sitios especificos en la cromatina, para después disociarse
lentamente de su sitio de ligadura. Esta interacci6n con fos genes es el mecanismo por el cual se sintetiza
ARN mensajero y nuevas proteinas (’I‘eppemm y Tepperman, 1987). Asi, los esteroides ejercen sus
acciones en los tejidos blanco a través de su unién a receptores especificos intracelulares, por su naturaleza
lipofilica, penetran libremente a través de la membrana plasmética difundiéndose con facilidad dentro de la
célula. El complejo hormona-receptor modifica Ia transcripcion gendtica y da lugar a toda una serie de
fenémenos bioquimicos que conducir4n al efecto biol6gico. Resulta claro, que la accidn de estas hormonas
no ocurre de inmediato: los procesos de transcripcion (sintesis de ARN mensajero) y traduccién (sintesis de
proteinas) tardan varios minutos u horas en llevarse a cabo (Garcia-Sainz, 1987).

Si bien la mayoria de las acciones de los esteroides se ejercen a través de los mecanismos que
acabamos de describir, existe evidencia de que estas hormonas también producen efectos que no requieren su
entrada en el ndcleo celular. Hay ciertas acciones de las hormonas gonadales sobre ¢l sistema nervioso
central cuya rapidez de accién sugiere que no estin mediados por acciones sobre el genoma. Por otra parte,
se han demostrado efectos bioquimicos de los esteroides en receptores de membrana, de alta afinidad, para
diversos esteroides (Tresguerres, 1995), efectivamente, en el experimento tres la accién de la progesterona
perduro mas de 60 minutos, sin embargo, el incremento y decremento de la frecuencia de disparo se
presento casi en forma inmediata (experimento uno y dos), lo cual parece estar relacionada con su accion no
genbémica sobre la excitabilidad del sistema nervioso central estd mediada por la interaccién con receptores

membranales unidos a neurotransmisor {Kubli, 1993).
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Los receptores hormonales son factores de transcripcién celular, que modulan la transcripcién
gendmica aun cuando no se unan a su sustrato hormonal. De esta forma, existen reacciones cruzadas entre
los neurotransmisores cldsicos y receptores esteroidales y viceversa. Por ejemplo, El metabolito de
progesterona, la alopregnanolona, puede ser sintetizada de nuevo en el sistema nervioso central y modular la

actividad del complejo receptor GABAA (Jung-Testas, et al. 1989; Lambert, et al. 1996)

Los esteroides ejercen su accion por dos mecanismos bisicos, uno de ellos através de los receptores
de membrana neuronal, no requiere entrar a la célula nerviosa, el segundo mecanismo por medio de Ia
activacién de receptores citoplasmidticos, promoviendo un incremento en la transcripcién del RNA
mensajero y en consecuencia un aumento en la sintests de proteinas. En adici6n, se han demostrado efectos
bioquimicos de los esteroides en receptores de membrana, de alta afinidad, para diversos esteroides
(Tresguerres, 1995). Por lo general, la accién gendmica de estos esteroides ocurre en estructuras neuronales
involucradas en funciones reproductivas o en la actividad del eje hipotilamico. Sin embargo, su accién no
gendmica sobre la excitabilidad del sistema nervioso central estd mediada por la interaceién con receptores
membranales unidos a neurotransmisor (Kubli, 1993), situacién que explicaria la respuesta que se presentd
(experimentos uno y dos) ante la eyeccién de progesterona, donde la frecuencia de disparo del NSL se

modificé, es decir, una respuesta de corta latencia.

Por otra parte, el sulfato de pregnenolona, un ligando del receptor NMDA (N-metil-D-Aspartato)
(Wu, et al. 1991) y Ia dehidroepiandrosterona son considerados los neuroesteroides tipicamente excitatorios.
La pregnenolona acorta el suefio producido por Ia administracién de pentobarbital (Majewska, 1992) y de
entre los metabolitos de la progesterona, la 3B-hidroxi-So-dihidro-progesterona aumenta la afinidad del
flunitrazepam por el receptor GABAérgico sin modificar la Bmax, por el contrario disminuye la Bmax y la
constante de disociacion de algunos agentes convulsivantes, por lo que se considera que este neuroesteroide
interacta con el receptor a GABA de una manera semejante a la manera de los barbittricos (Majewska, et
al. 1986). De hecho, la progesterona potencia la inhibicién del disparo neuronal inducido por GABA y
bloquea la excitacién producida por glutamato en las células de Purkinje del cerebelo (Smith, et al. 1987).

De entre ofras estructuras cerebrales, el septum participa en el control de estados emocionales
caracterizados por ansiedad, miedo (Thomas, 1988; Yadin, et al. 1993) y en las acciones de diversos

tratamientos antidepresivos farmacol6gicos y no farmacolGgicos (Contreras, et al. 1989; 1990; 1993a,
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1993b). En los micleos septales ocurre una regionalizacién de funciones, las neuronas del septum lateral,
pero no las del medial, aumentan su tasa de disparo ante la entrega de reforzadores (Thomas, et al. 1991).

En estudios farmacolégicos, la estimulacion eléctrica continua de baja intensidad del niicleo lateral septal

. produce efectos semejanies a los de las benzodiazepinas en pruebas elaboradas para evaluar el nivel de

~ ansiedad (Yadin, et al. 1993). Esos efectos probablemente estan mediados por receptores GABA-A (Drugan,

et al. 1986), los cuales efectivamente han sido encontrados en la regién lateral septal (Panula, et al. 1984),

en donde coexisten con receptores a benzodiazepinas (Squires y Braestrum, 1977).

De esta manera, es de suponerse una interaccién entre varios procesos. En este sentido, todos los

antidepresivos convergen en el receptor 5-HT1A para producir sus acciones (Peroutka, 1987; Zemlan y
Garver, 1990; Sotelo, et al. 1990; Lesch, et al. 1990; Pandey, et al. 1991; Nowak y Dulinski, 1991; Lund,
et al. 1992). El enlace anatémico ya estd establecido. El nicleo dorsal del rafe, bien identificado por su

participacién 5-HT, envia fibras al nicleo accumbens, a la corteza prefrontal medial y al septum lateral,

pero estas vias son dopaminérgicas (Stratford y Wirtshafter, 1990), lo que podria relacionarse con el

hallazgo reciente de los receptores D-3 y D4, que al ubicarse sobre todo en el sistema mesolimbico, abren

 alternativas para explicar algunos trastornos ideo-afectivos (Taubes, 1994). Aunque faltaria el eslabén de las

. interacciones hormonales. Al parecer las acciones de los neuroesteroides del tipo de la progesterona tienen

contundentes acciones GABAérgicas. Asi, el tratamiento prolongado con imipramina reduce la funcién del

ion6foro de cloro acoplado al receptor de GABA (Fernindez-Teruel, et al. 1989a). Por lo anterior, se ha

propuesto que el iondforo de CI” acoplado al receptor GABA estd involucrado en la depresién y en las

- acciones de los tratamientos antidepresivos (Fernindez-Teruel, et al. 1989b), inclusive el valproato de sodio

tiene el perfil de antidepresivo en pruebas conductuales como la de nado forzado (Fernindez-Teruel, et al.

1988).

En el aspecto conductual se observan varias coincidencias, la administracién de tratamientos

antidepresivos reduce el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado (Fernindez-Teruel, 1989;

Lucki, et al. 1992; 1994; Porsolt y lenégre, 1992; Borsini, 1995); mientras que, la aplicaci6n sistémica de

progesterona reduce el tiempo de inmovilidad de forma dosis dependiente (Martinez-Mota, et al. 1999). En

{ el aspecto electrofisioldgico, los tratamientos antidepresivos como el electrochoque y los antidepresivos

triciclicos (Contreras, et el. 1989; 1990) incrementan de manera gradual Ia frecuencia de disparo de las

: neuronas del septum lateral (Contreras, et al. 1989; 1990), de igual forma, durante el proestro y el estro

- (Contreras, et al. 2000) y en los estudios que componen el cuerpo de esta tesis se establece que la

73



progesterona puede tener acciones excitatorias cuando es aplicada por microiontoforésis. De acuerdo con
esto es posible considerar que la progesterona ademds de sus acciones ansioliticas (Rodriguez-Sierra, et al.
1983; Ferndndez-Guasti y Picazo, 1990; Bitran, et el. 1991; 1991b; 1993a; Picazo y Fernindez-Guasti,
1995), posee un perfil farmacolégico semejante al de los antidepresivos.

En la actualidad se conoce que la progesterona y otras progestinas (precursores y metabolitos de la
progesterona) inducen anestesia, analgesia e hipnosis por acciones directas sobre el receptor GABA-A
{Majewska, 1986; Lambert, et al. 1995; Mahesh, 1996). Estas hormonas modifican la excitabilidad de
grandes poblaciones neuronales que juegan un importante papel en la epilepsia y en los estados afectivos
(Majewska, 1992). En modelos animales de ansiedad, se ha encontrado que la progesterona presenta un
fuerte efecto ansiolitico (Fernindez-Guasti y Picazo, 1992; Bitran, et al. 1993; Diaz-Véliz, et al. 1994), el
cual se atribuye principaimente a sus metabolitos reducidos, como la alopregnenolona (Bitran, et al. 1995).
Sin embargo, existen muy pocos trabajos que sefialen a la progesterona como una hormona con propiedades
antidepresivas, por lo que resulté de interés explorar esta posibilidad, Ia actividad neuronal del nicleo septal
lateral. En donde efectivamente, la eyeccién de progesterona promovié cambios en la tasa de disparo de

dicho nucleo.

Las acciones de la progesterona se ejercen cuando menos a través de dos mecanismos, sobre el
genoma y en otras ireas no gendmicas, como los observados en la membrana neuronal. La hormona
ejerce diversas funciones neuronales, ademéds de su conocida participacién en la reproducciéon Es
sintetizada en diversas estructuras del cerebro, para la que se han propuesto una serie de acciones
relacionadas con la conducta y de manera particular con los estados de &nimo, como la ansiedad y la
depresi6n postparto y premenstrual, a través de mecanismos que involucran en parte al complejo del
receptor GABA-A/benzodiacepina, entre otros. En sintesis, es posible sugerir que las acciones de la
progesterona, modulan la expresién de conductas que han sido relacionadas con la ansiedad y con los
des6rdenes afectivos a través de su interaccion con estructuras que forman parte del sistema limbico y con
los diferentes sistemas de neurotransmisién en donde los firmacos ansioliticos y antidepresivos establecen

sus acciones, una probabilidad que no ha sido atin totalmente explorada.
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LOVERS GO HOME

s amigos .... “zon unos mathechores,

i de P fios al vuelo, que
eplauden cuando of sol se trepa al cielo, ¥
me abren su corazén como las flores”,
Serrat

Ahora que empecé el dia

volviendo a tu mirada

y me encontiraste bien

y te encontré mas linda

ahora que por fin

esta bastante claro

dénde estds y dénde
estoy

sé por primera vez

que tendré fuerzas

para construir contigo

una amistad tan piola

que del vecino

territoric del amor

ese desesperado

empezaran a mirarnos

con envidia

y acabaran organizando

excursiones

para venir a preguntarnos

cémo hicimos,

Mario Benedetti
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CONCLUSIONES GENERALES

1) En el experimento uno se encontré una moderada accién excitatoria de la progesterona con
concentraciones bajas de la hormona y un efecto dosis-respuesta con concentraciones mayores en €l que {a

pauta fue la disminucion de la frecuencia de disparo.

2) La progesterona produjo un aumento (37.8%) o disminucion (42.2%) de la frecuencia de disparo

del nicleo septal lateral que duré més de 60 minutos.
3) Las acciones inhibitorias de la progesterona pudiera ser debidos a sus acciones sobre el sistema
GABAérgico del nicleo septal lateral, lo que podria sugerir que estas acciones inhibidoras puedan estar més

relacionadas con sus acciones sedantes y ansioliticas de 1a progesterona.

4) Otros datos electrofisiolégicos y conductuales son sugerentes de que la progesterona podria poseer

un perfil farmacoldgico semejante al de los antidepresivos.
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Para: la “faltante™

... El impacto fue demoledor ..... De cualguier
manera el acto queda, quedard y permanecerd hasta el
dltimo de mis dias, como uno de los sucesos mas vellos,
més célidos y de mayor color de mi grisécea vida. Te amo
siempre mucho, y esto dicho, por la parte del hombre digno,
a la manera de tus caricias. Te envié mi mejor abrazo vy
ternura que por mucha gue es nunca alcanzara a cubrir l2
tuya. Por eso, el adiés es permanente en el alma y en el
corazén.

Alberto Cortes
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