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RESUMEN

Se ha propuesto que las fluctuaciones de las hormonas ovaricas juegan un papel
importante en la regulacion de las emociones en las mujeres e incluso que modifican los efectos
farmacologicos de los antidepresivos y los ansioliticos. Sin embargo, se desconoce |la manera
en la que se lleva a cabo tal regulacién hormonal. El propésito general de esta serie de
“experimentos fue explorar la posible modulacion hormonal ejercida por el estradiol y la
progesterona sobre los efectos antidepresivo y ansiolitico producidos por la Desmetilimipramina
(DMI). Se utilizé a la rata hembra como animal experimental, considerando que esta especie es
de ovulacién espontanea y su ciclo reproductivo o estral se caracteriza por fases asociadas a
fluctuaciones en la concentracién de estrégenos y progesterona. El primer objetivo fue explorar
si las fases del ciclo estral de la rata influyen en la conducta de inmovilidad en la prueba de
nado forzado o en el efecto antidepresivo de la DMI. La prueba de nado es un modelo animal
sensible a los antidepresivos, en el que la reduccion de la conducta de inmovilidad se interpreta
como un efecto antidepresivo. Un segundo objetivo fue explorar el papel de la progesterona en
los cambios conductuales en la prueba de nado asociados a [as oscilaciones hormonales
ciclicas. El tercer objetivo fue explorar si las fluctuaciones hormonales propias del ciclo estral
modifican el efecto ansiolitico de la DMl evaluado en dos modelos animales de ansiedad. Por
uitimo, el cuarto objetivo fue analizar la posible participacioén de la progesterona, el estradiol o la
combinacion de ambas hormonas en el efecto ansiolitico de la DMI.

Encontramos que la fase del ciclo estral modificé la conducta de inmovilidad en la
prueba de nado forzado, destacando un efecto anti-inmovilidad en las fases de proestro-estro.
Estas fases del ciclo estral se caracterizan por las mas aitas concentraciones de estogenos y

progesterona. El segundo experimento confirmé fa participacion de la progesterona en el efecto

anti-inmovilidad observado en proesfro-estro. La DMI (2.5 mg/kg, i.p, por 21 dias) produjo un
efecto antidepresivo en la prueba de nado forzado, que fue independiente del ciclo estral. En las
pruebas de ansiedad experimental, la DM| administrada crénicamente disminuyé la ansiedad
tanto en las ratas ovariectomizadas como en las intactas, destacando que en las Uitimas el
efecto ansiolitico fue de magnitud diferente dependiendo de la fase del ciclo. En esta serie
experimental encontramos un efecto ansiolitico maximo producido por la DMI en las ratas en
proestro y en estro. En un experimento posterior se encontrd que tanto el estradiol como la
progesterona facilitaron el efecto ansiolitico de dosis sub-éptimas de DMI. El estradiol per se
carece de actividad ansiolitica, sin embargo, en combinacién con la DMl redujo la ansiedad de
manera mas importante que la progesterona. La combinacion de ambas hormonas, en dosis
que inducen el estro conductual, también facilitd la ansiblisis producida por la DMI y esta
respuesta fue de magnitud semejante ala producida por la combinacién de DM mas estradiol.
En conclusién, las hormonas ovaricas participan en las conductas que reflejan ansiedad y
desesperanza en la rata y tienen la propiedad de modular algunos efectos farmacolégicos de
los farmacos psicoactivos, como por ejemplo, el efecto ansiolitico de la DMI.



ABSTRACT

The general aim of this study was to analyze whether estradiol or progesterone modifies
the antidepressant and anxiolytic-like effects produced by desmethylimipramine (DMI). The first
objective was to search for behavioral changes in an animal mode! of depression, the forced
swimming test (FST), that were associated with the estrous cycle in female rats. The estrous
cycle is characterized by the occurrence of cyclic oscillations in both estradiol and progesterone
concentrations. In order to establish the participation of progesterone in these putative
behavioral changes, different doses of this steroid were tested in ovariectomized rats in the FST.
The second objective consisted in exploring the possible influence of the estrous cycle on the
antidepressant- and anxiolytic-like effects of DMI (DMI at 2.5 mg/kg, i.p., for 21 days). Female
intact rats were classified according to the different estrous phases and evaluated in the FST
and in two animal models of anxiety: the elevated plus-maze and the burying behavior paradigm.
Results revealed that the estrous cycle induced some changes in the immobility behavior in the
FST. The shortest time of immobility and the highest latency to the first period of immobility were
observed during the proestrous-estrous phases, while the opposite effect was found during the
metestrous-diestrous phases. Progesterone systemically administered reduced the total time of
immobility, an antidepressant-like effect that might explain the lowest immobility levels observed
during the proestrous-estrous phases, Besides, DMI produced an antidepressant- like effect in
the FST which was not altered by the estrous cycle. Chronic treatment with DMI produced an
anxiolytic-like effect in both ovariectomized intact females. Interestingly, the anxiolytic effect of
DMI was highest in proestrous and estrous rats. Such actions were mediated both by
progesterone and estradiol, as revealed in other experimental series. Estradiol per se did not
produce anxiolytic-like actions, however it facilitated the anxiolytic effect of a sub-threshold dose
of DMI in the burying behavior test. The hormonal combination of estradiol plus progesterone, at
doses to induce behavioral estrous, facilitated DMI's anxiolytic action and this effect was
identical to that produced by the combination of DMI plus estradiol. It is concluded that ovarian
hormones influence some antidepressant- and anxiolytic-like behaviors, suggesting their
participation in the reguiation of mood states and psychiatric illness. Moreover, estradiol and
progesterone independently regulate the anxiolytic-like effect of DMI changing the sub-threshold
dose of the anxiolytic in a threshold dose.



CAPITULO |

1.1 Intfroduccién General

Las hormonas ovaricas, estradiol y progesterona, han sido asociadas con la regulacion
de las emociones asi como con algunos estados psicopatolégicos entre los que se encuentran
la ansiedad, la depresion (Halbreich y cols.,, 1986; 1990; Janowski y cols., 1996) y la
esquizofrenia (Sumner y Fink, 1995; Fink y cols., 1996). Una observacion constante, consiste en
que la caida brusca de la concentracién plasmatica de estos esteroides ovaricos tiene efectos
deletéreos sobre el estado de animo y la ansiedad (Janowski y cols., 1996). Por ello, se ha
propuesto que el estradiol, la progesterona o ambas hormonas actuan como antidepresivos o
ansioliticos endoégenos (Pearlstein, 1995). Dado que los evidencias obtenidas en los
experimentos clinicos soh controversiales, aun queda m‘ucho por esclarecer acerca de la
participacion hormonal en los cambios emocionales. Un aspecto interesante relativo a Ias-
propiedades de estas hormonas es que parecen modular los efectos farmacolégicos de algunos
ansioliticos. Por ejemplo, |a progesterona incrementa las acciones sedantes y ansioliticas de las
benzodiacepinas tanto en mujeres (De Wit y Rukstalis, 1997) como en ratas hembras
(Fernandez-Guasti y Picazo, 1990). Sin embargo, ante la asociacion entre la ansiedad y la
depresion (vide infra), aun se desconoce si las hormonas ovaricas afectan de manera analoga
las acciones de los farmacos antidepresivos. Por lo tanto, el propédsito de esta serie de
experimentos fue, por un lado, investigar si las fluctuaciones hormonales propias del ciclo
reproductivo de Ia rata afectan algunas conductas que reflejan depresién y ansiedad. Para ello,
se utilizaron modelos animales especificos para el estudio de estos trastornos psiquiatricos. Por
ofro lado, también se explord el efecto del estradiol y de la progesterona en la modulacion de
las acciones ansioliticas y antidepresivas de la desmeti!ih\ipramina, un antidepresivo triciclico

que también es usado como ansiolitico en humanos (Lydiard y cols., 1993; Nutt y Glue, 1981).



1.2 Ansiedad y Depresién

La ansiedad y la depresiébn son estados emocionales complejos que conllevan
alteraciones cognitivas, afectivas y fisiologicas, por lo que causan un deterioro considerable de
la salud. El Manual Diagnéstico y Estadistico de Iaé Enfermedadés Mentales‘(DSM-lV-R, 1988)
clasifica a la depresién como un desorden afectivo cuyos sintomas basicos son los sentimientos
de tristeza y de culpé, el retardo mbtor, el abatimiento cognitivo, la ideacion suicida y la
anhedonia o incapacidad para experimentar placer. Cabe destacar que la depresion debe
distinguirse. de ciertas emociones normales de la esfera afectiva, como |a tristeza y el duelo,
para las cuales existe uh limite temporal y un factor reconocido que desencadena la

sintomatologia.

En contraste con la _naturaleza patolégica de la depresién, la ansiedad es una emocion
normal que 'se caracteriza por intranquilidad, aumento del estado de alerta, tensién motora e
incremento de la actividad autonémica. La ansiedad, hasta cierto punto, es un estado que se
genera cuando los individuos se enfrentan a una situacién potencialmente peligfosa, por lo que
" se considera un mecanismo de alerta o de alarma (Hommer y cols., 1987). En general, tal -
estado ansioso desaparece una vez que el estimulo estresante es retirado, sin embargo, en
algunos individuos la ansiedad persiste por largo tiempo. Este ditimo estado se considera
patoidgico y_puede ser un sintoma central de algunos desérdenes como el trastorno de panico o
el obsesivo-compulsivo, | o bien‘ formar parte de un sindrome de ansiedad generalizada

(Pubovsky, 1990}.

De acuerdo con las estadisticas mundiales, la ansiedad y la depresion se encuentran
entre los trastornos psiquiatricos més frecuentes. Se estima que el 18 % de la poblacién ha
sufrido por lo menos un episodio de depresion (Caraveo-Anduanga y cols., 1899), en tanto que

un 7 % de los individuos ha padecido ansiedad como patologia (Nutt y Glue, 1991). En México,



las estadisticas arrojas cifras semejantes: el 12 % de la poblacién del Distrito Federal padece de -
trastomo depresivo o distimia, <con alto riesgo dé recurrencia ya que el 58.9 % de las personas
entrevistadas tuvo mas de un episodio de depresion (Caraveo-Anduanga y cols., 1999). Existen
diferencias genéricas importantés en cuanto a la prevalencia de estas psicopatologias, ya que
un numero mayor de mujer_es sufre de ansiedad, depresion o ambas alteraciones. De'hecho, en
la depresion la incidencia o distribucién por generos es de 2:1 (Jensvold, 1998) hasta 3:1

(Yonkers y Chantillis, 1995) y de 2:1 para la ansiedad (Breslau y cols., 1995).

Tabila 1. Sintomas de la ansiedad y |a depresion

Depresién Sintomas traslapados Ansjedad

- Talante deprimido Alteraciones del suefio ~Tremor
Interés deprimido _ Agitacion psicomotora Tensién muscular
Retardo psicomotor Fatiga Disnea
Alteraciones del Preocupacién/culpa Sudoracién
apetito
Sentimientos de _
abandono ' Dificultad para concentrarse Boca seca

Desesperanza [deacion suicida Nauseas
Tomado de Pasnau y Bystritsky, 1994. '

La ansiedad y la depresién son entida_des patolégicas diferentes, sin embargo, un
porcentaje alto de individuos padece los dos tipos de des6rdenes como ocurre en la depresion
mayor combinada ya sea con el desorden de panico, el desorden obsesivo;compulsivo o con el
trastomo por ansiedad. En |a tabla 1 se describen los sintomas caracteristicos de los trastornos
de ansiedad y depresién, asi como aquellos que son compartidos por ambos desérdenes. Dado
el traslapamiento de sintomas, es factible pensar que ambos padecimientos tienen una etiologia
comun. De hecho, en algunos casos, las terapias farmacoldgicas son equivalentes, por ejemplo,
el tratamiento de largo plazo con antidepresivos disminuye también los sintomas de la ansiedad
(Lydiard y cols., 1993; Nutt y Glue, 1991; Pasnau y Bystritsky, 1994) y los ansioliticos, como ia

buspirona, también sirven de apoyo en la terapia de la depresion en pacientes de alto riesgo,



como los ancianos (Schweizer y cols., 1998).

1.3 Terapias farmacolbgicas de la Ansiedad y la Depresion.

El tratamiento farmacologico de la depresion se inicid con el descﬁbrimiento de las
acciones de dos compuestos: la iproniazida y la imipramina. La primera fue sintetizada en 1951
cbn el propdsito de ser usada como agente anti-tuberculoso; sorpresivamente, se encontré que
ademas producia una mejoria del estado de animo de los pacientes tuberculosos. Las
investigacidnes subsecuentes revélaron que lé iproniazida inhibe la actividad de la monoamino-
oxidasa, la enzima que biotransforma a las catecolaminas (dopamina: DA; noradrenalina: NA) y
a la serotonina (5-HT), por lo que se propuso que el efecto antidepresivo pfoducido por este
farmaco estaba mediado por el aumento en la concentraciébn de neurotransmisores en el
espacio sinaptico .(Musselman y cols., 1998). Paralelamente (1952), I_a imipramina fue.
sintetizada, junto con ofros andlogos de la cloropromacina, para ser usado como posible
antipsicotico. Su potencial antidepresivo fue descubierto cuando se administré a algunos
pacientes deprimidos, entre otros sujetos de estudio (Stahl, 2000). A partir de la imipramina,
cuyo mecanismo de accié.n consiste en el bloqueo de la recaptura de la 5-HT y [a NA, se
sintetizaron otros antideprésivos triciclicos, entre ellos algunas aminas terciarias como el
doxepin, la clorimipramina y la amitriptilina, las cuales inhiben con mayor selectividad la
recaptura de la 5-HT, asi como las aminas secundarias desipramina y nortriptilina, qﬁe |
bloequean principalmente la recaptura de la NA (Stahl, 1998a). A la fecha se han producido otros
antidepresivos de estructura quimica diferente a los ftriciclicos, tales como los inhibidores
selectivos de la recaptura de 5-HT (fluoxetina y fluvoxamina, entre otros), los inhibidores de la
recaptura de NA/5-HT (venlafaxina), asi como los inhibidores selectivos de la recaptura de DA
(bupropién). A pesar de esta variedad de compuestos, los antidepresivos triciclicos siguen

vigentes en la terapéutica de la depresion {Stahl, 1998a).



Por otra parte, el tratamiento farmacolégico de la ansiedad comprende principalmente la
.terapia con benzodiacepinas, un grupo de compuestos que se caracteriza por tener un nuicleo
| biciclico de benzo—1;4-diacepina. El primer compuesto benzodiacepinico, el clordiazepéxido, fue

sintetizado a mediados de 1950 y posteriormente (1969) lanzado al mercado en sustitucion de
los antiguos ansioliticos: el alcohol, el meprobamato y [os barbituricos (Haefely, 1994). El
mecanismo de accién de las benzodiacepinas comprende la unién del farmaco a un sitio de
reconocimiento ubicado en el receptor tipo A del &cido gama-aminobutirico (GABA). La
consecuencia es un aumento del tiempo de apertura del canal de cloro que esta acoplado a
este receptor, lo gue conduce a un incremento del flujo de cloro hacia el interior dé la célula y,
finalmente, la hiperpolarizacién membranal., Las benzodiacepinas tienen un rango amplio de
efectos farmacologicos mediados por este mecanismo, ya que son ansioliticos, relajantes
musculares, sedantes y anti-convulsivos (Majewska, 1992). El tratamiento de largo plazo con
benzodiacepinas tiene consecuencias desfavorables ya que produc;e dependencia fisica y
tolerancia (Haefely, 1994}, por lo que una alternativa terapéutica son los antidepresivos (Nutt y
Glue, 1991). Algunas investigaciones clinicas han demostrado que los fratamientos crénicos
con imipramina, desmetilimipramina y clorimipramina son mas eficaces que el placebo y que las
benzodiacepinas para disminuir la ansiedad en pacientes con trastorno de ansiedad
generalizada (Nutt y Glue, 1991; Tyrer y Tyrer, 1994). Los resultados, tanto de estas
investigaciones clinicas como de algunas realizadas en animales (Bodnoff y cols., 1988, 1989;
Laino y cols., 1993), 'permiten abordar la terapéutica de ambos desérdenes (ansiedad y
depresidn) con medicamentos de la misma naturaleza quimica, preferentemente mediante la

administracién de largo plazo de antidepresivos triciclicos.

Uno de los antidepresivos triciclicos de nuestro interés es la desipramina o
desmetilimipramina, la cual existe como farmaco (Norpramin) 0 como productod del metabolismo

de la imipramina (Stahl, 1998a). Este compuesto tiene afinidad alta por el transportador de NA



' (Baker y Blakely, 1994),' por lo que su accifm inicial es inhibir la recaptura de este
neurotransmisor. El tratamiento cronico (dos semanas 6 mas) con este compuesto produce una
disminucién del nimero de receptores R1-adrenérgicos post-sinapticos (Bergstrom y Kellar,
1979; Sapena y cols., 1994), a la vez que tgmbién p’rovoca la disminucién de la sensibilidad de
los receptores ar-adrenérgicos presinapticos, los cuales regulan la liberacion de NA y 5-HT
{Heal y cols., 1988; Yoshioka y cols., 1995). Dado que las acciones de [a desmetilimipramina se
ejercen primordialmente sobre el sistema noradrénergico (Page y cols., 1999}, la integridad de
dicho sistema es esencial para la produccion de los efectos farmacoldgicos de este compuesto

_ \
{Hall y cols., 1984; Fontana y cols., 1999).

_Cabe agregar que este antidepresivo tiene acciones adicionales sobre otros sistemas de
neurotransmisién. Algunos autores han reportado que el tratamiento crénico con el triciclico
produce una disminucion del nimero de receptores SHTZA, un efecto que se correlaciona con su ‘
actividad antidepresiva en un modelo animal sensible a estos tratamientos (Mudunkotuwa y
Hof‘ton, 1996). Otros, han encontrado que el efecto antidepresivo de este compuesfo es
blogueado por antagonistas de los fécept’ores_ S-HT;A 6 5-HTyp tales como el NAN-180, e
pindolol o el BMY 7378, por lo que se propone que tal actividad antidepresiva es parcialmente
mediada por los receptores serotonérgicos 5-HTg y 5-HT1a (Detke vy cols., 1‘995b). Algunos
autores han reportado que el antagonista dopaminérgico haloperidol asi como la deétruccién de
las vias dopaminérgicas bloquean el efecto antidepresivo de la desmetilimipramina (Cervo y
Samanin, 1987, Besson y cols., 1999). Otros autores han propuesto que las acciones de los
antidepresivos (incluyendo la desmetilimipramina) son mediadas por el sistema GABAérgico. La
desmetilimipramina tiene afinidad por los receptores GABA, (Squares y Saederup, 1988) y su
administracion créhica incrementa la unién de [i’H}GABA a sus receptores (Suranyi-Cadotte y
cols., 1984).'Ademés, el tratamiénto de largo plazo con la desmetilimipramina favorece la

fransmision GABAérgica en el hipocampo, asi como la actividad de la descarboxilasa del acido

3



' g!utémibo, enzima crucial en la sintesis del GABA (Scatton y cols., 1987). En resumen, las
acciones antidepresivas y posiblemente las ansioliticas de la desmetilimipramina, son
consecuencia de un conjuntc de cambios plasticos de los sistemas noradrenérgico,
dopaminérgico, serotonérgico y GABAérgico, cuya participacién en algunas respuestas
conductuales ha sido determinada por diferentes grupos de investigacién mediante el uso de

modelos animales.

1.4. Modelos animales de Depresion y Ansiedad

La participacion de los componentes neurales que subyacen a los trastornos por
ansiedad, depresion y otras psicopatologias, no es posibie de lilevarse a cabo usando humanos
como sujetos de experimentaciéon. Por ello, los modelos animales son herramientas
metodolégicas de gran importancia en la investigacion (ver Apéndices Il y IV). En los modelos
animaies de depresion y ansiedad, los roedores son sometidos a eventos estresantes, quimicos
o quirdrgicos, con el propésito de generar respuestas bioquim'icas y conductuales semejantes a
las preéentadas por los individuos deprimidos o ansiosos (Porsolt y Lenégre, 1992; Koob:-y.
cols., 1998). De acuerdo con Porsolt y Lenégre (1992), los modelos animales de los tréstornos '
psiguiatricos deben ser utiles para tres propésitos: a) detectar el potencial terapéutico de drogas
especificas para el tratamiento de estos desérdenes, b) proporcionar datos relevantes acerca
de los mecanismos de accién de dichos farmacos y ¢) constituir una herramienta para la
determinacion de los substratos neurobiolégicos de los des.érdenes psiquiatricos (Porsolt y

Lenégre, 1992).

La contribucion de los modelos animales a la neurobiologia de los trastornos
psiquiatricos depende de su validez. ‘Willner (1994) propone tres criterios de validez que
permiten calificar a los modelost'animales. El concepto de validez predictiva implica que todas

aquellas manipulaciones que modifican el estado patologico en los humanos también deben



hacerio en el modelo animal. En la practica, la validez predictiva del modelo se determina por la
respuesta a los tratamientos farmacolégicos. La validez de aparnencia se refiere a la similitud
fenomenoldgica entre el modelo y el ‘desc-)rden modelado (_V\ﬁllner, 1994). Previamente,
Abramson y Seligman (1978, citado en Wiliner, 1994) propusieron que el modelo debe fnostrar
los sintomas mas representativos del desorden y no los sintomas secundarios; por ejemplo, en
caso de la depresion, la anhedonia es un sintoma central. El tercer criterio seifialado por Willner
(1994), la validez de constructo o validez hipotética, hace referencia a las bases tedricas
subyacentes al desorden psiquiatrico. Este criterio establece que las hipotesis que explican el
Vtrastomo psiquiatrico también deben servir como fundamento del modelo. Por ejemplo, someter
a los animales a un procedimiento de estrés crénico produce desesperariza, lo cual puede ser
comparable con los eventos estresantes de la vida diaria C|ue en muchos casos forman parte de

la etiologia de ia depresion en individuos susceptibles.

Los modelos animales usados para esta tesis fueron la pr_ueba de nado forzado, como
modelo de depresion, y las ﬁruebas de enterramiento defensivo y laberinto de brazos elevados,
como modeios de ansiedad. Estos paradigmas fueron seleccionados para la investigacion
tomando en cuenta las siguientés ventajas: a) son selectivos para los farmacos antidepresivos y
ansioliticos, respectivamente, por lo que cumplen con el criterio de validez predictiva, b) no
requieren el entrenamiento de los animales, ¢) son econdmicos y d) los resultados obtenidos

son replicados facilmente por distintos cbservadores.

1.4.1 Prueba de nado forzado

La prueba de nado forzado (Porsolt y cols., 1977) consta de dos sesiones, la primera de
15 minutos denominada pre-prueba, seguida 24 horas mas tarde por una sesion de 5 minutos o

prueba. En la pre-prueba, los animales son introducidos en un estanque que contiene agua

{temperatura 25 1 °C) a una profundidad que permite que toquen el fondo con sus patas, de tal

10



forma que los animales no pueden escapar del estanque y son forzados a nadar. [nicialmente,
las ratas hadan de forma vigorosa hasta que pauiatinamente sus movimientos se reducen y
realizan sélo aquellos necesarios para mantener la cabeza fuera del agua y respirar. A esta
reduccion de los movimientos o ausencia de ellos (flotacion) se le denomina conducta dé
inmovilidad y se ha p'ropueéto que refleja directamente los niveles de desesperanza los cuales
son evaluados durante la sesion de prueba (5 min). Los antidepresivos administrados sub- o
cronicamente antes de |a prueba reducen la conducta de inmovilidad, un efecto que se
considera antidepresivo (Porsolt y cols., 1977; 1992; Borsini y Meli, 1988). Las variables
evaluadas fueron el tiempo de inmovilidad, que refleja directamente los niveles de
desesperanza, asi como la latencia a la primer inmovilidad, es decir, el tiempo transcurrido
desde que se coloca a |a rata en el estanque hasta que presenta por primera vez la inmovilidad
. (Contreras y cols., 1995; Espejb y Minano, 1998). Esta uitima variable puede ser considerada
~un indicador del tiempo en que los animales se esfuerzan por nadar antes de abatirse ante una
situacion que les provoca estrés. En consecuencia, un antidepreéivo disminuye el tiempo de

inmovilidad a la vez que incrementa la latencia a |a primer inmovilidad.

De acuerdo con los autores de este modeio'(Porsolt y cols., 1977; Porsolt y Lenegre,
1992), durante la pre-prueba los animales aprenden qﬁe no pueden- escapar del estanque y
gradualmente dejan de luchar. La consecuencia es un estado de “desesperanza” (“behavioral
despair’) semejante al presentado por humanos sometidos a estrés continuo, por lo qhe se
propuso a la prueba dé nado como un modelo de depresion. Algunos autores han cuestionado
la validez de apariencia (vide supra) de este modelo, argumentando que el aumento de la
inmovilidad se debe a factores distintos de los de un estado depresivo, tales como alteraciones
motoras o estrategias de ahorro de enérgia (De Pablo y colls., 1989; West, 1990). Sin embargo,
existen suficientes argumentos para asegurar que la prueba de nado induce un estado de

desesperanza generado por la aplicacion de un evento estresante e inescapable. Borsini y cols.
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(1989) demostraron ~que la sesion de pre-prueba es necesaria para el desarrollo de la
inmovilidad. La pre-prueba puede ser sustituida por la aplicacién de otros estresores que _
producen el mismo efecto en cuanto a la inmovilidad, taies como cambios en la temperatura
ambiente o en el fotoperiodo, festriccién de espacio y privacion de alimento, entre otros (Borsini
y cols., 1989). La relacién entfe la ansiedad y la depresién también puede ser abordada en este
paradigma, dado que la pre-prueba genera ansiedad y predispone al auméntq de la inmovilidad.
Asi, la administracion de diacepam antes de la pre-prueba impide el aumento de la conducta de
inmovilidad (Borsini y cols., 1989), Iq cual tiene relacién con la idea de que la ansiedad es un

antecedente importante de la depresion en algunos induviduos.

Kirby y cols..l(1995) han demostrado que el nado forzado incrementa los niveles de
corticosterona plasmatica. La analogia con el ser humano es un punto a favor del modelo, dade
que los sujetos deprimidos sufren una disfuncion del eje hipotélamo-hipéﬁsis-adr_enal.' Tal
alteraciéon se pone en evidencia después de la | administracion de dexametasona, un
corticosteroide sintético, ya que en un individuo sano la aplicacion de este esteroide provoca la
supresiéon de cortisol en tanto que'en un paciente deprimido fal respuesta no se presenta (Lépez
y cols., 1998). Los resultados de' Kirby y cols. (1987b) confirman que la pfe-prueba induce
hiperactividad del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal en la rata, y tal hiperactividad es revertida pbr
el tratamiento antidepresivo de fluoxetina. Otrps hallazges apoyan a la prueba de nado como
modelo de depresion. Se ha encontrado que la pre-prueba modifica diferencialmente las
concentraciones de 5-HT en algunas regiones cerebrales, provocando, por ejemplo, aumento
del contenide de 5-HT en el nicleo estriade y disminucion en el nicleo septal lateral (Kirby y
cols., 1995, 1997a; 1997h; 1998). Estas estructuras participan en [a regulacion de dos funciones
involucradas en la prueba de nado: la rﬁotricidad y las emociones (Yadin y Thomas, 1981;
1996). Otro argumento a favor de |a prueba de nado como modelo de depresion es su

selectividad alta por los antidepresivos, asi como la produccién escasa de falsos positivos. De
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estos Ultimos, un ejemplo clasico son las anfetaminas (estimulantes), las cuales reducen la
inmovilidad en la prueba de nado, pero a expensas de un aumento de la actividad motriz, un

efecto que no se produce con los antidepresivos (Borsini y Meli, 1988).

1.4.2 Modelos animales de ansiedad -

Los modelos de ansiedad se basan en la capacidad de los animales para resp;:mder con
reacciones de temor ante estimulos que reconocen como ajenos y potencialmente peligrosos.
Estas reacciones de miedo pueden ser cuantificables, pl;oporcionando asi informacion acerca
de los nive_les de ansiedad alcénzados por el animal, asi como de la respuesta ante el
tratamiento ansiolitico (Treit, 1994). Los modelos animales de ansiedad han sido clasificados de
acuerdo al procedimiento utilizado para inducir la reaccién de temor, en modelos condicionados
y no condicionados. Los modelos condicionados utilizan manipulaciones instrumentales de
aprendizaje aversivo, tales como la supresién condicionada, la evitacién activa y el castigo

(apéndice V). Por el contrario, los modelos de ansiedad no condicionada aprovechan las
conductas esponténéas presentadas por los animales ante estimulos naturalmente
desagradables para ellos, como la luz brillante, los;. espacios abiertos y los conespecificos

extranos (Treit, 1994). -

Dada la ventaja que confiere utilizar el repertorio conductual de cada especie sin la
intervencién de manipulaciones; instrumentales de_ larga dura‘cién, para la presente inQestigacién
se utilizaron dos modeios de ansiedad no condicionada: el laberinto elevado en cruz o laberinto
de brazos elevados (Pel!ow y cols., 1985) y la prueba de enterramiento defensivo (Pinel y Treit,
1978; Pinel y cols., 1980). El laberinto elevado en cruz es un dispositivo fo'rmado-por 4 brazos
de madéra o plexiglass, colocados.en forma de cruz sobre una plataforma elevada; dos brazos
tienen paredes en tanto que los dos restantes carecen de ellas. La induccién de la ansiedad se

basa en el temor natural de los roedores a los espacios abiertos, de tal forma que un animal sin

13



tratamiento ansiolitico permanecera mas tiempo en los brazos cerfados que én los abiertos. El
efecto ansiolitico se mide por el aumento en el tiempo de permanencia en los brazos abiertos,
un efecto claramenté observado después del tratamiento con benzddiacepinas (Pellow y cois.,
'1985). Una ventaja adicional de este modelo es su sensibilidad a algunas variaciones
fisiolégicas, por ejemplo, se han determinado diferencias en los niveles de ansiedad entre ratas

hembras intactas y lactantes (Bitran y cols., 1991a, 1991b).

El modelo de la conducta defensiva de enterramiento explota una conducta innata de los
roedores, que surge ante la presencia de un estimulo aversivo. En este modelo, los animales se
introducen en una caja de acﬁlico, cuyo piso esté cubierto por una capa de aserrin fino. Una de
las paredes de la caja tiene adherido un electrodo que permite‘apli.car choques eléctricos
constantes, de baja intensidad (0.3 mA). Cuando los animales reciben uno 6 mas choques,
cubren e] electrodo con el aserrin. El tiempeo invertido en la conducta de enterramiento es
indicativo de los niveles de ansiedad (Treit y cols., 1982), en tanto que la latencia de .
enterraniiento revela la reactividad o la capacidad de respuesta de los animales (Rodriguez-
Manzo y cols., 1999). Un ansiolitico 6ptimo es aquel que reduce la conducta de enterramiento '
sin modificar la latencia o reactividad, un efecto obtenido con dosis de 1-2 mg/kg de diazepam
(Treit y cois., 1982; Treit, 1990). Este modelo también detecta efectos sedantes, como sucede
- con dosis mayores (mas de 3'mg/kg) de diazepam, o efectos ansiogénicos, lo cual se evidencia’
por el incremento de la conducta de enterramiento (Treit, 1990). Las diferencias entre el
estimulo inductor de |la ansiedad en el laberinto de brazos elevados con réspecto al del
enterramfen’to defensivo permiten distinguir el efecto de diferentes compuestos ansioliticos. Por
ejemplo, las benzodiacepinas reducen la ansiedad en ambos modelos, en tanto que los
agonistas al receptor 5-HT 44 son efectivos en el modelo de enterramiento defensivo y carecen

de efecto o incluso generan ansiedad en el laberinto elevado en cruz (Handley, 1991).
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Se ha descrito que la gama de conductas exhibidas por los animales en el paradigma de
la conducta de enterramiento se relaciona con factores como la intensidad del choque y la altura
de la cama de aserrin. Un choque eléctrico de intensidad mayor a 3.0 mA inhibe la exploracion
e ihduce la conducta de congelamiento (‘freezing”), obstaculizando asi la expresiéon de la
conducta de enterramiento. De la misma manera, la reduccion de la aitura de la cama de
aserrin o su ausencia genera reaccion de ‘congelamiento. En nuestro modelo, la cama de
aserrin tuvo una aitura considerable (aproximadamente 5 cm) y los animales recibieron chogues
gléctricos de baja intensidad lo que favorecid el despliegue o6ptimo de la c_:onducté de

enterramiento.
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CAPITULO I

2.1 Trastornos emocionales y sistemas de neuromodulacion

En 1965, Schidkraut encontrd. que la administracion de reserpina, un farmaco que
depleta las reservas de monoaminas cerebrales, provoca un estado de &nimo deprimido en
pacientes susceptibles. Con base en este hecho, propuso que la depresi_én se origina por una
baja disponibilidad de las arhinas cerebrales, principalmente NA, DA y 5-HT (Schildkraut, 1995).
Esta hipdtesis fue sostenida por el descubrimiento de las propiedades antidepresivas de la
iproniazida (1951, vide supra), un medicamento que incrementa la disponibilidad de estas
aminas (tomado de. Blier y de Mohtigny, 1997). Tales hallazgos dieron la pauta para la
investigacion del papel de los neurotransmisores en las enfermedades mentales. La etioiogia de
.Ios trastornos afectivos y de la ansiedad se ‘ha‘ relacionado con la perturbacién del
funcionamiento de una gran cantidad de nedromodu_ladores tales como los transmisores
clasicos NA, 5-HT, DA y GABA (Duman y cols.,, 1997), alguhos péptidos como las
coleéistoquininas (CCK, paré el céso particular de la ansiedad), la hormona liberadora de
corticotropina (CRH, Arborelius y cols., 1999; Curtis y Valentino, 1994; Lépez y cols., 1998), la
hormona liberadora de tirotropina (TRH)‘ asi como Iaé hormonas esteroides estrogenos y

progesterona (Freeman y cols., 1993; Halbreich y cols., 1995; Stahl, 1998b).

2.2 L a serotonina en la depresion y la ansiedad

Los estudios clinicos han revelado que existe una alteracion del sistema serotonérgico
en los individuos que padecen algunas enfermedades psiquidtricas, entre ellas la depresion y la
ansiedad. Esto ha sido propuesto tomando en cuenta que algunos pacientes deprimidos tienen
niveles bajos de 5-HT y de su metabolito principal, el acido 5-hidroxiindol acético (Zangen y
cols., 1997; Musselman y cols., 1998). Mediante la investigacion en animalés se ha demostrado

que las aiteraciones mas relevantes en la depresion estan relacionadas con cambios en
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algunos receptores serotonérgicos (Redrobe y cols., 1996; Schreiber y de Vry, 1993). Los
receptores 5-HTya se encuentran ubicados tanto en la pre- como en la post-sindpsis.
Presinapticamente se encuentran en los somas y las dendritas de las neuronas de los nticleos
dorsal y medial del rafe. Estos nlcleos se localizan en el tallo cerebral y constituyen el principal
reservorio de 5-HT. La funcién de estos autorreceptores es el control de [a neurotransmisiéon
serotonérgica a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa (Blier y de Montigny,
1997). Por otro lado, la activacion de los receptores 5-HTa post—sinépticos provoca la inhibicién
del disparo neuronal de las estructuras limbicas, tales como |a corteza cerebral, el hipocampo,
algunas areas hipotélémicas y los nucleos septales (Blier y de Montigny, 1997; 1998). Otros
estudios farmacologicos revelaron que la aplicacion crénica de agonistas 5-HTya produce la
desensibilizacion de los autorreceptores e incrementa la funcién de los receptores post-
sinapticos 5-HT4a. En linea con estas evidencias, el tratamiento a largo plazo con antidepresivos
triciciclicos (imipramina y clorimipramina) mejora la neurotransmision serotonérgica mediante el
aumento de la sensibilidad de los receptores 5-HT,a post-sindpticos (Chaput y cols., 1991; Blier
y de Montigny, 1997; 1998) y la regulacién a la baja de los receptores 5HT; post-sinapticos
(Stahl, 1998a; 2000).

Enlos mode;os animales de ahsiedad, los agonistas del receptor 5-HT 4 tales como la 8-
hidroxi-di-(propil-amino).tetralina (8-OH-DPAT), la ipsapirona y la buspirona, producen ansiolisis
en roedores (ratas o ratones) por estimuiacic')n de los receptores pre- y post-sinapticos
(Ferndndez-Guasti y cols., 1992, Lépez-Rubalcava, 1996; Schreiber y de Vry, 1993),
dependiendo del modelo animal utilizado y de la especie de roeddr (Ferhéndez-Guasti y cols.,
1992; Lopez-Rubalcava, 1996). Asi mismo, la ketanserina y la ritanserina, dos antagonistas 5-
HT,, reducen la ansiedéd en roedores (Diaz-Véliz y cols., 1997, Schreiber y de Vry, 1993). En
términos generales, podemos decir que tahto los receptores 5-HT4a como los 5-HTg y 5-HT;

participan en las diferentes respuestas asociadas a la ansiedad y la depresién.
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2.3. Las catecolaminas én la depre&ién ¥ la ansiedad

La hipétesis catecolaminérgica de |a depresion fue establecida desde 1965 por Joseph
Schildkraut, quien, junto con sus colegas, propuso que algunos tipos de depresion son
originados por ila disminucién de las monoaminas cerebrales, la NA, la DA y la 5-HT (vide
supra), en la sinapsis (Schildkraut, 1965; Musselman y cols., 1998).. Esta hipdtesis dio la pauta
para realizar estudios que evidencia_ln lo siguiente: a) algunos pacientes deprimidos tienen una
sensibilidad baja de los receptores a2-adrenérgicos, medido por la liberacién de cortisol ante la
administracién de desmetilimipramina (Stone y Quartermin, 1999); b) existe una disminucion de
la actividad del AMP ciclico en respuesta a agonistas B-adrenérgicos, asi como en los
receptores a2-adrenérgicos en plaquetas (Charney y cols., 1998); c) la respuesta antidepresiva
provocada por los inhibidores selectivos de la recaptura de NA (por ejemplo, reboxétiﬁa) no se
produce si ia NA es depletada (Miller v cols., 1996); d) existe un aumento del nliimero de
receptores (-adrenergicos en la corteza cerebral de victimas suicidas (Chamey y cols., 1994).
Como puede observarse, en la depresion existen alteraciones de los diferentes componentes
del sistema noradrenérgico; sin embargo, otros sistemas de neurotransmision también forman
parte de la etiologia de este desorden complejo (vide infra). Sumado a lo anterior se encuentra
el hecho de que la depresion no es consecuencia dnica de la disminucion de las monoaminas
sino de cambios a nivel de receptores y de segundos mensajeros. Considerando esto, Duman y
cols. (1997) han desarrollado otra hipétesis que involucra a otros componentes_sinéptico's,
unificando, de esta rhanera, la participacién tanto de las catecolaminas como de la 5-HT en la
depresién. Los autores proponen que el tratamiento de largo plazo con antidepresivos triciclicos
e inhibidores de la recaptura de 5-HT produce un incremento de la disponibilidad de
neurotrénsmisores en la sinapsis, lo que a su vez, genera la - activacion sostenida del 3',5'-
monofosfato de adenosina ciclico (AMP ciclic_;o) en algunas regiones cerebrales, entre las que

destaca el hipocampo (Nibuya y cols., 1995). A este evento se suceden el aumento de un factor
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de transcripcion llamado CREB ('cAMP-response element binding protein’), lo cual se logra
mediante mécanismos diferentes que dependen de los receptores estimulados: un mecanismo
conlleva la activacién de prbteinas cinasés dependientes del AMP ciclico, en tanto que un
segundo mecanismo es regulado por cinasas dependientes de Ca"™. La activacion e incremento
del CREB .lleva a la regulaciébn de genes blahco especificos como el Factor Neurotréfico
derivado del Cerebro, un miembro de la familia de los factores de crecimiento neural, que
interviene en ia sobrevivencia de las neuronas serotonérgicas y.noradrenérg.icas (Duman y
cols., 1997; Nibuya y cols., 1995). Un punto a favor de esta 'hipétesis es que la administracién
de largo plazo de antidepresivos, que tienen como blanco inicial a los sistemas de la 5-HT o la
NA, induce ia funcion y expresion del CREB en el hipocampo de la rata (Conti y cols., 2002;
Nibuya y cols., 1996), lo que ocurre en un periodo que es equiparable con la latencia de efectos
terapéuticos producidos por los antidepresivos. Otro hallazgo interesante es que el estrés
provoca la disminucion de la expresion del Factor Neurotréfico derivado del Cerebro en el
hipocampo (Smith y cols., 1995) y que la administracién intracerebral de esta neurotrofina
produce acciones antidepresivas en dos modeios animales de depresion (Siuciak y cols., 1997,
Shirayarﬁa y cols.,, 2002). Por ello, Duman y cols. (1997) proponen que el estrés y la '
hiperactividad del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal cauéan la atrofia y la muerte de las neuronas
en las estructuras cerebrales in;lolucradas_ en la depresion, lo que es revertido por accion de Ios-

tratamientos antidepresivos.

Por otra parte, la relacién de las catecolaminas con la ansiedad queda de manifiesto por
lo siguiente: a) la presencia de estimulos generadores de ansiedad provocan !a liberacion de
adrenalina y NA en humanos (Lépez y cols,, 1998} y en animales (_Curtis y Valentino, 1994); b)
algunos pacientes ansiosos tienen bajos niveles de NA y de su metabolito, el 3-metoxi-4-
hidroxifenilglicol, en el plasma, la orina y el liquido cefalorraquideo (Chamey y cols., 1998); ‘c) la

ansiedad es abatida con antidepresivos triciclicos que inhiben la recaptura de NA, como la
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desmetilimipramina (Lydiard y cols., 1993, McDougle y cols., 1993). Ademas de las evidencias
antes mencionadas, se ha considerado que el estrés es un factor crucial en |a etiologia tanto de
la ansiedad como de la depresidon. Mediante la investigacion en animales se han podido
~ estudiar los mecanismos de respuesta al estrés, principalmente la funcion de la NA y su
asociacion con el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal. La aplicacién aguda de estresores o de
eventos generadores de temor (ruidb, restriccién de espacio o la confrontacion con
depredadores) provoca el aumento de la frecuencia de disparo del /focus coerulfeus (Charnéy,
1994), un nucleo formado por los somas de neuronas noradrenérgicas ubicadas en el tallo

cerebral. Estos estresores también incrementan el uso de la NA en el cerebro de la rata, un
evento que se acompana del aumento de la sintesis del neurotransmisor. Si el estresor es
_inescapable, la utilizacion de NA y DA se elevafé hasta el agotamiento de las reservas
{Anisman y éois., 1991), lo cual explica los bajos niveles de estos neurotransmisores

encontrados en algunos pacientes ansiosos (Charney y cols., 1994).

Se ha propuesto que la presencia de un estresor durante un tiempo prolongado lleva a la
adaptacion del organismo y provoba el equilibrio entre la sintesis y la utilizacién de estos
neurotransm.isores, una funcién que aparentemente estad alterada en individuos susceptib!és
(Anisman y cols., 1991). La adaptacién periferica al estrés se lleva a cabo por los
-glucocorticoides, un sistema hormonal que forma parte del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal y
que esta regulado directamente por la NA cerebral. En p‘a.cientes deprimidos, dicho sistema
hormonal esta alterado io cual se demuestra por el hecho de que la administracién de
- dexametasona no suprime la secrecidon de cortisol, como sucede en individuos normales

(Birkinhager y cols., 1995).

Algunos estudios farmacolégicos revelan que los receptores oy-adrenergicos

(autorreceptores) regulan la liberacién de NA y 5-HT; asi, la aplicacion de estresores agudos
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reduce la sensibilidad de estos receptores y genera ansiedad, un efecto que se reproduce con
fa administracion de un antagonista para este receptor, por ejemplo la yohimbina (Chamey y
cols., 1994). La administracién de tratamientos ansioliticos, como las benzodiacepinas, reduce
la actividad del Iocys coeruleus; en tanto que la administracion cronica de antidepresivos
triciclicos, por ejemplo la desmetilimipramina, regula a la baja a los receptores a- y 8-
adrenérgicos, un cambio importante para la produccién dé los efectos ansioliticos y
antidepresi_vos de la desmetilirﬁipramina (Stahl, 1998a). En resumen, tanto la ansiedad como la
depresién involucran alteraciones a diferentes niveles de [os _sistemas noradrenérgico y -
serotonérgico'. Ademas, existen otros moduladores que también estan involucrados en estos

desdrdenes, por ejemplo, el GABA.

2.4. El sistema GABAérgico en la depresién y la ansiedad

El &cido y—aminobutirit:o (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor del sistema
nervioso de los mamiferos. La maybr parte de las terminales nerviosas centrales posee
receptores GABAérgicos, los cuales han sido clasificados en A, By C (Gee y cols., 1988; Jackel
y cols., 1994: Lambert y cols., 1995). Las alteraciones del sistema GABAérgico se han
relacionado con patolo.gias como la epilepsia, la ansiedad y la depresién (Majewska, 1992). La -
participacién del GABA en los trastomos del estado de animo fue propuesta por Emrich en 1980
y sebasdenla obser‘vacién de que el 4cido valproico, un agonista de los receptores GABA,, es
efectivo en el tratamiento de la depresién. Este hallazgo, en conjunto con la deteccion de los
niveles bajos de GABA en el liquido cefalorraquideo de pacientes deprimidos (Emrich, 1980,
tomado de Petty, 1995) permitieron sugerir gue la depresion eré provocada por una disfuncion
del tono GABAérgico. lLos experimentos llevados a cabo en animales apoyan esta propuesta, ya
‘que se ha demostrado que existen bajos niveles del GABA en animales sometidos ai paradigma
de la desesperanza aprendida (Petty y Sherhan, 1981). Este modelo (Seligman y Beagley,

1975, Seligman y cols., 1975) consiste en estresar a los roedores mediante choques eléctricos
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(en las patas) inevitables e inescapables, lo que posteriormente (24 hrs 6 mas) provoca que los
animales muestren alteraciones en su capacidad para resolver una situacion apremiante. La
sesion de evaluacién (24 hrs 6 mas después del estrés) es conducida en una caja con dos
compartimentos y cuando el animal se coloca en uno de ellos, recibe nuevamente choques, los
cuales puede evitar siempre y cuando cambie de compartimento. Un animal sano escapara al
compartimento donde no recibe choques, en tanto que un animal desesperanzado no lo hara.
Esta ultima conducta se define como desesperanza aprendida y es considerada por los autores
del modelo como un estado andlogo a la depresion padecida por humanos sometidos a estrés
cronico. Por ello, Petty y Sherman (1981, vide supra) propusieron que la desesperanza (en
roedores) y posiblemente la depresioén (en humanos) téngan como origen una disminucién de

los niveles de GABA en el organismo.

El déficit conductual provocado por la desesperanza se revierte (por ejemplo, aumenio
en el numero de escapes) basicamente con anfidepresivos triciclicos, los cuales, se sabe,
producen tal accion farmacolégica‘ mediante un aumento del nimero de receptores GABAg en la
corteza frontal (Lloyd y cols., 1985) asi como por la regulacién a la baja de los receptores -
adrenérgicos (Susdak y Giantusos, 1985). Este efecto antidepresivo' se replica con el
~ tratamiento créonico de progabide, un agonista GABAg (Susdak y Giantusos, 1985), asi‘ corﬁo

con el agonista GABA muscimol (Martin y cols., 1989). De manera semejante, los agonistas
GABA, como el muscimol y valproato de sodio, asi como el alprazolam, un derivado de las
_bénzodiacepinas, producen un efecto antidepresivo en el modelo de nado forzado, lo que

refuerza la idea de la participacion del sistema GABAérgico en la depresién.

En relacion con la ansiedad, la hipotesis de la participacion del GABA esta
fundamentada por el hecho de que el sitio de reconocimiento a las benzodiac_epihas esta

fisicamente asociado al receptor GABA, (Haefely, 1994). Este receptor es un complejo
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pentameérico formade por subunidades de glicoproteinas (a1-6; R1-4; y1-4 y 8) acopladas a un
canal de cloro; ademas tafnbién tiehen sitios de reconocimiento para' benzodiacepinas,
picrotoxina, barbituratos y neurcesteroides que al ser estimulados por sus agonistas modulan al
receptor GABA, (Gee y cols., 1988). Mediante técnicas de registro intraceluiar se ha
demostradq que ias benzodiacepinas aumentan la conductancia al cloro, estimulada por GABA,
como consecuencia del incremento en la frecuencia de apertura del canal de CI". Esto induce un
estado prolongado de hiperpolarizacion membranal, asi como aumento de la inhibicién neuronal
en aquellas estructuras- que poseen receptores GABAérgicos (Haefely, 1994). Tomando en
cuenta esta informacién, la hipotésis GABAérgica de Ié ansiedad plantea que ésta se débe a
una transmision GABAérgica disminui'da, que es revertida mediante el tratamiento con

benzodicepinas.

L.a relacion entre el GABA y otros heurotransmisores es crucial para la regulacion de la
ansiedad. La hiperactividad del sistema noradrenérgic_o genera ansiedad en los humanos y en
otros mamiferos (Lopez y cols., 1998). Tal estado es revertido con antidepresivos, opiaceos y
benzodiacepinas (Charney y cols., 1994). Por otro lado, el efecto ansiolitico producido por un
inhibidor de ia sintésis de la 5-HT (para-clorofenilalanina) es abolide por flumazenil y bicuculina,
antagonistas de los receptores a benzodiacepinas y a GABA,, respectivamente {Ssderpalm vy
Engel, 1988). Ademas, el efecto ansiolitico de algunos agonistas 5-HT4 (buspirbna, ipsapirona -
y 8-OH-DPAT) es blogueado por el flumaz'enil,' en tanto que el diazepam facilita las acciones
ansioliticas de dosis sub-6ptimas de los agonistas 5-HT.4 (Fernadndez-Guasti y Lépez-
Rubalcava, i998). Estos hallazgos indican una relacion funcional (y anatémica) entre el GABA,
la NA y la 5-HT, y que las interacciones entre moduladores regulaﬁ funciones cerebrales que
subyacen a ia ansiedad y a las acciones fafmacolégicas de los compuestos ansioliticos. Cabe
agregar que después de 1985, Majewska y cols (1986; 1987) descubrieron que la progesterona

y otras progestinas modulan la funcién del receptor GABAa-benzodiacepinas (vide infra), un

23



hecho que di la pauta para la investigacion de la participacién de las hormonas esteroides en

la regulacion de la ansiedad y la depresidn.

2.5. Las hormonas esteroides en la depresion y fa ansied::wqr

En 1931, Klein describié una ‘serie de sintomas somaticos y emocionales padecidos por
algunas mujeres en los dias previos a la menstruacién, los cuales remitian después del
sangrado menstrual. Actualmente, dicho trastomo es conocido como Sindrome Premenstrual y
se caracteriza por dolor de cabeza, cambios en el apetito, irritabilidad, ansiedad, labilidad
afectiva e incluso estado de animo deprimido. Varios grupos de investigacion han relacionado
los cambios emocionaies del periodo premenstrual con la disfninucién subita de los niveles
“plasmaticos de estrogenos y progesterona, un eventq enddcrino que trae como consecuencia la
menstruacion (Endicott y Halbreich, 1988; Halbreich y cols., 1986). De manera semejante, la
disminucién plasmatica de estas hormonas en el periodo post-parto y en [a menopausia también
se asocia con los episodios de depresién padecidos por algunas mujeres bajo estas
circunstancias de su vida (Halbreich y cols., 1990;Sichel y cols., 1995). De hecho, se ha
propuesto que los cambios en las emociones y del afecto son consecuencia de un sindrome de -

abstinencia hormonal (Majewska, 1992).

Uno de los tratamientos farmacolégicos para estas patologias es la restitucion hormonal.
Varios autores han reportado que la terapia restituti-va con estrogenos naturales (sintetizados en
el organismo) o sintéticos reduce la depresién en mujeres menopausicas, en paralelo con el
incremento en el ntmero de sitios de unién para imipramina en las plaquetas (Best y cols.,
1992; Halbreich y cols., 1995; Pearce y cols., 1995). En contraste, la mayor parte de los
estudios clinicos en los que se ha evaluado el efecto de la progesterona sobre la depresion y la
ansiedad arrojan resultados negativos (para revisién ver Epperson y cols., 1999). Entre los

positivos, algunos autores han relacionado los sintomas deletéreos del Sindrome Premenstrual
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con los niveles bajos de alopregnanoiona,'el metabolito reducido de fa progesterona, durante fa
fases folicular (Bicikova y cols., 1998) y lutea (Rapkin y cols., 1997). Otros autores rﬁencionan
que la administracion de progesterona en forma de supositorios o de contraceptivos orales
disminuye la depresion y la ansiedad en mujeres que padecen Sindrome Premenstrual (Baker
y cols., 1995; Freeman y cols., 1996). Estas evidencias invitan a seguir explorando las acciones
de la progesterona en mujeres que padecen trastomos afectivos asociados a las fluctuaciones
hormohalés. En este sentido, [as investigaciones llevadas a cabo en animales han
proporcionado informacion acerca del papel de las hormonas ovéricas como moduladores de 1a
comunicacién neuronal y, en consecuencia, de la conducta. Tal funcién se lleva a cabo
mediante su interaccion con los receptores a esteroides‘y a los neuromoduladores involucrados

en la regulacion de la ansiedad y la depresién.

2.5.1. Los estrogenos, la progesterona y sus receptores

Los estrégenos y la progesterona tienen un amplio éspectro de actividad biolégica en el
organismo de los mamiferos, en los cuales regulan el apareamiento, ia reprbduccién y la
agresion, entre otras funciones que permiten la sobrevivencia de la éspecie. En el sistema
nervioso, el estradiol y la progesterona modulan la excitabilidad .neuronal (Brann y cols., 1995;
Majewska, 1992; Smith y cols., 1998b) y cumplen funciones de proteccién. Por ejemplo, el
estradiol tiene actividad anti-apoptética en las neuronas de la sustancia nigra (Sawada y cols.,
2000), en tanto que la progesterona impide la muerte neuronal provocada por traumatismo
experimental (Rott y cols., 1995) y facilita la produccién de la vaina de. mielina (Baulieu y cols.,
1996). Es-tas y otras propiedades han permitido sugerir que ambos esteroides posiblemente

tienen un papel como neuroprotectores ante eventos dafinos.

- En las hembras, el estradiol y la progesterona son sintetizados a partir del colesterol en

los ovarios y la placenta. Las acciones de estas hormonas se producen después de que se
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unen a receptores intracelulares o membranales (Brann y cols., 1995). Ei mecanismo de accion
clasico de las hormonas gonadales involucra el paso de los esteroides hacia el interior de ia
célula mediante un proceso de difusién pasiva. En este compartimento, la hormona se une a los
receptores citoplasmaticos con los cuales forma un complejo molecular que se traslada ai
nucleo y genera cambios en la transcripcion del RNA mensajero, y en consecuencia, en la
sintesis de proteinas (Brann y cols., 1995; Mahesh y cols., 1996). Los efectos de los esteroides
producidos a través de este mecanismo gendmico se producen é largo plazo, es decir, en un
periodo de horas o incluso dias '(McEwen, 1991). Mediante este mecanismo, los estrogenos
promueven la sintesis de nuevas proteinas, entre ellas algunas que _regulan la excitabilidad
neuronal como las enzimas reguladoras de la sintesis de 5-HT y NA (triptofano hidroxilasa y
tirosina hidroxilasa, respectivarﬁente), los receptores a 5-HT (Biegon y cois., 1982; Kendail y

cols., 1981) y a GABA (Canonaco y cols., 1993a; 1993b), entre otras.

| Los receptores intracelulares a estrogenos se encuentran en dos isoformas, la a y la B,
que son cedificadas por genes independientes. La isoforma # es considerada la mas importante
para las acciones de los estrégenos y se expresa en el sistema nervioso central, el sistema
inmune, el tracto urogenital, los rifiones y Ios_‘pulmones (Gustafsson, 1999). Recientemente, los
receptores a estrégenos han sido considerados como factores de transcripciéon que regulan las
acciones de otraé sustancias (Gustafsson, 1999) por ejemplo, de la progesterona. Como es bien
conocido, los estrdgenos inducen la sintesis de los receptores a progesterona (Brann y cols.,
1996; Mahesh y cols., 1995). De manera similar a los eétrégenos, la progesterona se une a dos
diferentes réceptores intracelulares denominados A y B, que son derivados de un solo gen
(Guerra-Araiza y.cols., 2000). En la rata hembra, la fase del ciclo estral influye en {a expresion
ambas isoformas del receptor a progesterona en las estructuras cerebrales. Por ejemplo,
durante el proestro (ver apéndice V) hay un aumento en la isoforma B en el hipotdlamo asi

como una disminucion de estos receptores en el area predptica. Este evento coincide con el
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aumento de los receptores y de la concentracién de estréogenos en el hipotédlamo (Guerra-Araiza

y cols., 2000).

Existe otro mecanismo por medio del cual las hormonas esteroides promueven efectos
inmediatos. En los tejidos excitables, la progesterona y otras progestinas se unen a un sitio de
reconocimiento a neuroesteroides ubicado en los receptores GABA, (Gee y cols., 1988). De
esta forma, la hormona precursora de la progesterona (pregnenolona) actiia como un
modulader negativo del receptor GABA,, en tanto que el metabolito reducido de la progesterona
(alopregnanclona) modula positivamente a este receptor (Lambert y cols., 1995; Mienville y
Vicini, 1989). La progesterona facilita el efecto de hiperpolarizacion neuronal estimulaao por
GABA, ya que aumenta la frecuencia de apertura del canal de cloro (Paul y Purdy, 1992) y se
ha propuesto que este mecanismo es el responsable de las acciones anti-convulsivantes,
sedantes, hipnéticas, analgésicas y ansioliticas de la hormona (Bitran y cols., 1993; 1995; Frye
y Duncan, 1994; Kokate y cols., 1998; Majewska, 1992; Picazo y Femandez-Guasti, 1995;
Rupprecht, 1997). Recapitulando, los estrégenos y la progesterona regulan la actividad
neuronal mediante dos mecanismos de accion, con los cuales generan efectos a corto y largo

plazo en el sistema nervioso central.

2.5.2. Las hormonas ovaricas en modelos animales de depresion y ansiedad

En la ultima década, varios autores han reportado que los cambios hormonales
‘producidos a lo largo del ciclo estral de la rata (apéndice V) intervienen en la regulacién del
estado de alerta y de la ansiedad. Asi, durante la fase del proestro tardio existe una disminucion
espontanea de la ansiedad que no se presenta eh las otras fases del ciclo o0 en las ratas
ovariectomizadas (Fernandez-Guasti y Picazo, 1992). El proestro se caracteriza por las
concentraciones elevadas de estradiol y progesterona (Freeman, 1988), por lo que la ansidlisis

-encontrada .en estos animales parece estar favorecida por este cambio endocrino. Algunos
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experimentos posteriores demostraron que la p‘rogesterona es la hormona crucial en la
ansidlisis encontrada duranté el proestro e inciuso tales experimentos fueron conducidos
utilizando diferentes modelos animaies de ansiedad como la prueba de enterramiento defeﬁsivo
(Férna’ndez-Guasti y Picazo, 1992; 1995), el Iabeﬁnto de brazos elevados (Bitran y cols.,_ 1991a,

1993, Bitran y Dowd, 1998) y los paradigmas de conflicto (Dia;-VéIiz y cols., 1994). Por otro
Igdo, los estrégenos per se no medifican la ansiedad expérimental (Femandez-Guasti y Picazo,
1992; Galeeva and Tuohimaa, 2000) e incluso se sabe que no son necesarios para que la

progesterona produzca sus acciones ansioliticas.

Las variaciones en la ansiedad son detectables en otras etapas'endécrinas, ya que se
~ ha encontrade una disminucion de la ansiedad en ratas en el segundo tercio de la _gestacién
(Picazo y Femandez-Guasti, 1993) y en ratas lactantes (Bitran y cols., 1991a; 1991b). La
gestacion de la rata es de 21 dias y durante los dias 14 a 21 se produce un aumento de fa
concentracion plasmatica y cerebral de la progesterona. Mediante experimentos in vitro tamb_ién
se ha encontrado que del dia 10 al 19 de gestacion se incrementa la concentracion de
esteroides reducidos como l|a alopregnanolona y la tetradihidro-desoxicorticosterona (Concas y
cols., 1998). Dado 'que estas hormonas modulan positivamente al receptor GABA,, 1a a‘nsiélisisr
‘encontrada en las ratas gestantes es atribuible a las acciones de estas hormonas sobre el

sistema GABAérgico.

En contraste con lo reportado para |la ansiedad experimental, el papel de la progesterona
en la depresion ha sido escasamente estudiado. Bernardi y cols. (1989) demostraron qué el
tratamiento con progesterona o estradiol durante 4 dias reduce la inmovlilidad- en ratonas
evaluadas eﬁ la prueba de suspension del rabo. Este efecto fue analogo al encontrado por la
desmetilimipramina (Stéru y cols., 1985), 1o que se traduce en que ambas hormonas tienen

"actividad antidepresiva (Bernérdi y cols., 1989). Recientemente, Molina-Hemandez y cols.
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(2000) encontraron que la progesterona incrementa la capacidad de las ratas para obtener una
recompensa que, generalmente, es alimento. El paradigma utilizado fue el de la respuesta
operante para freduencia baja de reforzamiento (“differential operant responding for low
reinforcement” 0 “DRL72"), que consiste en proporcionar una recompensa cuandd los animales
oprimen una palanca. El palanqueo deberé ocurrir después de 72 segundos de espera por'parte
del animai; si las ratas se apresuran a oprimir la palanca Iés es negada la recompensa. En este
modelo, los antidepresivos clasicos disminuyen la frecuencia de palanqueo y en consecuencia,
aumentan la frecuencia de recompensa. Estos resultados se interpretan como un aumento en la
motivacion para esperar por un evento gratificante (Weiss y Kilts, 1998). Considerando el
fundamento del modelo, se propone que .la progesterona tiene acciones antidepresivas ya que
su efecto es idéntico al de los antidepresivos clasicos, como la clorimipramina (Molina-

Hernandez y cols., 2000).

En relacién con los estrégenos, Rachmann y cols (1998) encontraron que el tratamiento
por 7 dias con benzoato de estradiol (10 pg) reduce la inmovilidad en la prueba de nado
forzado, en paraléio con una reduccién del nimero de‘ nucleos celulares inmunopositivos a cfos
en el giro del cingulo y los nucleos paraventricular y centromedial del hipota_’ﬂmo. Dado que la
prueba de nado forzado es sensible a los antidepre’sivos {Porsolt y cols., 1977) y que las
hormonas ovaricas al parecer tienen propiedades antidepresivas, es posible que este modelo
animal detecte cambios conductuales asociados a las osciiaciohes hormonales propias del ciclo

estral de la rata.

Por otra parte, resulta interesante el hecho de que las hormonas ovaricas modulen el
efecto de algunos farmacos psicoactivos. Fernandez-Guasti y Picazo {1990) encontraron que
las acciones ansioliticas del diacepam son facilitadas durante la fase de proestro en la rata, asi

como por la administracion de progesterona pero no de estradiol. Tomando en cuenta el

29



mecanismo de accidn de fa hormona y el farmaco, el resultado sugiere acciones conjuntaé del
diacepam y de la progesterona sobre el sistema GABAérgico. L.os reportes clinicos sefalan una
interaccion semejahte para- las benzodiacepinas, dado que los efectos farma_colégicos del
triazolam (ansidlisis, sedacién y aumento del deterioro congnitivo) fueron maximos cﬁandb se
administré progesterona de manera conjunta (Yonkers y Chantilis, 1995). En ofro estudio, tal
facilitacién fue correlacionada con concentraciones elevadas de'albpregnanolona plasmatica
(De Wit y Rukstalis, 1997). Si consideramos las desventajas de las benzodiacepinas, como la
tolerancia y la dependencia fisica, una alternativa terapéutica a fomar en cuenta son los
antidepresivos (Nutt y Glue, 1991). Varios reportes clinicos han sugerido una posible interaccion
farmacolégica entre los tratamientos antidepresivos y las hormonas ovaricas, particularmente
los estrogenos, en la regulacién de la depresion (Amstérdam y cols., 1999; Epperson y cols.,
1999; Oppenheim, 1983; Stahl, 1998b). Sin embargo, a la fecha no se han realizado estudios en
animales que aporten informacion mas precisa acerca de la posible.interaccién entre ambos.

compuestos en relacion con la ansiedad.
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CAPITULO it

3.1 Justificacion

.Las hormonas ovaricas, estradiol y progesterona, participan en los cambios del estado
de animo de las mujeres. Algunos trabajos clinicos sefalan que los estrégenos tienen actividad
antidepresiva, sin embargo, existen pocas evidencias acerca de la participacion de la
progesterona en la depresién. Asi mismo, se ha descrito que las hormonas ovaricas modifican
el efecto farmacoldgico de algunos péicof_é\rmacos, aunque a la fecha nd se han realizado
estudios sistematicos que demuestren bajo que condiciones se lleva a cabo tal regulacion

hormona.

3.2 Hipétesis

Las oscilaciones hormonales ovaricas caracteristicas del ciclo estral de la rata modifican
los eféctos ansiolitico y antidepresivo producidos por la desmetilimipramina. Asi, cuando las
concentraciones de estradiol y progesterona estan elevadas se producira un incremento de

estos efectos farmacolégicos generados por el tratamiento con la desmetilimipramina.

3.3. Objetivos
General
Analizar si el estradiol y la progesterona modifican los efectos antidepresivo y ansiolitico

producidos por la desmetilimipramina.

Particulares

1) Exb[orar si las hormonas ovaricas modifican de manefa espontanea la conducta de
inmovilidad en la prueba de nado forzado o el efecto antidepresivo de la desmetilimipramina
evaluado en el mismo modelo.

2) Determinar si la progesterona produce un efecto anti-inmovilidad en la prueba de
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nado forzado.

3) Deﬁnir si !as oscilaciones hormonales ovaricas del ciclb estral ejercen alguna
influencia en el efecto‘ ansiolitico de la desmetilimipramina.

4) Determinar la participacion del estradiol, la progesterona o de su combinacion en el

efecto ansiolitico de la desmetilimipramina.
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CAPITULO IV

Material y Métodos

4.1. Sujetos

Se utilizaron ratas hembras, adultas (3 meses de edad, 250 g de peso), de la cepa
Wistar. Dependiendo de los experimentos, las hembras fueron estudiadas bajo dos condiciones
endocrinas: ovarieCfomizadas o intactas. Estas ultimas fueron asignadas a grupos
independientes de acuerdo a la fa;e del ciclo reproductive, que fue determinada mediante el
método de [a citologia vaginal. Las hembras ovariectomizadas fueron habituadas al contacto
con el expérimentador, con el fin de evitar diferencias en su .respuesta respecto a las ratas

intactas.

4.2. Frotis vaginal

Se toméd una muestra de las células de la vagina de_ la rata con ayuda de un gotero que
contenia dos gotas de NaCl al 0.9 %. La preparacion en fresco se observd al microscopio (10 X)
para detérminar las caracteristicas de las células _epiteliales, asi como la presencia de
leucocitos. Las fases de ciclo se definieron de la siguiente manera (ver Apéndice V). proestro,
caracterizada por un predominio de células epiteliales nucleadas; estro, con p_redominio de

células epiteliales cornificadas; metaestro o diestro |, con células epiteliales cornificadas y

leucocitos; diestro o diestro Il, con predominio de leucocitos (Freeman, 1988). La toma de frotis
se inicié dos semanas antes del inicio de los tratamientos farmacoldgicos, con el fin de registrar

al menos dos ciclos estrales compietos.

4.3. Pruebas conductuales
El efecto de la fase de ciclo, el estradiol, la ‘progesterona y la desmetilimipramina se
evalud en los siguientes modelos animales: la prueba de nado forzado, (Porsolt y cols., 1977);

el laberinto de brazos elevados (Pellow y cols., 1985) y la prueba de enterramiento defensivo
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(Pinel y Treit, 1978).

Prueba de nado forzado

En nuestfos experimentos, la prueba de nado forzado inicidé al introducir a las ra_tas
ilndividualmente en un estanque rectangular (40 X 20 cm de baée X 60 cm de altura) que
contenia agua a 25 + 1 °C. La profundidad del agua debia permitir que los animales toca_ran el
fondo del estanque con las patas y el rabo, por lo que fue necesario determinar la longitud de
cada animal antes de depositarlo en el estanque. En ia pre-prueba, los animaies fueron
sometidos a estas condiciones durante 15 minutos; 24 h mas tarde se cuantificé el tiempb de
inmovilidad, asi como la latencia a la aparicién del primer periodo de inmovilidad.‘ La duracién
de esta ultima sesion fue de 5 min. La disminucion del tiempo de inmovilidad asi como el
incremento de la latencia al primer périodo de inmovilidad se interpretaron como efectos

antidepresivos (Contreras y cols., 1995; Espejo y Minano, 1998).

De manera adicional, se registro la actividad ambulatoria de los animales con el fin de
descartar que los cambios conductuales en la prueba de nado forzado estuvieran asociados a
alteraciones locomotoras. Este registro se llevd a cabo en una caja de acrilico (33 X 44 X 20 cm
) con el piso dividido en cuadros (11 X 11 cm). El parametro evaluado fue el niumereo de cuadros

cruzados en 5 min de registro.

Modelo de conducta defensiva de enferramiento

Antes del registro conductual, las rafas fueron alojadas individualmente, por 72 hrs, en
cajas de acrilico de 27 x 16 x 23 cm; posteriormente, el regiStro se realizé en una caja idéntica a
fa del alojamiento, cuyo piso esta cubierto con una capa de aserrin triturado finamente. Una de
las paredes de la caja tiene adherido un electrodo, que a su vez fue conectado a un
estimulador. Cuando los animales se acercan al electrodo con el fin de explorarlo, reciben uno 6

mas choques a los que responden cubriendo el electrodo con la aserrin (Pinel y Treit, 1978;
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Pinel y cols., 1980). EIl registro tiene una duracién de 10 min y durante éste periodo se
cuantifican a) la conducta de enterramiento, es decir, el tiempo (seg) que los animales invierten
en cubrir el electrodo con el aserrin, durante los 10 min que dura la prueba; esta variable es una
medida directa de ia ansiedad; b) la latencia de enterramiento, que es el tiempo transcurrido
desde que el animal recibe el primer choque hasta que empieza a presentar la conducta de
enterramiento; esta medida l;efleja'la reactividad o tiempo de reaccion de los animales y permite
distinguir el efecto ansiolitico del sedante y, ¢) el nimero de choques eléctricos, una medida
que sirve para descartar posibles efectos analgésicos de los cpmpuestos evaluados. Un
ansiolitico clasico, por ejemplo el diacepam a las dosis de 1-2 mg/kg, reduce el tiempo de

enterramiento, sin modificar la latencia ni el nimero de choques eléctricos.

Para descartar que los tratamientos aplicados afecten la motricidad de los animales, se
registro la actividad ambulatoria de éstos en una caja de acrilico (33 X 44 X 20 cm) que fue
colocada sobre una placa sensible (Lafayette Co) conectada a un contador automético. Los
movimientos de los animales detectados por el dispositivo fueron expresados como nimero de

cuentas por 10 min de registro (No. cuentas/10 min).

Laberinto elevado en cruz

El laberinto de brazos elevados (Pellow y cols., 1985) es un diqusitivo formado por 4
brazos (50 X 10 cm, bada uno), los cuales estan colocadds en forma de cruz, scbre una
plataforma elevada a 50 ¢cm de la base. Dos brazos estan cerrados por paredes (20 cm de
altura) mientras que los otros dos carecen de proteccién. Una vez colocados en el abarato, los
animales exploran brevemente el dispositivo hasta que se ubican en los brazos cerrrados, es
decir, en Ié parte que ofrece mayor proteccién. El tratamiento con benzodiacepinas permite que
los animales permanezcan mas tiempo en los brazos abiertos, lo cual se interpreta como un

efecto ansiolitico. Otro parametro evaluado es el numero de veces que el animal cruza de un
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brazo a otro, esta medida refleja la actividad motriz de los animales, |a cual no debe disminuir

por efecto del ansiolitico (Pellow y cols., 1985).

4.4, Estadistica

Los resultados obtenidos fueron analizados usando las pruebas estadisticas ANOVA de
- una via para grupos independientes, ANOVA de dos vias para grupos independientes y ANOVA
de una via para.'medidas repetidas. Las pruebas post ﬁoc utilizadaé fueroh Dunnet, Dunn y
Student Newman Keuls, las cuales fueron aplicadas sélo en caso de ser halladas diferencias

significativas de al menos p< 0.05 en los ANOVAS.
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Abstract

Contreras Cartos M., Lucia Martinez-Mota and Margarita Saavedra: Desipramine Restricts
Estral Cycle Oscillations in Swimming. Prog. Neuro-Psychopharmacol. & Biol. Psychiat.
1998, 22. pp. 1121-1128. © 1998 Elsevier Science Inc.

1. Desipramine (DM} is a tricyclic antidepressant which reduces the immobility in rats forced
to swim; however, it is unknown whether estral cycle phases impinge on DMI actions on
immobility in daily swimming tesis during several weeks.

2. In female wistar rats, vaginal smears taken before testing defined four estral phases.
Afterwards, the authors assessed the latency for the first period of immobility in five-min
forced swim tests practiced cn 21-day DMI (DM group), 21-day washout safine given afier
a 21-day DMI treatment (washout-saline group), or non-treated rats (contro! group).

3. We observed a longer latency for the first period of immobility in proestrus-estrus from the
control and washout-saline groups. The 21-day treatment with DMt {2.1 ma/kg i.p.. once a
day) significantly {p < £.001) increased the latency by about 160% from control regardless

of the estral cycle phase.
*

4. It is concluded that proestrus-estrus relates to increased struggling behavior, DMI
enhances struggling behavior independently of hormonal state.

Key words: antidepressants, depression-moduiation, desipramine, estral cycle, forced-swim,

Abbreviations: desipramine (DMI).

Introduction

Desipramine {DMI} is a tricyclic antidepressant which, locally applied on the dorsal

hippocampus (Kostowsky, 1985} or injected by systemic route, reduces immobility in rats forced to
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swim (Danysz et al., 1988: Cervo and Samanin, 1987), a test suitable for assaying the potency of

antidepressant drugs (Porsoit et al., 1977; Porsolt and Lenégre, 1992, Borsini and Meli, 1988),

The action of some drugs is related to the estral cycle; for instance, the reduction of anxiety,
as measured by the burying behavior test, is reduced by scme 5-HT1A receptor agonists, a
pharmacoiogical action that improves in proestrus (Femandez-Guasti and Picazo, 1980). It-is
uncommon to find differences in immobility in the forced swim test related to any estral cycle
phase {Alense et al,, 1991) when the animals are tested once; however, it is unknown whether
the action of DMI cn the repetitive swimming test is modified in any given estral cycie phase. In
fact, .DMI interacts among other membranal receptors, with the GABAa
receptor/benzediazepine/chioride ionophore complex (Fernandez-Teruel et al., 1990), the same
receptor for which progesterone exerts its membranal actions (Majewska, 1992, Robel and
Baulieu, 1994). The action of DMI on adrencceptors is likely to be modulated by endogenous
substrates such as estradiol {Heal et al., 1988} and triicdothyronine (Heal et al., 1987),
reinforcing the possibility of interactions of DMI with estral cycle phases. In consequence. the
authors tested the long-term DMI action on rats swimming daily for 21 days after the estral cycle

phase had been determined through the microscopic examination of vaginal smears.

Material and Methods
Animals

This study included young female wistar rats (8G days, 200-250 gr} maintained in housing
facililies, 6 to a cage, with an artificial light-darkness cycle of 12:12 brs (light ON at 7:.00 a.m.},

at a mean temperature of 25 °G (+ 1), and ad /ib access to water and food.

Expermental Design

Vaginal smears taken five minutes before the behavioral tests defined four estral cycle phases
(estrus, proestrus, metestrus and diestrus). The first experimental (n=6) group received a 21-day
DMI treatment (2.14 mg/kg, dissolved in 0.12 ml saline; i.p. once a day). The second group
(n=6) having been tested during the post-DMI washout saline treaiment underwent an identical

treatment with DMI followed by a 21-day washout-saline tweatment. A control group (n=6)
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consisted of rats matched according to age and submitted to similar handling and procedures during
six weeks, except for injections. In all groups. the behavioral tests were apptied once a day, seven-

days-a-week, between 10:00 a.m. and 1:00 p.m., 120 min after DMI or washout-saline injections.
Behavioral Tests

In order to assess any influence of locomotor activity on the swimming test, a 5-min video-
taped open-field test preceded the 5-min video-taped swimming test. The apparatus consisted
of a rectanguiar pocl (30 X 50 X 80 cmy} filled with warm water (25 °C) to a level of 18-21 cm.
After each forced swim session, the rats were dried in a wam (30 £ 1 °C) chamber. Two
observers reviewed the video-tapes and assumed immobility when the rat touched the. bottom
of the pool with oﬁe paw pius the tail, or with twe paws, thereby measuring the latency for the

first period of immobility.

Analysis of Data

Data were analyzed through the two-way ANOVA test and subseguently by the Newman-
Keuls' test when a reliable p < 0.05. Resulls are expressed as mean & SEM. The analysis
comprised three weeks of testing the treatments applied to the control, DMI and washout-saline
groups. Lastly, well documented differences in hormanai levels throughout the estral cycle in
the rat (Feder, 1881; Freeman, 1988) aliowed grouping of estral cycle phases in proestrus-

estrus and metestrus-diestrus.

Results

The overall effect of daily swimming on the control group consisted of a significant sustained
decrease in crossing in the open-field test (p < 0.05), and a pregressively increased latency for
the first period of immaebility (p < 0.01}. DMI largely reduced locomotor activity in DMI-treated

and washout-saline groups, as compared to the control group (p < 0.001).

DM} increased the latency for the first period of immobility (p < 0.031) in comparison to both

the control-group and the washout-saline group (Fig 1), but DM did not affect estral cyclicity.
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Fig 1. The latency for the first period of immobility increased regarless of estral cycle during the
treatment with desipramine (OMY), but during the washout safine treatment (P-DMI) the latency

returned to that observed in the controf group (CTRL).

In the control group tested daily during 21 days and in the 21-day washout-saline group, the
latency to the first period of immobility appeared greater in proestrus-estrus as compared to
metestrus-diestrus (p < 0.05). These differences related to the esiral cycle disappeared in the
DMI-treated group (Fig. 2). Therefore, the main effect of DMI consisted of a significantly
increased latency for the first period of immobility (p < 0.001), independently of the estral

phase.

300 -
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Fig 2. The latency to the first period of immobiiity increased in proestrus-estrus (dashed bars)
as compared to metestrus-diestrus (open bars), in the controf and washout-saline groups. OM!
treatment increased latency regardiess of estral cycle phases.
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Discussion

Even though that hormonal levels were not assesed, there is note worthing evidence for
assume that proestrus-estrus in concurrent with high fevels of estradicl and progesterone
(Feder, 1981; Freeman, 1888}, therefore these two estral cycle fases were considered together.
The most relevant findings in the present paper may be summarized as follows: the enlarged
latency to the first period of immobifity observed in proeétrus-estrus irn the control and washout-
saline groups vanished in the DMi-treated group, instead. DMI increased the latency for

immobifity, although it lowered locomotor activity, regardless of the estral cycle phases.

DM Action

DML produced a significant decrease in crossing in the 5-min open field test. This finding is in
agreement with other study (Wieland and Lucki, 1920). The contribution of the present study
consisted on the observation that the effects of DML on crassing appeared during 21 days of

treatment and continually decreased after the treatment was discontinued for 21 days.

in the control group, daily testing during six weeks produced a progressively lowered
locomotor activity as well as a decreased immability in the forced swim test. Repetitive injection
may be discarded as influencing immaobility {Hilakivi-Clarke, 1992); however, the latency for the
first pericd of immobility in the control group proved to be similar to that chserved in the
washout-saline group, even though this group underwent a six-week period of injections and a
three-week period of behavioral testing, which suggests that DMI treatment modified the

progression of habituation to the test.

An Adaptive Response

Commonly, the forced swim te;[ is applied only once 24 h after a 15-min habituation session. In
the test session at least three patterns of behavior are observed. In the first, the rats vigorously
move from one side of the pool to the other, and occasionalty submerge. In the second pattern, the
rats keep afloat by making only minimal movements. In the third, they exiend their body until they
touch the bottorn with the two legs or one leg plus the tail, mainaining a resting position (Porsolt
et al,, 1977}, The third pattern may be considered as an adaptive response which only partially
solves the problem and is different from the other two patterns of behavior (Hawkins et a].-, 1978:

West, 1990). We used precisely this pattern to evaluate immobility and although this adaptive
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response may be considered as despaired behavior, its measurement could be useful for testing
animals several times, since it uncovered some differences related to the estral cycle phase in their

effort (o solve an unsolvable problem.

Increased Struggling 3 .

Present results indicate that the animals, after being overtrained, selected a more useful
strategy than simply keeping themseives safe by touching the bottom of the pool. An aftempt at
increased swimming arose, which was possibly related to hormonal levels of estradiol and
progesterone during proestrus-estrus (Freeman, 1988; Feder, 1981} in the control (non-treated)
and the washout-saline groups. In the present study, the rats were submifted {0 the stress
represented by daily swimming, but it is hard to assume that DMI eventually reducad immobility.
It is more acceptable to suppose that, regardiess of the hormonal state, DM] increased

struggling to higher levels than thcse observed in the absence of treatment.

Conclusion

After repeated exposure to the swimming test, the rats increase their latency for an adaptive
response consisting on touching the bottom of the pool, which aliows them fo maintain
themselves with a minimum of effor. The latency for this adaptive response appears
spentaneously increased in proestrus-estrus. The DMI long-term treatment detains this adaptive
behavior regardless of the estrai cycle phase; instead, an attempt to solve the prablem

develops in the form of an increased struggling behavior.
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Background. Among its behavioral actions, progesterone reduces anxiety in several spe-
cies including humans; however, any antidepressant-like properties remain to be explored.

Methods. In the present study, Wistar rats received injections (i.p.) of progesterone (0.20-
3.0 mg/kg) 24 and 2 h before being submitted to the forced swim, a test in which antide-
pressants regularty reduce immobility and exert few or no actions on locomotor activity.
In order to discard the cumulative effects of progesterone and a possible effect from the
repetition of the swimming test, all animals received one of several progesterone doses in
a different sequence following a completely randomized experimental intrasubject design.

Results. Ovariectomy did not modify immobility in the forced swim test as compared to
control tests practiced before surgery. A dose of 0.80 mg/kg strongly reduced the total
time of immobility in forced swim test (p <0.001), but did not modify locomotor activity.
In a drug-free control test applied 1 week after the last injection of progestercne, immobil-
ity returned to the higher values observed in the control tests.

Conclusions. From these results, it is concluded that progesterone may possess some anti-
depressant-like activity. & 1999 IMSS. Published by Elsevier Science Inc.

Key Words: Antidepressants, Depression, Forced swim test, Rat, Progesterone.

Introduction : one produces some anxiclytic actions in both estrogen- (8)
and non-estrogen-primed rats (9,11). However, while some
antidepressant drugs produce anxiolytic effects (12), some
anxiolytics also produce antidepressant actions (13,14).
Progesterone consistently restores immobility to control
values in the tail suspension test in ovariectomized mice
(15); however, the action of progesterone in other tests that
measure the antidepressant activity of drugs more specifi-
cally remains to be explored. ‘

In the present study, we describe the changes that exoge-
nous administration of progesterone elicited in the immobil-
ity measured in rats forced to swim. The validity of this ex-
perimental model in monitoring the potency of antidepressant
drugs has been extensively discussed (16-23), the conclu-
sion being that antidepressants reduce immobility, with few
or no effects on locomotor activity, This is a difterent action
from that exerted by anxiolytics, because these compounds
commonly reduce locomotor activity and increase immobil-
mﬁ reprint requests to: Dr. Caclos M. Contreras. P.O.B. 320, ity in the tor‘ced swim test (16). V\.fe‘, ther.efore, tested the ef-
91000 Xalapa, Veracruz, México, Fax: (+52) (28) 125748, E-mail: crc® fect of ovariectomy and the administration of progesterone
bugs.invest.uv.mx in rats forced to swim.

Progesterone exerts multiple actions on the nervous system,
including a neuroprotective action against cerebral infarct
caused by experimental occlusion of the middle cerebral ar-
tery in rats {1), the promotion of myelination in the central
and peripheral nervous systems (2), and the possession of
anticonvulsant properties (3) through potentiation of the
GABA-evoked CI™ currents (4).

From its striking behavioral actions, the anxiolytic prop-
erties of progesterone have long been recognized in humans
(5-7). Similarly, the exogenous administration of progester-
one in‘estradiol-primed rats reduces anxiety (8). Low levels
of anxiety are concurrent with high levels of circulating
progesterone occurring spontaneously throughout the es-
trous cycle (9) and pregnancy {10). In addition, progester-

0188-0128/99 $—see tront matter. Copyright © 1999 IMSS. Published by Elsevier Science Inc.
PII SO188-0128(99)00024-X
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Materials and Methods

Wistar rats (aged 3 months, weighing 250-300 g} were used
for this study following strict principles of animal care (NIH
publication No. 86-23, revised 1985). The rats were as-
signed to one of two groups, vehicle or progesterone, and
housed 4 to 5 rats per cage at a constant room temperature
(25 £ I°C) under a 12-h light-dark cycle (lights on at 7:00 h)
with water and food freely available. All animals were anes-
thetized with ethylic ether and ovariectomized (OVX) from
a ventral approach. After surgery, the animals were placed
in their home cages for recovery and checked once daily to
avoid any additional discomfort.

In both groups of rats, a 15-min pretest habituation ses-
sion for locomotor activity and forced swim preceded the
experimental sessions by 24 h. The first control test (C1)
was applied | week before ovariectomy, with the majority
of the rats in diestrus (80%); the second test was done 2
weeks after surgery (OVX), and from the third through the
seventh tests, the animals received saline (NaCl 0.9%) and
water-sofuble progesterone (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA). Finally, the eighth test was done 1 week after
the last injection of progesterone or saline (C2). In the ex-
perimental group (z = 9}, each rat underwent once-weekly
i.p. injections of water-soluble progesterone in a volume of
0.10 mL (NaCl 0.9%). Progesterone (0.20, 0.40, 0.80, 1.50
and 3.0 mg/kg) was injected 24 and 2 h before behavioral
testing (between 10:00 and 12:00 h). To discard the cumula-
tive effects of progesterone and a possible effect from the
swimming test repetition, all animals received one of sev-
eral progesterone doses in a different sequence, following a
completely randomized experimental intrasubject design.
The control group (n = 8) underwent 8 once-weekly swim
test sessions. In order to discard a possible influence of
progesterone on locomotor activity impinging on the forced
swim test, the open field test preceded the measurement of
immobility in the forced swim test. The apparatus consisted
of an opaque-Plexiglas box (40 X 30 X 20 cm}. A black
grid divided the floor into 12 equal squares (10 X 10 cm).
The animals were placed in a corner of the apparatus and
the number of times an animal entered a square on four
paws during a 5-min videotaped session was counted by
two independent observers (any discrepancy implied a re-
analysis of the videotape).

‘Immediately thereafter, the forced swim test was prac-
ticed individually in a glass cage (50 X 30 x 60 cm) con-
taining water (25 = 1°C) at a depth of [9-21 cm, depending
on the head-tail length of each rat. After the swimming ses-
sion, the animals were allowed to recover in a warm, dry
chamber, The 5-min videotaped test sessions took place the next
day until eight weekly experimental sessions were com-
pleted. A rat was judged immobile when it remained float-
ing in the water while making only the necessary move-
ments to keep its head above water. Two observers unaware
of the treatment evaluated the total time of immobility.

Because the data failed to follow a normal distribution,
the results were analyzed from dosage and treatments by the
Friedman test. The Student-Newman-Keuls test was used
when at least p <<0.05 was attained. The results are ex-
pressed as mean * standard error of the mean.

Results

In the open-field test, ovariectomy lowered by 50% the
crossing amount observed in the session practiced before
the surgery (p <<0.05), but progesterone failed to.produce
changes in crossing after ovariectomy even at the highest
dose tested (3.0 mg/kg).

Ovariectomy (OVX) did not produce any significant
change in immobility in the forced swim test. Similarly, the
weekly repetition of the test produced non-significant
changes consisting of some trends to decrease or increase
immobility in the saline-treated group throughout the 8
weeks of study, but in any case these oscillations reached
the criterion of significance.

In the forced swim test, the total mean duration of immo-
bility throughout the study (eight sessions) significantly de-
creased (p <0.05) in the progesterone group (16,4 * [.85
sec) with respect to the saline group (25.3 + 5.55 sec), but
in the analysis of the weekly sessions, a trend toward de-
creased immobility at a dose of 0.40 mg/kg of progesterone
was found. A dose of (.80 mg/kg significantly decreased
immobility {7 <0.001) to less than 30% of that obtained in
the control test practiced after ovariectomy (Figure 1). In
the post-treatment test practiced | week after the last injec-
tion of progesterone, the immobility values (C2, 25.3 =

60—
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Figure 1. Total time in immobility. Progesterone reduced irmmobility from
a dose of 0.80 mg/kg and immobility returned to coatrol values {(C2} |
week after the last injection of progesterone. Open symbols correspond to
saling group and filled symbols to progesterone group.

*p <<0.05 vs. C1, OVX and control group.
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9.44) returned to the values observed in the control test (C1
23.1 = 3.88; OVX 27.0 * 6.23) recorded prior to surgery.

Discussion

In this study, we explored some of the antidepressant-like
action of progesterone by using the forced swim test.
Progesterone shortened the total time spent during immobil-
ity in the forced swim test, but failed to show any significant
action on locomotor activity, thus behaving as an antide-
pressant at the dose tested.

The forced swim test is usually applied twice. The first is
a habituation (pre-test} session, and the second corresponds
to the test session (20,21). In our study, the animals were
forced to swim eight times after the pre-test session. We
may, however, discard any influence of the repetition of the
test on the results based on the following three observations:
(a} the repetition of the test in the saline group did not mod-
ify immobility in a sustained manner; (b) the administration
of progesterone followed a completely randomized design
in which all rats received the same dose of progesterone in a
different sequence; and (c) in the post-treatment test, prac-
ticed after the last injection of progesterone, the values of
immobility returned to those obtained in the first {pre-sur-
_ gery) and second (ovariectomy) control tests.

The results obtained in the present study, in which we
used ovariectomized rats not primed with estradiol, suggest
direct actions of progesterone on the steroid recognition site
in the GABA,, receptor complex (24,25) at a relatively low
systemic dose (0.80 mg/kg), because this amount is higher
than that required to produce sexual receptivity in estradiol-
primed rats (26), but lower than that needed to attenuate the

aggressive behavior induced by estradiol and testosterone -

(27) and that needed to produce a blockade of NMDA re-
ceptors (28). Progesterone reduced immobility in a dose-
dependent fashion, reaching a maximum effect after 0.80
mg/kg, although changes came after the lower dose (0.40
mg/kg). Additionally, the fact that progesterone produced
the aforementioned lowered immobility in rats not primed

with estradiol suggests that this effect is independent of the
activation of intracellular receptors (29), but dependent on:

the mediation of the GABA ,/benzodiazepine/Cl~ channel
receptor complex (30,31}, which is involved in the anxi-
olytic and anticonvulsant actions of this steroid.

The actions of progesterone take place directly by mim-
icking and enhancing the GABA effects through a specific
recognition site of steroids in the GABA ,-benzodiazepine
receptor CI™ channel complex (29,32,33). It is accepted that
progesterone produces mainly inhibitory neuronal actions
by modulating the GABA, receptor (14,34), potentiating
the GABA-induced inhibition of spontaneous firing and
suppressing the glutamate-induced excitation at least in
Purkinje cerebellar neurons (35). Therefore, some anticon-
vulsant drugs such as sodium valproate (36,37) or carba-

mazepine (38) and some GABA transaminase inhibitors (39)
may behave as antidepressants through actions on GABA
receptors.

In conclusion, even though the neuronal actions of the
active metabolites of progesterone were not evaluated (32),
progesterone was observed to reduce immobility in the
forced swim test in rats not primed with estradiol, suggest-
ing an antidepressant-like action of progesterone indepen-
dently of estradiol, probably mediated by actions on
GABA, receptors.
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FERNANDEZ-GUASTI, A., L. MARTINEZ-MOTA, E. ESTRADA-CAMARENA, C. M. CONTRERAS AND
C. LOPEZ-RUBALCAVA. Chronic treatment with desipramine induces an estrous cycle dependent anxiolytic-tike action in
the burying behavior, but not in the elevated plus-maze test. PHARMACOL BIOCHEM BEHAYV 63(1) 13-20, 1999.—The ef-
fect of chronic desipramine (DMI, 2.5 mg/kg X 21-26 days) treatment in female rats in two anxiety paradigms was assessed:
the burying behavior (BB) and the elevated plus-maze (EPM) tests. In the BB test DMI produced a significant decrease in
burying in ovariectomized rats, an effect considered as anxiolytic-like. In cycling females, DMI also reduced the cumulative
- BB most notably in proestrus rats. However, in diestrus rats no anxiolytic-like actions were observed. In addition, DMI in-
creased BB latencies in proestrus and estrus rats. In the EPM test, DMI produced anxiolytic-like actions only in ovariecto-
mized rats, while no significant actions were found in cycling females. Finally, the chronic treatment with DMI produced a
general reduction in the ambulatory behavior of rats in all estrous cycle phases. Results are discussed on the basis of the dif-
“ferences between both anxiety paradigms and the probable relationship between the steroids secreted durmg proestrus and

chronic DMI treatment. © 1999 Elsevier Science Inc.

- Desipramine Burying behavior Elevated plus-maze

Female estrous cycle " Proestrus

SEVERAL compounds that are currently prescribed for vari-
ous forms of depression have as an additional therapeufic
effect the alleviation of anxiety (26,31,32,39,40). Desmeth-
ylimipramine or desipramine (DMI) is one of the tricyclic
antidepressants most commonly used. When administered
-acutely, this compound produces an increased synaptic avail-
ability of norepinephrine, due to reuptake blockade. In addi-
tion, DMI decreases the effectiveness of electrical stimulation
of the locus coeruleus by suppressing the firing of CA; pyra-
midal neurons in the hippocampus through the activation of
alpha-2 adrenoceptors {13). With a chronic treatment, DMI
has additional effects: it decreases the density of beta-adren-

ergic receptors (48), it increases the levels of 5-HT and
dopamine (34), reduces the number of 5-HT, receptors in
frontal cortex (43), and produces a functional upregulation of
5-HT,, receptors (38).

Interestingly, important associations between DMTI and the
GABA, receptor complex have also been established. In
1984, Suranyi-Cadotte et al. (51) found that rats treated for 21
days with desipramine had a marked reduction in the number
of benzodiazepine binding sites in the rat forebrain (52). In
addition, Bouthillier and de Montigny (7) demonstrated that
leng-term, but not acute treatment with DMI, decreases the
response of hippocampal neurons to iontophoretically applied

Requests for reprints should be addressed to Dr. Alonso Ferndndez-Guasti, Seccion de Terapéutica Experimental, Departamento de Farma-
cologia, CINVESTAV, P.O. Box 22026, México 14000 D.F., México. E-mail: fego@cenids.ssa.gob.mx
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flunitrazepam. Consistent with these data, in vitro studies
have shown that DMI and its metabolite wére able to antago-
nize the GABA , receptors (50). As to. DMI's antidepressive
“action, it has been reported that picrotoxin and pentylenetet-
razol are able to synergize DMI's action after chronic and
subchronic treatments (22). Finally, Cannizzaro et al. (10,11)
found that prenatal exposure to diazepam augments the anti-
depressive effect of DMI in adult rats.

In 1990 we demonstrated that the effect of compounds
acting at the GABA-benzodiazepine complex, like diaze-
pam, varies according to the estrous cycle phases (19). Thus,
in the proestrus, this benzodiazepine produced stronger ac-
tions as compared with other phases like metestrus. This ob-
servation suggested that diazepam might be interacting with
the steroid hormones present during the proestrus phase,
most likely progesterone. The anxiclytic-like action of proges-
terone has been proposed since 1940 and confirmed by sev-
eral authors, either by exogenous hormone administration
(20,46) or by selecting endocrine phases characterized by high
levels of this steroid such as the late proestrus (3,20) or mid-
pregnancy (2,45). Furthermore, it has been shown that the
anxiolytic-like action of progesterone or its derivatives de-
pends on the stimulation of the GABA-benzodiazepine sys-
tem (4,21). Interestingly, Martinez-Mota and Contreras (un-
published data) have found more robust antidepressive-like
actions of DMI, in the forced swimming test, in proestrus fe-
males compared to the other estrous cycle phases. These ac-
tions were seen after a chronic 21-day treatment with DMI 2.5
mg/kg. This treatment schedule has been found to increase
the discharge frequency of neurons in the lateral septum (42),
an area commonly related to the modulation of anxiety (28).

As previously mentioned, DMI has been reported to pos-
ses anxiolytic-like actions in some animal models of anxiety
(5,33,41,52). It is important to note that chronic treatments
are necessary in order to observe these effects (52). Moreover,
DMI and other tricyclic antidepressants are capable of produc-
ing both anxiogenic and anxiolytic actions, depending mainly
on the treatment schedule used, i.e., acute vs. chromnic (5,44).

In the present study, we analyze if chronic treatment with
DMI produces anxiolytic-like actions in female rats tested in
two behavioral paradigms of anxiety: the burying behavior

{BB), and the elevated plus-maze (EPM) tests. These para-

digms were selected on the bases of their advantages to reveal
anxiolytic-like effects under various pharmacological (24,47,
53,54) and physiological conditions (3,17,20,45). We also de-
cided to establish if the anxiolytic-like actions of DMI vary,
depending on the estrous cycle phase. To be able to assess
possible motor alterations, a general ambulatory behavior test
was included.

METHODS
Animals

Adult female Wistar rats (180-200 g b.wt.) were used in
this study. All animals were individually housed in a room un-
-der inverted and controlled light:dark cycle conditions (lights
on at 2200-1000 hs). Animals had ad libitum access to water
and Purina rat chow throughout the experiments.

Procedure

All behavioral tests were performed during the dark phase
of the circadian cycle. Animals were tested first in the BB par-
adigm at least 1 h after the onset of darkness. Four hours after

‘the BB, the EPM test was run.

FERNANDEZ-GUASTI ET AL.

Anxiety Tests

Burying behavior (BB) test. The BB test has been previ-
ously described in detail (54). Briefly, for this test a cage mea-
suring 27 X 16 X 23 cm, the same dimensions as those of the
home cages, was employed. The experimental cage contained
an electrified prod (7 cm long) that emerges from one of its
walls 2 cm above the bedding material consisting of fine saw-
dust, Every time the animal touched the prod it received an
electric shock of 0.3 mA. The source of the shock was a con-
stant current shocker (La Fayette Instruments Co., model
5806). The prod remained electrified through out the test. Im-
mediately after the placement of the animal in the cage, its be-
havior was registered for 10 min. Once the animal received
the first shock it typically moved towards the prod; the animal
then sprayed and pushed a pile of bedding material ahead
with rapid alternating movements of its forepaws. The param-
eters registered in this anxiety test were the cumulative bury-
ing behavior {cumulative time, in seconds, that the animals
spent burying the prod) and the burying behavior latency
(time in seconds from the first shock to the burying behavior
display) (54).

Elevated plus-maze (EPM) test. The EPM test has been
described in detail elsewhere (24). Briefly, the experimental
device consisted of an elevated (40 cm above the floor), plus-
shaped maze placed in a room illuminated by two 40-W red
bulbs. The four arms were 50 cm long and 10 cm wide. The
opposing arms were surrounded by white 40 em high opaque
plastic walls (closed arms), while the other arms lacked walls
(open arms). The animal was removed from its home cage
and placed in the center of the maze facing a closed arm. An
observer, blindfolded to the treatment, was situated 2 m from
the center of the maze. An entry into an arm was determined
when the animal placed all four paws on one arm. The cumu-
lative time spent in the open arms, the number of entries
made into the open arms, and total number of crossings were
recorded over a 10-min session. Data were expressed as per-
centage of the total time spent in open arms, total number of
entries to open arms (these two parameters considered to re-
flect anxiety levels), and total arm entries (considered to re-
flect exploratory behavior).

Ambulatory behavior test. Immediately after the burying
behavior test, general ambulation was registered in all ani-
mals. Ambulatory behavior was recorded in a box measuring
43 X 36 % 19 cm, that was placed over a sensitive plate (48 X
40 cm) of an activity meter (Stoelting Co., Chicago, [L, USA)
connected to a counter (Stoelting Co., USA). Each animal
was placed in the cage, and the number of counts recorded af-
ter a 10 min period. The data are expressed as mean number
of counts in 10 min. In other studies, it has been demonstratec
that the previous exposure to the BB test does not affect the
ambulatery behavior of rats (18,37).

Experimental Procedure

Two main groups were included: ovariectomized, and in-
tact female rats. Ovariectomy was performed under pento-
barbital anesthesia. Through a ventral incision, the ovaries
were recognized and removed; 2 weeks after ovariectomy
the chronic treatment was begun. In the non-ovariectomized
group, 8 days after the beginning of the chronic treatment
with DMI or saline, vaginal smears were daily taken to estab-
lish the estrous cycle phase. Thus, the estrous cycle was regis-
tered during at least 13 consecutive days. Subgroups were es-
tablished according to the estrous-cycle phases; these were
identified based on the vaginal-cytology as follows: proestius
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(round, nucleated cells), estrus (cornified cells), metestrus
(round, nucleated cells, cornified cells and leukocytes), and
diestrus (predominance of leukocytes) (20). All animals were
injected intraperitoneally (IP) with either 2.5 mgikg DMI
(Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA) in a volume of 0.2 ml
or saline (0.2 ml). As a rule, animals received DMI treatment
during 21 days. However, some animals could have received
one to five more injections when searching for a specific cycle
-phase. The number of females includéd for each group varied
between 10 and 23.

Animals were tested first in the BB paradigm 2 hs after the
last injection of saline or DMI and, at least, 1 hs after the onset
of darkness. Four hours after the BB, the EPM test was run.

Pilot Study .

A pilot study was conducted in order to establish if the
baseline behavior of rats and the action of the prototypical
anxiolytic drug diazepam (1.0 mg/kg) in the EPM test were al-
tered by previous exposure (4 hs before) of rats to the BB

- test. For this study, male Wistar rats (300-350 g) were individ-
ually housed with free access to food and water. Rats were di-
vided into two groups: (a) animals tested in the BB paradigm
and 4 hs later in the EPM (r = 15), and (b) animals tested
only in the EPM at the time equivalent to that of group “a”
{n = 10). Rats received either a saline or diazepam injection
(IP 30 min prior to the EPM test).

Statistics

The Mann-Whitney U-test was used to compare DMI
treated animals in each estrous cycle phase with their proper
control group (saline treated animals). The comparisons of
the proportion of animals displaying burying behavior wer
done uvsing the Fisher F-test. '

For the analysis of the possible interaction between DMI’s
treatment and the various estrous cycle phases, a two-way
ANOVA test was performed.

RESULTS

The results of the pilot study, in which male rats were
‘tested in the EPM with and without a previous experience on
the BB, showed that the baseline behavior of rats was not dif-
ferent under the two experimental conditions [% time in open
arms: 1.42 = 0.39 {control) vs. 533 = 1.98 (with BB), NS;
open arm entries: 0.82 = 0.23 (control) vs. 2.05 = (.54 (with
BB), NS; total arm entries: 9.17 = 0.08 {(control) vs. 8,94 =
1.27 (with BB), NS]. In addition, the anxiolytic-like effect of
the prototypical anxiolytic drug, diazepam (1.0 mg/kg), on the
EPM test was not different in rats exposed to both anxiety
tests from those who were tested directly in the EPM test [%
time in open arms: 12.10 * 3.16 (control) vs. 13.66 * 2.93
(with BB), NS; open arm entries: 4.50 = 1.10 (control) vs. 5.57 =
1.47 (with BB), NS; total arm entrigs: 9.12 = 1.54 (control) vs.
12.0 * 3.35 (with BB), NS].

Figure 1 shows the action of the long-term treatment with
DMI on the EPM and the BB test in ovariectomized rats. In
the EPM test, results show that DMI treatment produced sig-
nificant increases in the percent of time that animals spent in
the open arms, number of entries to open arms, and general
exploratory behavior (expressed by the total number of cross-
ing to open and closed arms). In the BB test, DMI produced a
significant decrease in the cumulative BB, with a concomitant
increase in the BB latency that did not reach statistical signifi-
cance,
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FIG. 1. Effect of chronic desipramine (DMI, 2.5 mg/kg X 21 days)
or saline on ovariectomized rats in two animal models of anxiety: ele-
vated plus maze and burying behavior tests, Mann~Whitney U-test:
*p < 0.05; **p << 0,02,

The actions of DMI on the percentage of animals that ex-
pressed BB in the different phases of the estrous cycle are
shown in Fig, 2 (panel A). In this graph, it is clear that DMI
produced a significant decrease in the proportion of animals
that display BB only in the proestrous phase. The analysis of
the parameters registered in the BB test according to the dif-
ferent estrous cycle phases are shown in Fig. 2 (panels B and
C). Only those animals who expressed burying behavior were
considered for the statistical analysis. Thus, this figure com-
pares the burying behavior latency (panel B) and the cumula-
tive time spent burying (panel C) between DMI- and saline-
treated female rats along the four estrous cycle phases, The re-
sults of the two-way ANOVA test for the BB latency were:
treatment F(1, 106) = 18.92, p < 0.001; estrous cycle phases
F(3, 106) = 0.22, p < 0.87, and in the interaction between both
sources of variance F(3, 106) = 0.85, p < 0.85. A generalized

. increase in BB latency was observed in DMI-treated rats at ail

the estrous cycle phases, that was statistically significant only
for proestrus and estrus rats when compared to their control
saline-treated groups. Figure 2B shows the cumulative BB af-
ter chronic DMI in female rats during the various stages of the
estrous cycle. Clearly, no differences in the saline-treated
groups in this parameter were observed along the endocrine
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FIG. 2. Effect of chronic desipramine (DMI, 2.5 mg/kg X 21-26
days, solid bars) or saline (clear bars) in rats tested on the burying
behavior paradigm. Percentage of animals displaying burying behav-
ior {A), burying behavior latency (B), and cumulative burying behav-
ior (C). Fisher F-test: +p < 0.05; Mann-Whitney U-test: *p < 0.05;
*ip < 0.02; *p < 0.002,

cycle. The results of the two-way ANOVA test were: treat-
ment F(1, 106) = 29,62, p < 0.001; estrous cycle phase F(3,
106) = 1.09, p = 0.35, and the interaction between these two
parameters F(3, 106) = 043, p = 0.73. The comparisons be-
tween the treated vs. their proper control (saline-treated)
group revealed a statistically significant reduction in burying
behavior in the proestrus, estrous, and metestrus phases.

Figure 3 shows the effect of chronically injected DMI or
saline on the elevated plus-maze test in female rats for the dif-
ferent phases of the estrous cycle. Two-way ANOVA after
DMI treatment revealed no change in any of the parameters
registered. Time in open arms: treatment F(1, 112) = 4.20,p =
0.04, phase F(3, 112) = (.13, p = 0.13, interaction treatment X
‘phase F(3, 112) = 0.38, p = 0.76. Number of entries io the
open arms: treatment F(1, 112) = 1.10, p = 0.29, phase F(1,
112) = 2.05, p = 0.11, interaction treatment X phase F{1,112) =
3.11, p = 0.55. Total number of crossings: treatment F(1,112) =
0.002, p = 0.96, phase F(1,112) = 1.19, p = 0,31, interaction
treatment X phase F(1,112) = 1.10, p = 0.29.

The effects of DMI or saline on ambulatory behavior of
both ovariectomized and intact fernale rats are shown in Ta-
ble 1. DMI cléarly reduced the number of counts in all fe-
males, independent of their endocrine stage.
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FIG. 3. Effect of chronic desipramine (DMI, 2.5 mg/kg X 21 days,
solid bars) or saline (clear bars) on rats tested on the clevated plus-
magze. Percentage of time in open bars {A), open.arm entries (B) and
total arm entries (C), Mann-Whitney U-test not significant.

DISCUSSION

In the present study, chronic treatment with DMI produces
anxiolytic-like actions in ovariectomized female rats in two dif-
ferent anxiety paradigms: the burying behavior (BB) and the
elevated plus-maze (EPM) tests. In cycling rats, these anxi-
olytic-liké actions are also observed in the BB test at all es-
trous cycle phases but diestrus. However, the anxiolytic-like
actions of DMI treatment in the EPM disappear in cycling rats.

Stress has been reported to be a potentially important fac-
tor that alters drug actions in the EPM test (30,16). For exam-
ple, chlordiazepoxide anxiolytic-like effects on the EPM are
abolished by administration of an electric shock immediately
before testing (16). Based on this evidence, we conducted the
pilot study to establish if previous exposure to the BB test has
an effect on the behavior of animals tested in the EPM. The |
results obtained allows ruling out the possibility that the pre-
vious experience of rats in the BB test affects the results ob-
served in the EPM test. Furthermore, the fact that in ovariec-
tomized rats DMI is able to produce anxiolytic-like actions in
both animal models of anxiety {present study) also discards
the possibility that IDMI actions could be affected by the pre-
vious exposure of rats to the BB test. _

There is increasing evidence from animal models of anxi-
ety {(52) and clinical data (44) that the different classes of
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TABLE 1
AMBULATORY BEHAVIOR

- No. of Counts

Condition Treatment (Mean + SEM) n
-Ovarietctomized Saline 271.54 + 21.86 i1
’ - DMI 193.27 £ 22.51¢ 11

Proestrus Saline 289.71 = 17.44 14
DMI 219.28 = 13.14} 14
Estrus Saline 291.50 + 28.11 15
) DMI 212.13 + 16.26% 23
Metestrus Saline 36393 £ 3224 14
) DMI 220.63 + 21.70% 11
Diestrus Saline 312.13 £ 23.25 15
DMI 216.10 = 12.93% 10

Mann-Whitney U-test: *p < 0.05; Tp < 0.02; 1p < 0.002.

antidepressants drugs, namely the tricyclic antidepressants,
the monoamine oxidase inhibitors, and the selective sero-
tonin reuptake inhibitors (SSRIs) possess anxiolytic-like ac-
tivity. Present results obtained in ovariectomized rats, chron-
ically treated with DMI, are in line with these findings. In this
case, DMI is able to produce anxiolytic-like actions in the BB
and the EPM test, both paradigms largely considered as reli-
able animal models of anxiety (30,53,54). As previously men-
tioned, antidepressants seem to require long-term adminis-
tration to produce anxiolytic-like effects (5,44,52). Moreover,
it has been reported that acute-treatment with DMI and
other antidepressants produces anxiogenic-like actions (5,44).
As an account for the paradoxical effects of DMI and other
antidepressants (anxiolytic versus anxiogenic actions), it has
been proposed that acute administration would produce in-
creased synaptic availability of norepinephrine, due to reup-
take blockade, and thus lead to an increased central arousal
and peripheral symptoms that might result in anxiogenic-like
actions (44). After chronic treatment, stabilization of noradr-
energic activity would occur and the changes induced on
other neurotransmitter systems (vide supra) altogether would
account for the anxiolytic-like actions of DML It is interest-
ing that, in the present study, the anxiolytic-like actions of
DMI secem to be modifiable depending on the estrous cycle
phase studied.

The results obtained with DMI or saline treatments in cy-
cling rats show differences according to the estrous cycle
phase and the animal model of anxiety used. Thus, in the BB
test, almost a 60% of the proestrus rats does not show the BB
response. Those showing the response (40%) as well as estrus
rats exhibit an increase in BB latency (denoting decreased re-
activity) and a reduction in BB (directly denoting anxiety lev-
els). Endocrinologically, these stages are characterized by the
presence of estrogen and increasing levels of progesterone
(25). We and others have demonstrated that progesterone

may induce anxiolytic-like responses in various anxiety para- -

digms including the burying behavior test (3,4,46). Thus, it
could be proposed that DMI interacts with steroids to pro-
duce its action on burying behavior. Recent, nonpublished
data from our laboratory show that DMI interacts with both
estrogen and progesterone to induce anxiolytic-like effects.
However, present findings showing clear effects of DMI in
ovariectomized rats suggest that steroids might modulate
DMI’s anxiolytic-like effects rather than producing them. In
accordance with this interpretation is the fact that DMI in-
duces a trend towards an increase in burying behavior latency
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and to a reduction in the total burying behavior in all other
phases of the estrous cycle.

The nature of the possible interaction between DMI and
steroids, at present, remains unclear. It has been proposed
that steroids may affect systems involved in the regulation of
anxiety such as GABA-benzodiazepine and serotonin (3,
4,21). Most of the literature data shows that chronic DMI ei-
ther antagonizes the GABA, receptor (50), or reduces its
number (15). In addition, this antidepressant seems to syner-
gize ‘with picrotoxin and pentylenetetrazol to produce a de-
crease in immobility in the forced swimming test (22). Taken
together, these data would argue against the idea of a positive
interaction between DMI and an endogenous compound
(possible progesterone) acting at the GABA/benzodiazepine
system in the mediation of anxiolysis. However, there are also .
data supporting this positive interaction, i.e., Cannizzaro et al.
(10) showed that after the stimulation of the benzodiazepine
receptor the antidepressive action of DMI was potentiated.
Suranyi-Cadotite et al. (51) reported that long-term desi-
pramine treatment reduced the binding of the GABAergic
compound [*5] rbutylbicyclophosphorothionate (TBPS) in
rat hippocaimpus. These authors propose that since TBPS in-
hibits GABAergic neurotransmission by blocking the GABA-
gated chloride channels, the long-term effects of DMI might
result in an increased capacity to generate chloride currents,
This conclusion is in agreement with the ability of long-term
desipramine treatment to increase GAD activity and GABA ,
receptors in rat hippocampus (49). Therefore, it is possible
that DMI acts at the level of the chloride channel coupled to
the GABA receptors to enhance GABAergic neurotransmis-
sion and thereby produce its anxiolytic-like activity. Further
studies should be done in order to analyze if steroids can mod-

-ify desipramine actions in GABA-gated chloride channels.

Interestingly, Bitran et al. (2) showed that the efficacy of
GABA-stimulated chloride transport was reduced in cortical
tissue from ovariectomized females when compared to pro-
estrus rats. This experiment supports the idea that the chlo-
ride channel associated to the GABA/benzodiazepine recep-
tor complex can also be influenced by steroids. Further
experiments should be undertaken to explore the possible as-
sociation between the GABA/benzodiazepine system and
DMI in the mediation of its anxiolytic-like effects.

Aun interesting observation from the present results is that,
in the BB test, chronic DMI-treatment had different effects in
ovariectomized rats and diestrus females. One could have ex-
pected that these two groups would behave similarly. How-
ever, there are differences between both groups that could ac-
count for the variation in the behavioral response. Thus, it has

been found that ovariectomy induces a decrease in the density

of dopamine receptors (6), a progressive increase in [*H]
flunitrazepam-specific binding associated with GABA, re-
ceptors (6), and some anatomical changes like a significant re-
duction in dendritic spine density in hippocampal pyramidal
cells (27). Finally, ovariectomy affects corticosterone levels
and adrenal weight (14). It is possible that some of these
changes could modify DMI’s activity and account for the dif-
ferential response. However, specific experiments should be
done in order to clarify this point.

It is important to mention that within the saline-treated an-
imals no differences, neither in burying behavior latency nor
in the time spent burying, were found along the various
phases of the estrous cycle. This is in contrast to previous data
from our and other laboratories (3,20} showing a reduction in
BB at the proestrus phase. Nevertheless, the reasons for such
difference could rely on the proestrus stage analyzed, i.e., late
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versus early proestrus. In the present study, the hour of the
day selected for our observations in the burying behavior test
corresponded to the early proestrus, where no clear spontane-
ous anxiolytic-like actions have been found (20).

The anxiolytic-like actions of DMI observed in the BB par-
adigm, in some but not all of the estrous cycle phases, contrast
with the lack of action of this drug in the EPM test at all es-
trous cycle phases. The reasons underlying the different anxi-
olytic-like profile of DMI in the two anxiety paradigms used
in the present study remain unclear. However, a possible ex-
planation could be based on the data reported by Handley
(29) showing that for the monoaminergic regulation of anxi-
ety, the stimulus that triggers anxiety as well as the nature of
the response are of particular relevance. Thus, in the BB test
the animal is confronted by an electrified prod that is recog-
nized as an aversive stimulus and in which the expression of
an active behavior, such as burying, denotes the anxiety state.
Conversely, in the EPM test, curiosity and caution are evoked
by a novel situation and the animal, rather than expressing an
active behavior to confront the aversiveness (in this case alti-
tude) it chooses to explore the non aversive area (close arms).
Broekkamp et al. (9) proposed that the different animal mod-
els of anxiety may reflect distinct types of anxiety disorders,
which may be dissimilarly regulated. Hence, it is possible that
hormones influencing DMTI’s anxiolytic-like actions could also
modify the stress response to the different stimuli provided by
distinct animal models of anxiety.

The fact that DMI’s anxiolytic-like actions also vary de-
pending on the endocrine state of the rat makes the GABAer-
gic system a good candidate to participate in the mediation of
its anxiolytic-like actions. However, because chronic treat-
ment with DMI produces changes in neurotransmitter sys-
tems other than GABA, the participation of other systems in
the mediation of DMI’s anxiolytic-like actions should be con-
sidered. For example, an interaction between DMI and the se-
rotonergic system known to participate in the regulation of
anxiety (23), could be presumed. Thus, DMI does not act on
5-HT,, receptors (35) that are importantly involved in anxi-
ety (18), but promotes a decrease in the number of 5-HT,, re-
ceptors in the cerebral cortex {43), which participation in anx-
iety seems, at present, controversial (8). However, it is
important to mention that these changes in 5-HT,, receptors
seem to be related to DMI's antidepressive-like actions (8).
Finally, the possible relationship between the noradrenergic
and GABAergic systems in the control of anxiety should not
be discarded (12,36,37).

From the present data it could be claimed that the effects
on burying behavior observed after chronic DMI treatment
are due to the reduction of general activity. However, several
data argue against this deduction. Firstly, the actions of DMI
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on ambulatory behavior are seen in all the estrous cycle
phases and not only in proestrus. Second, treatment with DMI
does not affect the exploratory behavior tested as the number
of total crossings in the elevated plus-maze. Finally, chronic
DMI treatment had no actions in a motor coordination test us-
ing the rota rod {data not shown). Therefore, the present re-
sults suggest that the effects observed with chronic DMI are
specific upon some parameters denoting reactivity and anxiety.

It is important to mention that Beardslee et al. in 1990 (1)
reported that chronic treatment with imipramine, desipra-
mine, and pargyline to female rats failed to induce anxiolytic-
like effects on any measures of defensive burying. These re-
sults are in contrast to present data. Although, some impor-
tant variations between both studies could explain the differ-
ential results, such as the dose and the duration of DMI
treatment (5 mg/kg for 8 weeks vs. 2.5 mg/kg for 3-4 weeks),
the rat’s strain (Sprague-Dawley versus Wistar) (53), the
shock intensity (3 vs. 0.3 mA) (54}, and the experimental cage
measures (27 X 16 X 23 cm vs. 40 X 30 x 40 cm) (53), the rea-
sons underlying the difference are most likely to be related to
the endocrine stage of cycling females. Thus, in the study per-
formed by Beardslee et al. the estrous cycle was not recorded
and, hence, their sample most likely included in both pro-
estrus and diestrus rats {1). This last variation could mask the
effect of DMI on the various parameters of burying behavior
recorded, because, in the present study, this drug has a robust
effect in rats in proestrus and almost lacks an action in di-
estrus animals. Additionally, it is worth mentioning that in
that study only five female rats were included in the DMI ex-
periment. This low number of subjects could also contribute
to obscure the actions of this treatment.

In conclusion, the present study shows that the chronic
treatment with DMI produces anxiolytic-like actions in the
burying behavior and in the elevated plus-maze tests. These
anxiolytic-like actions seem to be modifiable, depending on
the endocrinological state of female rats. In addition, there
are important differences between the two animal models of
anxiety. Specifically, the elevated plus-maze test appears to be
less sensitive to the anxiolytic-like actions of DMI and only in
absence of ovarian hormones makes it possible to observe
DMTI’s anxiolytic-like activity.
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Abstract’

The present study analyzes if estradiol benzoate and/or progesterone interact with
desmethylimipramine (DMI) to diminish experimental anxiety. The animal model of anxjety
used was the conditioned defensive burying test. Dose response curves for DMI (0.625, 1.25
and 2.5 mg/kg, every 24 h, during 21 days), estradiol benzoate (0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 pg/rat,
48 h) and progesterone (0.5, 1.0 and 2.0 mg/rat, -4 h) were made in ovariectomized rats.
DMI per se decreased dose dependently the cumulative burying time, an effect considered as
anxiolytic-like. Progesterone produced a decrease in burying at the highest dose, while
estradiol benzoate had no effect on defensive burying. Both, progesterone (0.5 mg/rat) and
estradiol benzoate (4.0 pg/rat) were able to decrease the cumulative burying behavior when
injected with a subthreshold dose of DMI (1.25 mg/kg). In addition, the effect of DMI (1.25
mg/kg) plus the combination of estradiol benzoate and progesterone, sequentially adminis-
tered (48 h and 4 h before the tests, respectively), also produced a synergistic decrease’ in
burying behavior. In general, the treatments produced no changes in burying behavior.
latency, neither in spontaneous ambulation or in peciception. It is concluded that DMI
synergizes its anxiolytic-like effect when administered with estradiol alone or in combination
with progesterone. Present data provide experimental evidence suggesting an interaction
between hormones and antidepressants. Results are discussed on the basis of the interaction
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0306-4530/00/3 - see front matter © 2000 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
PIl: $0306-4530(99})00042-6



110 L. Martinez-Mota et al. / Psychoneurvendocrinology 25 (2000} 109120

between steroids and serotonergic or GABAergic receptors. © 2000 Elsevier Science Lid. All
rights reserved. '

Keywords: Burying behavior; Desipramine; Estradiol; Anxiety; Progesterone

1. Introduction

It has been reported that some women display a series of symptoms related to
their menstrual cycle, such as the premenstrual dysphoric disorder characterized by
anxiety, depression, irritability, dysphoria and tension (Halbreich et al., 1986;
Endicott and Halbreich, 1988). The fluctuation in the levels of steroid hormones,
may at least partly, explain the changes in mood observed during the menstrual
cycle (Pearlstein, 1995). In female rodents, naturally occurring changes in experi-
mental anxiety have been observed. Thus, several authors have reported that
anxiety decreases during the late proestrus and estrous phases (Bitran et al., 1991,
Ferndndez-Guasti and Picazo, 1992), stages typified by the presence of high levels
of estradiol and progesterone (Freeman, 1988).

In addition to the physiological actions of endogenous steroid secretions on the
female emotionality, other experiments have demonstrated that the anxiolytic effect
of diazepam and some 5-HT,, agonists varies through the estrous cycle. These
effects were more pronounced in proestrus as compared with diestrus (Fefnandez-
Guasti and Picazo, 1990; Bitran et al., 1991), suggesting an interaction between
anxiolytics and steroids (Fernandez-Guasti and Picazo, 1990; Bitran and Dowd,
1996). Clinically, De Wit and Rusktalis (1997) demonstrated that the effects of
antidepressants and anxiolytics vary during the menstrual cycle being stronger
during the luteal phase.

Desmethylimipramine (IDMI) is one of the most commonly used drugs in the
treatment of depression (Nutt and Glue, 1991). As an additional clinical property,
the chronic administration of DMI decreases anxiety on patients suffering from
panic and generalized anxiety (Nutt and Glue, 1991; McDougle =t al., 1993;
Lydiard et al., 1995). Interestingly, the anxiolytic-like effect of DMI is observed in
several animal tests after chronic, but not acute, administration (Bodnoff et al.,
1988; Laino et al., 1993; Fernandez-Guasti et al., 1999).

In a previous work we evaluated the anxiolytic-like effect of DMI in cycling
female rats finding a stronger action n proestrus and estrus (Fernandez-Guasti et
al., 1999). The role that estradiol or progesterone, play in such potentiative effect of
DMI is unknown. Therefore, the present study explores the possible interaction of
DMI with either estradiol and/or progesterone in its anxiolytic-like action. Initially,
dose-response curves for each treatment were established. On these bases, sub-
threshold doses were selected to analyze putative interactions.

To evaluate the experimental anxiety, the burying behavior test was selected.
Previous experiments demonstrate that this paradigm is sensitive to either pharma-
cological (Treit, [985) or physiological changes in experimental anxiety {(Fernandez-
Guasti and Picazo, 1990; Lopez-Rubalcava et al., 1996). An ambulatory behavior
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test was also performed in order to exclude putative urspecific drug actions in
the burying behavior paradigm. In addition a nociceptive test (tail pinch) was
performed to ruled out behavioral actions mediated via analgesic drug or hor-
mones effects.

2, Material and methods

2.1. Animals

Adult female Wistar rats (200-250 g) were used in this study. All animals
were housed in a room under a 12/12 h controlled light-dark cycle (lights on at
2200 h) and grouped five per cage. Six days previous to the anxiety test, subjects
were individually separated.-All animals had ad libitum access to water and food
throughout the experiments. The behavioral tests were conducted during the
dark phase, between 1200 and 1400 h. All experiments were carried out in
accordance with the National Institutes of Health guide for the care and use of
laboratory animals.

2.2, Ovariectonmy

The animals were anaesthetized with sodium pentobarbital (35 mg/kg) and a
ventral incision made to expose and remove the ovaries. After suturing muscles
and skin, animals were allowed a 2 week recovery perioed after which they were
randomly assigned to the different groups that consisted of 8—10 animals.

2.3. Compounds and treatments

All compounds were purchased from Sigma Chemicals, St. Louis, MO. Estra-
diol benzoate and progesterone were dissolved in few drops of dichloromethane-
followed by corn oil and subcutaneously injected in a volume of 0.2 mi/rat 48 or
4 h before the test, respectively. Desmethylimipramine (DMI) was dissolved in
saline solution and intraperitoneally injected for 21 consecutive days in a volume
of 2.0 mlfkg. The last DMI injection was made 2 h before the anxiety test. The
time of administration and the doses were selected according to previous reports
(Ferndndez-Guasti et al., 1999). Control groups for steroid hormone-treatments
received oil and for DMI, saline solution.

In an initial series of experiments a dose response curve for estradiol benzoate
(0.0, 0.5, 1.0, 2.0, and 4.0 pg/rat), progesterone (0.0, 0.5, 1.0 and 2.0 mg/rat) and
chronic DMI (0.0, 0.625, 1.25 and 2.5 mg/kg) were made. In the second series
the possible interaction between subthreshold doses of either estradiol benzoate
(4.0 pg/rat} or progesterone (0.5 mg/rat), as previously selected, and DMI (0.625,
1.25 and 2.5 mg/kg) was analyzed. Finally, the effect of the combined
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sequential treatment with estradiol benzoate (4.0 pg/rat) and progesterone (0.5
mg/rat) with DMI (1.25 mg/kg) was studied.

2.4. Burying behavior test

The burying behavior test was performed in an acrylic cage measuring 27 x
16 = 23 em, with a bed of 5 cm of fine sawdust. The experimental cage contained
an electrified prod (7 cm long) that emerged from one of its walls, 2 cm above the
bedding material. Every time the animal touched the prod it received an electric
shock of 0.3 mA. The source of the shock was a constant current shocker (La
Fayette Instruments Co., model 5806). Immediately after the placement of the
animal in the cage, its behavior was registered for 10 min. Once the animal
received the shock, it typically moved towards the prod recognizing it as the
aversive stimulus. The animal then sprayed and pushed a pile of bedding material
ahead with rapid alternating movements of its forepaws. The parameters regis-
tered were the cumulative burying belavior (cumulative time (s) that animals
spend burying the prod) and the burying behavior latency (time in seconds from
the first shock to the burying behavior display). Cumulative burying behavior
" indicated the experimental anxiety levels while the burying behavior latency was
interpreted as a reactivity index, '

2.3, Tail pinch test

This test has been proposed as a behavioral method for studying analgesic
activity (Green and Young, 1951; Bianchi and David, 1960) and consists in
applying an alligator clip 3 cm from the tip of the rat’s tail. The latency
(expressed in seconds) to the first tail flick was recorded. A tail flick was defined
as a rapid continuous movement of the tail from below to above the horizontal
and down again. In this test groups consisted of at least eight rats. Several reports
indicate that various analgesic treatments increase the tail flick latency (Bianchi
and David, 1960; Pertovaara et al., 1991; Kunihara et al, 1992), thus greater
latencies are interpreted as a sign of analgesia. The criterion used to test a given
group for analgesic effects was that the pharmacological treatment applied re-
duced burying behavior.

2.6. Ambulatory behavior test

All rats were tested for ambulatory behavior that was evaluated in a transpar-
ent acrylic box (44 x 33 x 19 c¢cm) placed over a sensitive plate (48 x 40 cm) of an
activity meter (Stoelting Co., Chicago, IL) and. connected to an automatic counter
(Stoelting). Each animal was placed in the cage and the number of counts
recorded after a 10 min period. The data are expressed as mean number of counts
in 10 min. '



L. Martinez-Mota et al. [ Psychoneuroendocrinology 25 (2000) 109-120 113 =

2.7. Statistical analysis

A Kruskal-Wallis one-way ANOVA test was used to analyze the results of all
experiments. When the variance analysis showed statistically significant differences
smaller than P < .05, post hoc paired comparisons against one control group were

performed using the Dunn’s test. Specific paired comparisons were made using the
Mann—Whitney U-test.
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Fig. 1. Doses-response curves of of estradiol benzoate {upper panel) and progesterone (lower panel) on
the curnulative burying behavior. Dunn’s test, * P < .05, ** P < 001,
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Fig. 2. Doses-response curves of DMI alone (clear bars), plus estradiol benzoate 4.0 pg/rat (dark bars)
or plus progesterone (.5 mg/rat (dashed bars) on the cumulative burying behavior. Dunn’s test,
* P <001, ** P < .,0001. Bracket comparison by Mann—Whitney I/-test, * P < .05,

3. Results

Figure 1 illustrates the effect of different doses of estradiol benzoate (0.0, 0.5, 1.0,
2.0 and 4.0 ug/rat, upper panel} and progesterone (0.0, 0.5, 1.0 and 2.0 mg/rat,
lower panel) on the cumulative burying behavior in ovariectomized rats. Neither
“the cumulative burying behavior nor the burying behavior latency (data not shown)
was modified by estradiol benzoate injection. Conversely, progesterone induced a
reduction of the cumulative burying behavior (H = 27.5, df3, P = .001), which was
statistically significant at the doses of 1.0 and 2.0 mg/rat.

Figure 2 compates the dose response curve to DMI alone or in combination with
estradiol benzoate (4.0 ug/rat) or progesterone (0.5 mg/rat) on the cumulative
burying behavior in ovariectomized rats. Long-term treatment with DMI signifi-
cantly decreased the cumulative burying behavier (# = 13.8, df3, P = .003), only at
the highest dose (2.5 mg/kg) a difference with respect to the saline-treated group
was observed. '

Treatment with estradiol benzoate (4.0 pg/rat) in combination with all doses of
DMI drastically reduced the cumulative burying behavior (H =229, df3, P=
0001). All doses of DMI when combined with estradiol benzoate produced a
statistically significant reduction in cumulative burying behavior when compared to
the control group. Interestingly, DMI at 1.25 mg/kg synergizes with estradiol on the
cumulative burying behavior; accordingly, this reduction was also statistically
different when compared with the DMI-alone group.

Progesterone combined with DMI decreased the cumulative burying behavior
(H =19.3, df3, P =.0004). This effect was statistically significant for the doses of
1.25 and 2.5 mg/kg. However, since no differences between any of the DMI plus
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progesterone treated groups versus the DMI-alone groups were found, no syner-
gism of DMI with this steroid can be proposed.

Figure 3 compares the effect of the sequential combination of estradlol benzoate
(4.0 pg/rat, -48 h) plus progesterone (0.5 mg/rat, -4 h) in ovariectomized rats treated
chronically with DMI (1.25 mg/kg). In the cumulative burying behavior, the
Kruskal-Wallis ANOVA test showed significant differences among the treatments
(H =13.2, df3, P=.004). The combination of estradiol and progesterone in rats
chronically treated with DMI significantly decreased this parameter with respect to
the control groups. It is worth mentioning that the combined administration of
estrogen and progesterone plus DMI produced a reduction in burying behavior that
was statistically different from that produced by progesterone plus DMI (P < .05,
aMann—Whitney U-test) but not from that by estradiol plus DMI (P =.27,
Mann-—Whitney U-test).

Only the low dose of DMI {0.625 mg/kg) in combination with estradiol benzoate
(H =9.26, df3, P=.02) produced a reduction in ambulatory behavior (Table 1).

The results obtained in a nociceptive test with those treatments that reduced
burying behavior showed that none of them produced analgesic effects. Thus, the
tail flick latency expressed in seconds were (mean + SE): saline 10.73 £ 4.9; proges-
terone (2.0 mg/rat), 4.80 £ 1.52; DMI (2.5 mg/kg), 8.75 +£2.97; and estradiol (4
pg/rat) and progesterone (0.5 mg/rat) plus DMI (1.25 mg/kg), 7.40 £ 3.46.
Kruskal-Wallis ANOVA, H =038, df3, P=.9%4.

Finally, no treatment affected the burying behavior latency (data not shown)
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Fig. 3. Interaction of DMI (1.25 mg/kg) plus the steroid combination of estradiol benzoate (4.0 pg/rat,
E) and progesterone (0.5 mg/rat, P) on the cumulative burying behavior. Duan’s test, * P < .03,
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Table |
Effect of DMI alone or in combined treatment with estradiol benzoate (EB) or progesterone (P) on
ambulatory behavior*

Hormones _ Chronic treatment
Saline DMI {mg/kg)
0.625 1.25 2.5
- 273+ 27 346 4+ 34 346+ 41 246 + 19
EB 316+ 17 196 4 9% 322435 : 290 4- 29
P 323423 . 226423 313+ 17 260 + 28 .

" Tabie shows mean + SE values. Statistical comparisons were made versus the control saline group by
means of the Kruskal-Wallis one way-ANOVA (data in text) followed by the Dunn’s test, * P< .05,

4. Discussion

In the present study, DMI produced an anxiolytic-like effect in the burying
behavior paradigm, which was synergized by estradiol benzoate alone or in
combination with progesterone. '

The tricyclic antidepressant, DMI is frequently used in the therapy of several
anxiety disorders (Nutt and Glue, 1991; Lydiard et al., 1995). At the experimental
level, DMI produces anxiolytic-like effects in various paradigms including food
intake in a novel environment (Suranyi-Cadotte et al., 1990), emission of ultrasonic
vocalizations (Molewijk et al., 1996), exploration in the elevated plus maze (Laino
et al., 1993) and defensive burying behavior (Ferndndez-Guasti et al., 1999). In
addition, Bodnoff et al. {1989) have demonstrated that long-term treatment with
DMI induces anxiolytic actions similar to those produced by diazepam.

The initial effects of DMI include, within others, the blocking of the chloride
channel coupled to the GABA ,—BZ~chloride ionophore receptor complex (Squires
and Saederup, 1988; Fernandez-Teruel et al,, 1990). However, after chronic treat-
ment, this drug produces an increased capacity to generate chloride currents (Petty
and Sherman, 1981). On the basis of behavioral results, Suranyi-Cadotte et al.
- (1990) suggested that this last mechanism could mediate the anxiolytic activity of
some antidepressants. However, other possible explanation could include that the
chronic administration of tricyclic antidepressants results in a2 down-regulation of
5-HT, receptors (Peroutka and Snyder, 1980; Schreiber and De Vry, 1993) and a
sensitization or up-regulation of 5-HT,, receptors (Lund et al., 1992), which have
been also implicated in anxiety disorders (Schreiber and De Vry, 1993). Therefore,
in addition to the GABAergic system, it is possible to suggest that the anxiolytic-
like effects produced by DMI are mediated through a serotonergic mechanism.

Priming with low doses of estradiol does not commonly produce anxiolytic
activity (Bitran et al,, 1991; Ferndndez-Guasti and Picazo, 1992; present data).
When estradiol benzoate was administered in rats chronically treated with sub-
threshold doses of DMI, a drastic anxiolytictlike effect was observed. The mecha-
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nism underlying such synergism could include the effect of both, estrogens and
DMI on the sensitivity of 5-HT,, receptors (Lakoski, 1989; Lund et al., 1992;
Salamanca and Uphouse, 1992; Osterlund and Hurd, 1998). The nature of this
sensitization seems to be inverse. Thus, while estrogens produce a down-regulation,
chronic DMI treatment results in an up-regulation. Such inverse actions, however,
could explain a synergistic action of estrogen and DMI by a differential action on
either pre- or post-synaptic 5-HT, 5 receptors. Another non-exclusive interpretation
involves the GABAergic system. Thus, Pérez et al. (1987) have reported that
estrogen treatment produces an increase in the number of binding sites to mus-
cimol, diazepam and the chloride tonophore agonist, ¢-butylbicyclophosphoroth-
ionate (TBPS) without modifying their affinity., These data, together with those
reported by Suranyi-Cadotte et al. (1990) (vide supra) indicating a relation of DMI
and the GABA ,—-BZD receptor complex, suggest that the site at which DMI act to
produce its anxiolytic-like effects could be multiplied by estrogen priming,

Some authors have reported progesterone as a hormone with anesthetic, sedative
and anxiolytic properties (Majewska, 1992; Bitran et al., 1993, 1995). The present
study confirms the anxiolytic-like effect of progesterone. As previously suggested
the mechanism proposed for such actions involves the GABA , receptor (Majewska
et al. 1986; Bitran and Dowd, 1996). In the present study, subthreshold doses of
progesterone (0.5 mg/rat) and DMI (1.25 meg/kg) produced anxiolytic-like effects
that could be explained by the summed action of progesterone and DMI on the
GABA,—BZD complex. :

" The sequential administration of estradiol and progesterone may cause anxiolysis
in a conflict paradigm (Rodriguez-Sierra et al., 1984), but lacks an anxiolytic-like
effect in the burying behavior (Ferndndez-Guasti and Picazo, 1992; present data)
and plus maze tests (Bitran and Dowd, 1996). Such sequential hormonal treatment
in combination with a subthreshold dose of DMI (1.25 mg/kg) produced a
significant synergistic decrease in burying behavior. Since these effects were similar
to those produced by estradiol plus DMI but stronger than those of progesterone
plus DMI, it is proposed that in the synergism observed, estradiol is the crucial
hormone.

In a previous work we reported that the anxiolytic-like effect of DMI was more
robust during the proestrus—estrus phases (Fernandez-Guasti et al., 1999). How-
ever, in that study we were unable to determine the stercid hormones underlying
such effect. Present results suggest that DMI interacts primarily with estrogens
secreted by the ovary during the estrous cycle.

The lack of effect of most of these treatments on ambulation indicates that the
reductions in burying behavior can be interpreted as specific anxiolytic-like effects.
However, the combined treatment with the low-, but not the medium- or high-dose
of DMI and estradiol resulted in a diminished ambulatory behavior, therefore
masking possible anxiolytic-like actions of these combinations. Additionally, it
could be argued that the reductions in burying behavior observed after some
treatment are mediated via an antinociceptive drug action (Hersh and Kaplan,
1990; Caba et al., 1994; Dawson-Basca and Gintzler, 1996). However, since in the
tail pinch test, no treatment produced antinociception, this possibility can be ruled
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out and further sustains that the reductions in burying behavior reflect specific -
anxiety-like responses. Finally, the burying behavior latency that has been inter-
preted as an index of reactivity was unaffected by the treatments here used.

Although controversial some clinical data have reported that in postmenopausal
women there is a positive effect of the combination of antidepressants plus
estrogens on the antidepressant treatment response (Stahl, 1998). Thus, for exam-
ple, treatment with fluoxetine to postmenopausal patients with major depression
produced an efficacy of 32% compared with a placebo rate of 18%. However,
among women who had been receiving estrogen replacement therapy, the difference
between drug and placebo was three times greater (Stahl, 1998). Present data
provide the first experimental evidence suggesting an interaction between hormones
and antidepressaits in their anxiolytic action.

In conclusion, it is proposed that DMI interacts with estradiol, progesterone and
the hormonal combination. The most striking interactions were observed with the
combination of estradicl and DMI.

Acknowledgements

Authors wish fo thank Victer Flores for animal caring and Facundo Moreno for
technical assistance. This work was partially supported by a grant to C.L.-R. from
CINVESTAYV (JIRA-97/026). E.E.-C. and L.M.-M. received a fellowship from the
‘Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia’ (96338 and 96134) and the ‘Sisterna
Nacional de Investigadores” (3500).

References

Bianchi, C, David, A., 1960, Analgesic properties of 4-ethoxycarbonyl-i-(2-hydroxy-3-phenoxypropyl)d-
phenylpiperidine (B.D.H.200) and some related compounds. J. Pharm, Pharmacol. 12, 449-459.
Bitran, D., Hilvers, R.J., Kellogg, CK., 1991, Ovarian endocrine status regulates the anxiolytic potency
of diazepam and the efficacy of y-aminobutyric acid-benzodiazepine receptor-mediated chloride ion

transport. Behav, Neurosci, 105, 653-662.

Bitran, D., Purdy, R.H., Kellogg, C.K., 1993. Anxiolytic effect of progesterone is -associated with
increases in cortical allopregnanolone and GABA receptor function. Pharmacol. Biochem. Behav. 45,
423-428.

Bitran, I, Shiekh, M., McLeod, M., 1995 Anxiolytic effect of progesterone is mediated by the
neurosteroid allopregnenolone at brain GABA, receptors. J. Neurcendoerinel. 7, 171-177.

Bitran, D., Dowd, J.A., 1996. Ovarian steroids modify the behavioral and neurochemical responses of -
the central benzodiazepine receptor. Psychopharmacology 125, 573583,

Bodnoff, S.R., Suranyi-Cadotte, B., Aitken, D.H., Quiricn, R., Meaney, M.J., 1988. The effect of
chronic antidepressant treatment in an animal model of anxiety. Psychopharmacology 95, 298-302,

Bodnoff, §.R., Suranyi-Cadotte, B., Quirion, R., Meaney, M.J., 1989. A comparison of the effects of
diazepam versus several typical and atypical antidepressant drugs in an animal model of anxiety.
Psychopharmacology 97, 277-279.

Caba, M., Gonzalez-Mariscal, G., Beyer, C., 1994, Perispinal progestins enhance the antinociceptive
effects of muscimol in the rat. Pharmacel. Biochem. Behav. 47, 177-182.

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN.




L. Martinez-Mota et al. / Psychoneuroendocrinology 25 (2000) 109-120 119

Dawson-Basoa, M.E., Gintzler, AR., 1996, Estrogen and pregesterone activate spinal kappa-opiate
receptor analgesic mechanisms. Pain 64, 608-615.

De Wit, H., Rukstalis, M., 1997. Acute effects of triazolam in women: relationship with progesterone, '
estradiol and allopregnanolene. Psychopharmacology 130, 69--78.

Endicott, I., Halbreich, U., 1988. Clinical significance of premenstrual dysphoric changes. J. Clin.
Psychiatry 49, 486-489.

Ferndndez-Guasti, A., Picazo, O., 1990. The actions of diazepam and serotonergic anxiolytics vary
according to the gender and the estrous cycle phase. Pharmacol. Biochem. Behav. 37, 77-81.

Ferndndez-Guasti, A., Picazo, O., 1992, Changes in burying behavior during the estrous cycle: effects of
estrogen and progesterone. Psychoneuroendocrinology 17, 681-689. .

Ferndndez-Guasti, A., Contreras, C.M., Martinez-Mota, L., Estrada-Camarena, E., Lopez-Rubalcava,
C., 1999, Chronic treatment with desipramine induces an estrous cycle dependent anxiclytic action
in the burying behavior but not in the plus maze. Pharmacol. Biochem. Behav. 63, 13-20.

Fernandez-Teruel, A., Escorihuela, R.M,, Boix, F,, Longoni, B,, Cerda, M.G., Tobea, A., 1990.
Imipramine and desipramine decrease the GABA-stimulated chloride uptake, and antiGABAergic
agents enhance their action in the forced swimming test in rats. Neuropsychobiology 23, 147-152.

Freeman, MLE., 1988, The ovarian cycle of the rat. In: Knobil, E., Neill, J.D. (Eds.), The Physiclogy of
Reproduction, .vol. 2. Raven Press, New York, pp. 1893-1928.

Green, AF., Young, P.A., 195]1. A comparison of heat and pressure analgesiometric methods in rats. Br.
J. Pharmacol. 6, 572-585.

Halbreich, U., Endicott, J., Goldstein, S., Nee, I, 1986. Premenstrual changes and changes in gonadal
hormones. Acta Psychiatr. Scand. 74, 576-586.

Hersh, E.V,, Kaplan, P, 1990. Antinociceptive action of tricyclic antidepressants drugs in the rat.
Anesth. Prog. 37, 186-189,

Kunihara, M., Ohyama, M., Nakano, M., 1992, Central monoaminergic mechanisms in mice and
analgesic activity of spiradoline mesylate, a selective kappa-opioid receptor agonist. Eur. J. Pharma-
col. 214, 111-118.

Laino, C.H., Cordoba, N.E., Orsingher, O.A., 1993, Perinatally protein-deprived rats and reactivity to
anxiolytic drugs in the plus-maze test: an animal model for screening antipanic agents? Pharmacol,
Biochem. Behav. 46, 89-94.

Lakoski, J.M., 1989. Cellular electrophysiological approaches to the central regulation of female
reproductive aging, In: Lakoski, J.M., Perez-Polo, J.L., Rassin, D.K. (Eds.), Neurology and
Neurobiology, Neural Control of Reproductive Function, vol. 50. Liss, New York, pp. 209-220.

Lépez-Rubalcava, C., Ferndndez-Guasti, A., Urbd-Holmgren, R., 1996. Age-dependent differences in
the rat’s conditioned defensive burying behavior: effect of 5-HT1, compounds. Dev. Psychobiol. 29,
157169,

Lund, A., Mjellem-Holy, N., Hole, K., 1992. Desipramine, administered chronically influences 5-hydrox-
yiryptamine 1A-receptors as measured by behavioral tests and receptor binding in rats. Neurophar-
macology 31, 25-32.

Lydiard, R.B., Morton, W.A,, Emmanuel, N.P,, Zealberg, J.J., Laraia, M.T,, Stuart, G.W., O’Neil,
P.M., Ballenger, J.C., 1995, Preliminary report; placebo-controlled, double-blind study of the ¢linical
and metabolic cffects of desipramine in panic disorder. Psychopharmacol. Bull. 29, {83-188.

Majewska, M.D., Harrison, W.L., Schwartz, R.A., Barker, M., Paul, S.M., 1986. Steroid hormone
metabolites are barbiturate-like modulators of the GABA receptor. Science 232, 1004-1007.

Majewska, M.D., 1992. Neurosteroids. Endogenous bimodal modulators of the GABA,, receptor:
mechanism of actien and physiological significance. Prog. Neurobiol. 38, 379-395,

MeDougle, C.J., Goodman, W K., Price, L.H., 1993. The pharmacotherapy of obsessive-compulsive
disorder, Pharmaco-phsychiatry 26 (Suppl 1), 24-29. ‘

Molewijk, H.E., Hartog, K., van der Poel, A.M., Moss, 1., Olivier, B., 1996, Reduction of guinea pig
pups isofation calls by anxiolytic and antidepressant drugs. Psychopharmacology 128, 31-38.

Nutt, D.J., Glue, P., 1991. Clinical pharmacology of anxiolytics and antidepressants: a psychopharmaco-
logical perspective. In: Bowman, W.C. (Ed.), Psychopharmacology of Anxiolytics and Antidepres-
sants. Pergamon, Glasgow, pp. 1-15.



120 L. Martinez-Mota et al. / Psychoneurcendocrinology 25 (2000) 109-120

Osterlund, M., Hurd, Y.E., 1998. Acute 17p-estradiol treatment down-regulates serotonin 3-HTI,
receptor mRNA expression in the limbic system of [emale rats. Mol Brain Res. 58, 169-172.
Peatlstein, T.B., 1995. Hormones and depression: what are the facts about premenstrual syndrome,

menopause, and hormone replacement therapy? Am. J. Obstet. Gynecol. 173, 646-653.

Pérez, J., Zucchi, Y., Maggi, A., 1987. Estrogen modulation of the y-amino butyric acid receptor
complex in the central nervous sysiem of the rat. J. Pharmacol. Exp. Ther. 244, 1005-1010.

Peroutka, S.J., Snyder, S.H., 1980. Long-termn antidepressant treatment lowering spiperidol labeled
serotonin receptor binding. Science 210, 88,

Pertovaara, A., Mecke, E., Carlson, S., 1991. Attempted reversal of cocaine-induced antmoclceptwe
effect with naloxone, ahd opioid antagonist. Eur, J. Pharmacol. 192, 349-353.

Petty, F., Sherman, A.D., 198]. GABAergic modulation of fearned helplessness. Pharmacol. Bicchem.
Behav, 15, 567-570.

Rodriguez-Sierra, J.F., Howard, J.L., Pollard, G.T., Hendricks, S.E., 1984, Effect of ovarian hormones
on conflict behavior. Psychoneurcendocrinelogy 9, 203-300.

Salamanca, S., Uphouse, L., 1992. Estradiol modulation of the hyperphagxa induced by the 5-HT1,
agonist, 80H DPAT, Pharmacol. Biochem. Behav. 43, 953-956,

Schreiber, R., De Vry, I., 1993, 5-HTIA receptor ligands in animal models of anxiety, impulsivity and
depressmn multiple mechamsm of action? Prog. Neuro-Psychopharmacol Biol. Psychiatry 17,
87-104.

Squires, R.F., Saederup, E., 1988. Antidepressants and metabolites that block GABA, receptors
coupled to 358-z-butyl-bicyclophosphorothionate binding sites in rat brain. Brain Res. 441, 15-22.

Stahl, §.M., 1998. Basic pharmacology of antidepressants, Part 22: estrogen as an adjunct to antidepres-
sant treatment. J. Clin, Psychiatry 5% (Suppl 4), 15-25.

Suranyi-Cadotte, B.E., Bodnoff, §.R., Welner, S.A., 1990. Anudepressant-anxmlytnc interactions: in-
volvement of the benzodiazepine—GABA and serotonin systemns, Prog. Neuro-Psychopharmacol.
Biol. Psychiatry 14, 633-654.

Treit, D., 1985. Animal models for the study of anti-anxiety agents: a review. Neurosci. Biobehav. Rev.
9, 203-222,



CAPITULO VI

Discusion General y Conclusiones

Los resultados de la presente investigacion son los siguientes: en la prueba de nado
forzado, las ratas hembras en proestro-estro tuvieron mayor latencia a la inmovilidad (120 %
comparado con metaestro-diestro) y menor tiempo de inmovilidad, lo cual se semeja a un efecto
antidepresivo. Un seQundo experimento demostré que la administracién de progesterona a ratas
ovariectomizadas reduce el tiempo de inmovilidad (75 % con respecto al control), lo que
confirma la participacion de este esteroide sobre los efectos encontrados en las ratas en
proestro-estro. Por otra parte, las acciones antidebresiva y ansio!iticé producidas por la
_.desmetilimipramina fueron modificadas dependiendo de factores tales como el modelo
'expe'rimental utilizado (depresién o ansiedad) y el estado endocrino de los animales
(ovariectomia o las diferentes fases de ciclo estral). Aéi, en las ratas intactas forzadas a nadar,
la desmetilimipramina produjo acciones antidepresii.ras evidenciadas por un aumente en la
latencia al primer periodo de inmovilidad (150 % en comparacion con salina) y dicho efecto fue
independiente de la fase del ciclo estral. Este mismo tratamiento redujo la ansiedad en ratas
ovariectomizadas, evaluadas en la prueba de enterramiento defensivo y en el laberinto elevado
| en cruz. £n las ratas c!asificaldas por fase de ciclo, el efecto de la desmetilimipramina dependié,
del modelo de ansiedad: se observé una carencia de efecto en el laberinto elevado en cruz en
tanto que un efecto ansiolitico se produjo en ia prueba de enterramiento defensivo,
principalmente en las ratas en proestro (50 % con respecto al control), una fase del ciclo que se
caracteriza por concentraciones elevadas de esfrogenos y progesterona. Un experimento
posterior demostré que tanto el estradioi como la progesterona o la combinacién de ambas
hormonas facilitaron el efecto ansiolitico de dosis sub-umbrales de la desmetilimipramina en la
prueba de enterramiento defensivo. De ambas hdrmonas, el estradiol destacé como la mas

relevante, ya que facilité las acciones ansioliticas de la desmetilimipramina a la dosis mas baja
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utilizada para los experimentos de ansiedad (0.625 mg/kg). En resumen, estos resultados
apoyan la idea de la participacion del estradiol y la progesterona en la regulacién de aquellas

conductas que se considera, reflejan depresién y ansiedad experimentales en la rata.

6.1. Prueba de nado forzado y parametros evalu.ado_s

Ei método de registro clasico para evaluar el efecto de los antidepresivos en la prueba
de nado es basicamente la medicién del tiempo total de inmovilidad (Porsolt y cols., 1979;
Borsini y cols., 1986; Borsini y Meli, 1988; Contreras y cols., 1995). En. nuestro primer
experimento (seccién 5.1) cuantificamos la latencia al primer periodo de inmovilidad, la cual fue
definida como el tiempo transcurrido desde el inicio de la prueba hasta que se presentd por
brimera vez la inmovilidad. De acuerdo con nuestras observaciones, esta latencia se
correlaciono negativamente con el tiempo de inmovilidad, es decir, la desmetilimipramina
produjo una mayor latencia a la primer inmovilidad y una disminucién del tiempo. Por lo tanto,
estos cambios producidos en ambas variables son indicadores de un efecto antidepresivo. Tal
interpretacion se fundamenta en el esfuerzo que los animales realizan antes de abatirse por la
situacion apremiante, que en el caso particuiar del modelo de nadq forzado, se produce por la
restriccion de espacio, la temperatura y la profundidad del agua. De esta forma, la latencia al”
primer periodo de inmovilidad refleja el tiempo que los .anima!es se esfuerzan por resolver una
situacién apremiante, por lo q.ue un animal muy “motivado” se esforzara por mas tiempo antes

de permanecer inmavil (Contreras y cols., 1995; Espejo y Minano, 1998);

6.2. Efecto de la fase del ciclo estral en la prueba de nado forzado

El propdsito de este experimento fue explorar la posible asociacion entre las
fluctuaciones de las hormonas ovaricas de la rata y los niveles de depresién experimental
(seccion 5.1). Para ello, los animales fueron agrupados de acuerdo a la fase del ciclo estral,

tomando en consideracién que cada una de estas etapas tiene una correspondencia con ciertos
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niveles plasmaticos de estrogenos y progesterona (Freeman, 1988). Encontramos que la
latencia al primer periodo de inmovilidad fue mayor durante las fases de proestro y estro (120
%) con respecto a las otras fases de ciclo, en paralelo con una menor inmovilidad. Asimismo, no
se observaron cambios en la actividad ambulatoria de ios animales en las diferentes fases del |
ciclo, por lo que los cambios en la inmovilidad en la prueba de nado no estuvieron influenciados
por alteraciones motoras. Los resultados obtenidos en la prueba de nado sugieren que durante
el proestro y el estro de la rata es mas dificil provocar desesperanza, un efecto posiblemente
ligado a las concentraciones elevadas de esfrégenos y de progesterona presentes en tales
fases del ciclo reproductivo. Esta afirmacién se basa en las siguientes evidencias: a) el estrés
agudo (choques eléctricos en las patas) favorece un incremento de la inmovilidad en las ratas
en diestro, un efecto que no se produce en las ratas en estro (Marvan y cols., 1997); b) la
ansiedad es menor durante el proestro tardio, un efecto mediado principalmente por la
progesterona (Femandez-Guasti y cols., 1992); ¢) la ansiedad es menor durante la gestacion,
un efecto atribuido al aumento de la concentracién de estrégenos y progesterona‘ (Picazo y
Fernandez-Guasti, 1993); d) durante la gestacién se. produce un aumento de la frecuencia de
reforzamiento én él paradigma diferencial de frecuencia de reforzamiento baja, interpretado
como un efecto antidepresivo. Esto sugiere que la concentracidon mayor de hormenas ovaricas
en el proestro y el estro protege contra algunas consecuencias del estrés, como el aumento del
tiempo de inmovilidad en |la prueba de nado. ElI mecanismo para tal regulacién es desconocido,
sin embargo, podemos sugerir que se establece por acciones de ambas hormonas sobre el
funcionamiento de algunos sistemas de neurotransmisién, por ejemplo, los sistemas

GABAergico y serotonérgico (Lu y cols., 1999).

Majewska (1992) y Pearistein (1995) han propuesto que los trastornos del estado de
animo asociados al parto y al final de la fase lGtea son consecuencia de la abstinencia é las

concentraciones elevadas de progesterona presentes en estas etapas. Algunas evidencias
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experimentales apoyan esta inferencia. El tfratamiento con progesterona en dosis consideradas
fiéiolégicas reduce la ansiedad experimental en la rata; por el contrario, suprimir fa
administracion de la hormona después de haberla administrado en dosis elevadas induce un
incremento de la ansiedad durante el periodo de supresion hormonal (Gallo y Smith., 1993).
Este gsquema de administracién-supresion de pro'gesterona pretende imitar los cambios
hormonales ocurridos en las mujeres, los cuales son parcialmente responsables del sindrome
premenstrual. El mismo efecto sobre la ansiedad (elévacién) se logra cuando se ovariectomizan
ratas a las cuales se les ha inducido un estado de pseudogestacion caracterizédo por
concentraciones elevadas de progesterona plasmatica (Smith y cols., 1998a; 1998b). Hasta el
momento, no se han descrito resultados semejantes usando modelos animales de depresion.
No obstante, en nuestro trabajo encontramos una menor latencia a la inmovilidad en las ratas
en diestro-metaestro en comparacién con el proestro-estro (seccidén 5.1) y un incremento de la
inmovilidad durante el periodo de lavado de progesterona (seccion 5.2), lo cual podria reflejar
una alteracidon conductual asociada al decremento del nivel plasmatico de las hormonas

ovaricas.

6.3. Efecto de la progesterona y el estradiol en la prueba de nado forzado

El propdsito dei segundo experimento fue determinar la participacion de la progesterona
en la reduccién de la inmovilidad observada en las ratas en proestro-estro (5.2). Para ello, se
adminisfraron diferentes dosis de progesterona a ratas ovariectomizadas, basandonos en
aquellas reportadas como efectivas para inducir receptividad sexual en las ratas
ovariectomizadas tratadas previamente con estradiol (Feder, 1981, Freeman, 1988).
Encontramos que la progesterona disminuyé el tiempo de inmovilidad de manera dosis-
“dependiente, sin modificar la actividad ambu[_atoria. El efecto a_nti-inmovilidad de la progesterona
se produjo a partir de la dosis de 0.4 mg/kg, es decir, a una dosis menor que la que induce

receptividad sexual. La explicacion del efecto anti-inmovilidad producido por la progesterona
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esfé relacfonado con las acciones de esta hormona sobre sus receptores intracelulares asi
como sobre los membranales del sistema nervioso central. La progesterona produce diferentes
efectos en el organismo de los mamiferos dependiendo del tejido blanco y del mecanismo de
accion (Brann y cols., 1995; Mahesh y cbls., 1996). Asi, las acciones genomicas del la
progesterona dependen de la secrecion o admi.nistracién previa de estrogenos, los cuales
inducen la producciéon de receptores a progeéterona (McEwen, 1991). Por otra parté,‘ las
acciones membranales de la progesterona son de instauracién rapida (McEwen y Parsons,
'1982; McEwen, 1991). En nuestro trabajo,‘ eI‘ efecto anti-inmovilidad de la progesterona se
produjo dos horas después de la Gltima inyeccion. Dado que las ratas no fueron pre-tratadas
con estradiol, es probabte que las acciones aﬁti-inmoviidad de la progesterona en la prueba de
nado forzado estén reguladas por un mecanismo no-gendmico, en donde el candidato mas
fuerte es el complejo GABAs-benzodiacepina-ionéforo de cloro (Majewska, 1992; Lambert y
cols., 1995; Rupprecht, 1997). Sin embargo, no se descarta la posiblidad de que el efecto
antidepresivo de [a progestérona esté mediado por los receptores intracelulares (McEwen,

1991).

La progesterona y ofras progestinas mas potenies, como su metabolito reducido
alopregnanolona, se unen a un sitio de union a neuroesteroides que posee el receptor GABA,
(Gee y cols., 1988; Lan y cols., 1990), en consecuencia, estas hormonas son capaces de
aumentar |a hiperpolarizacién neuronal producida por el GABA (McEwen, 1991). Por lo que es
posible que el efecto anti-inmovilidad producido por la progesterona en la pruepa de nado se
deba a la interaccion de la hormona con dicho receptor. Tal interpretacién es apoyada
indirectarﬁente por las siguientes observaciones: a) los pacientes deprimidos asi como Ias ratas
desesperanzadas tienen bajos niveles del GABA en el liquido cefalorraquideo (Petty, 1995;
Petty y Sh‘erman, 1982); b) el alprazolam, un derivado de las benzbdiacepinas, se prescribe

como tratamiento en pacientes deprimidos (Petty y cols., 1995) y reduce la inmovilidad en la
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prueba de nado forzado (Cannizzaro y cols., 1995); ¢) la administracién de progeSterOna
directamente en el nucleo septal lateral promueve un efecto anti- inmovilidad que es bloqueado
por Ia inyeccion sustemlca de plcrotoxma (Estrada-Camarena y cols., 2002a). La picrotoxina es
~ un antagonista del canal de cloro acoplado al receptor GABA,, por lo que se concluye que dicho
complejo participa eh el efecto antidepresivo de la progesterona (Estrada-Camarena y cols.,
' 2002a). Tomando como referencia estos resultados, es probable que el efecto antidepresivo.
producido por la administracién sistémica de progesterona esté mediado por el complejo

GABA-benzodiacepina-ionéforo de cloro.

Otro punto a considerar en el efecto anti-inmovilidad producido por la progesterona son
los productos de su metabolismo. Esta hormona es precursora de {a alopregnanolona, un
metabolito reducido coh méyor potencia fisiolégica que la progesterona (McEwen, 1991) y que
se conoce.por sus acciones sedantes, anti-coﬁvu[sivas y ansioliticas (Bitran y cois., 1991b;
Fernandez-Guasti y Picazo, 1995). De hecho, tales propiedades farmacoldgicas se relacionan
con la capacidad de este metabolito de modular positivamente al canal de cloro del receptor -
GABA, (McEwen, 1991) y algunos autores han propuesto que su presencia en el sistema
nervioso central parece cumplir una. funcién de proteccion ante ciertas situaciones aversivas
(Barbaccia y cols., 1996; 1997). Frye. y Walf (2002) demostraron que la aplicacién‘
intrahipocampal o sistémica de finaéteride, un inhibidor de la Sa-reductasa, la enzima que
metaboliza a la progesterona, provoca un aumento de la ansiedad asi como de la desesperanza
determinada en la prueba de nado forzado en' ratas en proestro a las cuales se les habia
dectado concentraciénes altas de alopregnanoloné. Por lo tanto, es probable el efecto anti-
| inmovilidad de la progesterona encontrado en nuestro estudio también se deba a la accion del

metabolito reducido.

En nuestros experimentos de nado forzado no evaluamos el efecto de los estrogenos
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sobre la conducta de inmovilidad. Sin embargo, otros autores han encontrade que la
administracion. crénica (por 7 dias) o. aguda (48 h antes dél registro), de estrégenos naturaies
reducen la inmovilidad en la prueba de nado forzado e incrementa la éonducta de nado
(Estrada-Camarena y cols., 2002b; Rachménn y cols., 1998) de manera semejante a como lo
hacen I_os antidepresivos con afinidad por el sistema serotonérgico (Detke y cols., 1995).
Estrada-Camarena y cols. (2002b) ehcontréron que. la reduccion de la inmovilidad producida por
los estrégenos se bloquea con _WAY 100635 y con RU 58688, antagonista a los receptores 5-
HTia ¥ a estréogenos, respectivamente. Por lo tanto, ambos receptores, el primero de ellos de
tipo mebranal y el segundo de tipo intracelular, partic_ipa'm en el efecto antidepres;ivo_ de los

esirogenos en la prueba de nado forzado.

6.4. Efecto de la Desmetilimipramina en la prueba de nado forzado.

El propésitp de este experimento fue explorar las posiblesi variaciones del efecto
antideprésivo de la desmetilimipramina durante las diferentes fases del ciclo estréi (5.1). La
dosis del antidepresivo {2.5 mg/kg, i.p, por-21 dias) se eligié a partir de un trabajo previo, en el
que el tratamiento de largo plazo con desmetilimipramina incrementd la tasa de disparo de las
neuronas del nucleo septal lateral (Molina y cols., 1998). Esta estructura cerebral es de
paﬁicular importancia para el fendmeno de la depresion dado que participa en las acciones
farmacolc’:giéas de diversas terapias antidepresivas (Contreras y cols., 1989; 1990; 1992). En
nuestro estudio conductual, la desmetilimipramina incrementd (150 %) la latencia al primer
pericdo de inmoviliqlad en la prueba de nado forzado, un efecto considerado como antidepresivo
(vide supra). Se ha establecido que las acciones anti-inmovilidad dela desmetili'mipramina enla
prueba de nado forzado se producen principalmente por cambios en el sistema noradrenérgico
(Page y (:ols., 1999). La desmetilimipramina es un inhibidor potente de 1a recaptura de NA y su

administracién de largo plazo promueve la regulacién a la baja de los receptores #1- y a2-

adrenérgicos (Bergstrom y Kellar, 1979; Argenti y D'Mello, 1994). Mediante experimentos con
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los modelos animales de depresion de bulbectomia y de desesperanza aprendida, se ha
demostrado que estos cambios a nivel de receptores son subyacentes a) efecto antidepresivo

de fa desmetilimipramina (Martin y cols., 1989; Mudunkotwa y Horton, 1996).

Oftros sistemas de neurotransmision, tales como el dopaminérgico, el serotonérgico y el
GABAGérgico, también participan en las acciones antidepresivas de la desmetilimipramina. Se ha
reportado que este triciclico produce liberacién de la DA en la corteza frontal de la rata (Tanda y
cols., 1994) y su efecto antidepresivo evaluado en la prueba de nado forzado es bioqueado
parcialmente por la lesion de las terminales dopaminérgicas (Cervo y Samanin, 1987). El efecto
antidepresivo de la desmetilimipramina en la prueba de nado tambien es bloqueado por
antagonistas para los receptores 5-HTqa vy 5-HT4s, (Detke y cols., 1995a; Redrobe y cols., 1996)
y sus accionés de regulacic’)n a la baja de los receptores 5-HT; son bloguedas por la lesiéon de
las terminales serotonérgicas (Bergstrom y Kellar, 1979). Por lo tanto, la desmetilimipramina
modifica algunos componentes de los sistemas dopaminérgico vy seroton_érgico para producir

sus acciones antidepresivas.

Por otra parte, se ha establecido una relacién entre el efecto antidepresivo de la
~desmetilimipramina y los receptores GABAérgicos. Loyd y cols. (1985) describen que el
tratamiento crénico con este antidepresivo triciclico (18 dias) incrementa la unién de [PH]GABA
en la corteza frontal de la rata, un efecto 'producido por un aumento en la densidad de los
réceptores GABAB.‘ De acuerdo con los autores, los cambios en la densidad de estos receptores
podrian ser considerados como un iﬁdicador de las acciones dé. los antidepresivos. Tal
afirmacién es apoyada por estudios, ya que la administracién de reserpina, un inductor de
depresidn, disminuye la densidad de los receptores GABAg, en tanto que otros farmacos sin
actividad pro- o antidepresiva carecen de efecto sobre la densidad de estos receptores (Loyd y

cols., 1985). En resumen, el efecto antidepresivo producido por la desmetilimipramina en las
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ratas forzadas a nadar se produce principalmente por sus acciones farmacolégicas sobre el

sistema noradrenérgico, con la participacion de otros neurotransmisores.

6.5. Desmetilimipramina y las fases de ciclo estral: efectos en la prueba de nado

El propdsito de este experimento fue explorar los posibles cambios del efecto
antidepresivo de la desmetilimipramina por influencia del ciclo estral. Nuestros resultados
indicaron el efecto antidepresivo producido por este compuesto fue de igual magnitud en todos
las ratas hembras sin importar la fase del ciclo en que se encontraban (seccién 5.1). La
explicacion de |a falta de-interaccion entre ambos factores posiblemente se relaciona con la
dosis utilizada, la cual fue efectiva para reducir el tiempo de inrﬁoviiidad y aumentar {a latencia
a la primer inmovilidad atn en las fases del ciclo caracterizadas por bajas concentraciones
hormonales ovaricas. Este resultado puede representar una ventaja_terapéutica, dado que es
posible que el efecto antidepresivo de la desmetilimipramina llegue a establecerse sin importar
la condicién endocrina, sin embargo, se requiere de otfos experimentos para establecer la
_ relacién precisa entre las hormonas ovaricas y los tratamientos antidepresivos en los 'modelos

animales de depresion.

6.6. Efecto ansiolitico de la Desmetifimipramina en dos modelos de ansiedad: la prueba

de enterramiento defer?sivo y el laberinto elevado en cruz.

La desmetilimipramina es un antidepresivo triciclico que tiene adicionalmente
propiedades ansioliticas hasta ahora sélo evaluadas en ratas macho (Bodnoff y cols., 1988;
1989; Fontana y cols., 1999; Hascoet y cols., 2000; Laino y cols., 19¢3). Para nuestro
experimento, exploramos el efecto ansiolitico de la desmetilimipramina en ratas hembras
ovariectomizadas e intactas con el propésito de detectar los posibles cambios en estas acciones
por influencia de las hormonas ovaricas (seccion 5.3). Encontramos que la desmetilimipramina

(2.5 mg/kg, por 21 dias) redujo ia ansiedad en las hembras ovariectomizadas, tanto en el
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laberinto elevado en cruz como en la prueba de enterramiento defensivo. Es importante |
mencionar que el efecto dei tratamiento agudo con la desmetilimipramina es ansiogénico
(Suranyi-Cadofte, 1990) en contraposiciéln al tratamiento crénico, que es ansiolitico (Bodnoff y
cols., 1988; 1989, Lainoy cols-., 1993). Dado que este compuesto triciclico bloquea la recaptura
de NA, la administracion aguda incrementa la disponibilidad del neurotransmisor, promoviendo
asi el aumento del estado de alerta, asi como los sintomas periféricos de lé ansiedad
(taquicardia, sobresalto, entre otros). Con el tratamiento dé largo plazo se produce la
estabilizacion del sistema noradrenérgico, mediante la reguIaCién a la baja de los receptores 31-
y a2-adrenérgicos (Stahl, 1998a). Es posible que esté cambio sea el que subyazca, al menos
de manera parcial, al efecto ansiolitico de la desmetilimipramina. Otras posibles vias de accién
involucran la interaccidon dei triéiclico con el sistema GABAérgico, el cual esti intimamente

relacionado con la ansiedad (vide infra).

.En el Iabe.rinto elevado en cruz, la desmetilimipramina carecid de acciones ansioliticas
en las hembras en las diferentes fases del ciclo estral (seccion 5.3); sin embargo, -en el grupo
| control {inyectado con el vehiculo NaCl 0.9 %) se encontré una diferencia entre las hembras
ovariedomizadas y las ratas intactas. Las hembras ovariectomiz.adas.permanecieron un tiempo
breve en los brazos abiertos (<56 %) en tanto que las hembrés intactas permanecieron
apfoximadamente el 15 % del tiempo de prueba en el brazo abierto del laberinto. Tal diferencia
hace suponer que las hormonas secretadas por los ovafios_ofrecen alguna proteccién ante
“situaciones apremiantes, que en este modelo estan dadas por los brazos del laberinto que
carecen de proteccion (Handley, 1991). Por otro lado, una posible explicacién para la carencia
de efecto ansiolitico de la desmefi[imipramina en Ias hembras intactas puede relacionarse con la
intensidad del estimulc generador de ansiedad, asi como con el tipo de respuesta emitida por
los animales de acuerdo al paradigma utilizado. De acuerdo con Handley (1991), la preséncia

de un estimulo muy agresivo, como los choques eléctricos, favorece la deteccién de los efectos
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ansioliticos de una gama de compuestos mas amplia. En la prueba de enterramiento defensivo,
los animales son confrontados con un electrodo que es reconocido como un .elemento aversivo,
desencadenando Ia expresion de una conducta activa -el enterramiento- que refleja el estado
ansioso (Handley, 1991). En el laberinto elevado, los animales son colocados en un ambiente
e_xtrgﬁo que [es provoca curiosidad, sin embargo, la escasa proteccion de los brazos abiertos
les induce a explorar sdlo el area cubierta. El estimulo aversivo del espacio es menos agreé.ivo
que el de un choque eléctrico. Estas diferencias podrian explicar la ausencia de efecto
ansiolitico de los agonistas serofonérgicos (Handley, 1991) y de la desmetilimipramina en el

laberinto elevado en cruz (seccion 5.3).

En el modeio de enterramiento defensivo, la desmetilimipramina administrada
cr6nicamente provoco que un porcentaje alto (60 %) de las ratas en proestro no desplegaran la
conducta de enterramiento. E! 40 % restante tuvo niveles bajos de ansiedad 'experiniental
(disminucion del tiempo de enterramiento), en paralelo con una disminucién de la reactividad
(aumento de la latencia de enterramiento). En el estro, los resultados siguieron la misma
tendencia aunque con menor magnitud. Dado que en esta fase del ciclo, asi como en el
proestro, existe una maximizacion de los efectos de la desmetilimipramina, la participacién de
las hormonas ovéficas en tales acciones parece ser relevante (vide infra). La dosis de
desmetilihipramina utilizada redujo la actividad ambulatoria de todos los animales
independientemente de su estado enddcrino. Sin embargo, este tratamiento no afectd ia
.coordinacién motora (seccién 5.3), por lo que podemos asegurar que la desmetilimipramina

produjo acciones ansioliticas sin efectos inespecificos sobre el sistema motor.

6.7. Modulacion hormonal ovérica del efecto ansiolitico de la desmetilimipramina: papel
del estradiol y de la progesterona.

En el dltimo experimento realizado (seccién 5.4) observamos que |a progesterona facilité
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el efecto ansiolitico de dosis sub-um.braies de la desmetilimipramina, lo cual se puso de
manifiesto con una reduccién de la conducta de enterramiento defensivo. Varios autores han
demostrado que los efectos ansioliticos, sedantes y anticonvulsivantes de la progesterona estan
regullados por la éstimulacién del receptor GABAA'(Bitran y cols., 1993; 1995; Majewska, 1992).
Asi mismo, Suranyi-Cadotte y cols. (1984) hén reportado que la desrﬁetilimipramina
administrada crénicamente reduce la unién especifica de l[3SS]-t-butiI-biciclofosforotionato al
canal de cloro, por lo que proponen que el efecto ansiolitico de _|a desmetilimipramina esta
mediado por un aumento en la capacidad del complejo-receptor GABAa-benzodiacepina para
generar corrientes de cloro (Suranyi-Cadotte, 1990). Con estas bases, podemos sugerir que la
facilitacion del efecto ansiolitico de la desmetilimipramina por la progesterona esta posiblemente

mediado por el sistema GABAérgico.

Otra explicacidn involucra la regulacion que los esteroides ovaricos ejercen sobre la
actividad secretora del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal. Los modelos animales de ansiedad se
_basan en la aplicacidon de un estimulo estresante que incrementa la actividad de d.icho eje,
comenzando por un aumento de la secrecion del Factor Liberador de Corticotropina (Takahashi
y cols., 1985; Koob, 1599; Korte, 2000). Este péptidé genera ansiedad cuando es administrado
por via icv. y sus efectos se abaten con ansioliticos, antidepresivos como la
desmeti!imipram‘ina y por las hormonas esteroides (Owens y Nemeroff, 1991; Korte, 2000). De
estas ultimas, se ha demostrado que la alopregnanoclona contrarresta la ansiedad producida por
el Factor Liberador de Corticotropina, é través de una lregu!acién a la baja del RNA mensajero
que codifica para este péptido y, en consecuencia, de la cantidad de| péptido liberada {Patchev
y cols., 1994). Por ello, es probable que la progesterona -y su metabolito reducido- haya
facilitado las acciones ansioliticas de la DMI via la regulacién de la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal. Este mecanismo también pudiera subyacer a las acciones antidepresivas de

la progesterona {seccién 5.2), ya que en el modelo de nado forzado el estrés generado durante
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la pre-prueba hace que se parta de un sistema con un eje hipota'lamo-hipéﬁsis—adrenal
hiperactivo (Kirby y cols., 1995; 1996; 1997) y susceptible de ser modificado por la

progesterona.

| En contraste con la progesterona, los estrégenos per se carecen de actividad ansiolitica
(Bitran y cols., 1991; Fernéndez—Guasti y Picazo, 1992). Sin embargo, el estradiol facilité el
efecto ansiolitico de dosis sub-umbrales de la desmetilimipramina sin aitera;r la reactividad al
estimulo aversivo (secﬁién 54). Tai facilitacién fue de méyor magnitud que la producida por
progesterona. Estos resultados sugieren, que ademas de la progesterona, el estradiol también
participa en el aumento del efecto ansiolitico producido por la desmetilimipramina durante las
fases de proestro y. estro de la rata. En nuestro estudio, la administracion secuencial de
estradiol (4 ug) y progesterona (0.5 mg), en un esquema de tratamiento que produce en las
hembras el estro conductual, carecido de efecto ansiolitico en el modelo de enterramiento
defensivo. Como sucedio en el caso del estradiol, tal combinacion hormonal también facilito las
acciones ansioliticas de la desmetilimipramina (1.25 mg/kg, ver seccién 5.4). Dado que esta
respuesta fue semejante a aquella generada por la combinacién. de estradiol mas el triciclico -

(1.25 mg/kg) y mayor que la producida por progesterona y la desmetilimipramina, podemos

sugerir que en la combinacién hormonal, el estradiol es la hormona determinante.

El mecanismo responsable de! efecto ansiolitico de la combinacion de estradiol y la
desmetilimipramina (seccién 5.4) posiblemente involucra a diferentes tipos de receptores
neuronales, por ejemplo, los receptores a estrégenos y a alguhos neurotransmisores que
participan en la regulacion de la ansiedad. El mecanismo de accidn de los estrégenos inicia con
la union de la hormona a sus receptores los cuales estan ubicados en ei citoplasma de las
células. Una vez unido, el complejo hormona-receptor llega ai nucleo y mediante un mecanismo

gendomico, favorece la sintesis de nuevas proteinas (Bethea y cols., 19989). Para nuestro
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expérimento,_ los animales fueron tratados por 21 dias con desmetilimipramina (0.625 6 1.25
mg/kg) y 44 hrs antes del registro (dia 19 del tratamiento con el triciclico) se administrd
estradiol. De acuerdo con la literatura, esté periodo es suficiente para inducir la sintesis de
nuevas proteinas, entre las cuales estan inclﬁidos los receptores a proges_terona (Bethea y
cols., 1999), asi como receptores GABA, (Canonaco y cols., 1993), 5-HT, (Biegon y cols., 1982;
1986) y 5-HT, (Sumner y Fink; 1995). Por lo tanto, es posible que la facilitacién del efectd
ansiolitico de ia desmetilimiprarhina a la dosis mas baja utilizada (0.625 'mg!kg) se deba a que
los estrégenos indujeron la sintesis de nuevos sitios de unién para la desmetilimipfamina, a
través de sus acciones genémicas. Para comprbbar dicha hipétesis es necesario evaluar la
combinacion de estos tratamientos, estrégendé mas desmetilimipramina, en animales que

reciban ademas un bloqueador de los receptores a estrogenos, como el RU 58688.

En esta linea de evidencias, se ha descrito que el tratamiento con estrégenos
incrementa ios sitios de unién especificos a muscimol, diacépam y terbutil-biciclo-fosforotionato,
sin modificar su afinidad, es decir, el estradiol aumenta el niUmero de receptores GABAA {Pérez
y cols., 1987; O'Connor' y McEwen, 1988). Si consideramos que la 'de'smeti[imipramina
administrada crénicamente incrementa la capacidad del GABA para generar corrientes
{Suranyi-Cadotte, 1990), podemos especular qué el triciclico encontré mas receptores GABA,
sobre los cuales ejercer sus acciones y en consecuencia, promover un efecto ansiolitico mas

significativo.

Por otro lado, tanto la desmetilimipramina como el estradiol moduian el funcionamiento
de las monoaminas a diferentes niveles. Se ha descrito que los estrégencs inhiben la actividad
~de la monoaminooxidasa, la enzima que degrada a las mondaminas, lo cual favorece la
permanencia de [os neurotransmisores en la sinapsis (Chakravorty y Halbreich, 1997; Rubinow

y cols., 1998). Asi mismo, la inyeccibn sistémica y aguda de estradiol incrementa
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temporalmente la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa (paso limitante para la sintesis de
catecolaminas) en el hipotalamo de la raté (Kizer y cols., 1974). En el cobayo, el tratamiento de
fargo plazb (28 dias) con estradiol incrementa la cantidad de la enzima triptofano hidroxilasa
(paso limitante para la sintesis de 5-HT) y este efecto no es mayor‘ con la administracién
’ secuencial de estrégenos y progesterona (Lu y cols., 1999). Por.lo tanto, los estrég'enoé

modulan tanto la sintesis como la degradacion de la monoaminas cerebrales, procesos que, a
su vez, son alterados por el tratamiento crénico con desmetilimipramina. Estos cambios
bioquimicos podrian ser parciaimente responsables del incremento de la potencia ansiolitica de

ta desmetilimipramina por accién de los estrégenos (seccién 5.4).

La interaccién entre los sistemas noradrenérgico y serotonérgico también resulta de
interés. Se ha descrito que el tratamiento crénico con desmetilimipramina prodUcé una
hiposensibilidad de los receptores a2-adrenérgicos del hipocampo de la rata. l.a estimulacion
de estos receptores inhibe la liberacién de 5-HT, por lo que‘el tratamiento crénico con este
antidepresivo triciclico favorece un aumento de la liberacién de la 5-HT en el hipdcampo
(Yoshioka y cols., 1995). De manera semejante, la administracion repetida de clonidiha, un
antagonista o2-adrenérgico, genera hipoactividad motora como consecuencia de la
desensibilizacion de estos receptores adrenérgicos. La admin.istracién conjdnta de clonidina y
estrégenos acorta el tiempo en que se da dicha respuesta, sin modificar la intensidad de! efecto
producido por la clbnidina {Heal y cols., 1988). Por lo tanto, podria pensarse que el tratamiento.
estrogénico aplicado a las rataé impregnadas con desmetilimipramina modu'la fa expresion de la
ansiedad experimental (seccion 5.4) a través de interacciones entre los neurotransmisores NA y

5-HT. Esta posibilidad serd explorada a futuro.

Los resultados conductuales producto de las interacciones ocurridas entre las hormonas

ovaricas, los antidepresivos y los efectos producidos por ambos, pueden ser explicados a la luz
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de la teoria de Duman (1997). Conocemos que las terapias antidepresivas de tipo
farmacoldgico asi como la terapia electroconvulsiva producen un aumento del Factor
Neurotréfico Derivado del Cerebro y de la expresién de su receptor (frkB) en el hipocampo de Ia
rata (Nibuya y cols., 1995). Estos cambios se relacionan directamente con el efecto
antidepresivo, ya que la administracion del Fa_ctor Neurotréfico Derivado del Cerebro produce
un efecto antidepresivo en algunos modelos animales como la prueba de nado forzadoe y el
modelo de desesperanza aprendida (Siuciak y cols., 1997; Shirayamé_y cols., 2002). A nivel
neuronal, este factor de crecimiento aumenta el crecimiento de las neuronas sérotonérgicas y
noradrenérgicas y las protege contra el dafio prodiJcido por neurotoxinas (Mamounas y cols.,
1995). Por lo tanto, es probable que los efectos. ansiolitico y antidepresivo producidos por el
tratamento de largo plazo con desmetilimipramina se deban a los cambips neuronales llevados .
a cabolmediahte este mecanismo. De manera similar, los estrégenos incrementan la expresion
del Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro en tanto que la ovariectomia la disminuye en el
hipocampo y en la corteza frontal'(Singh y cols., 1995). Notablemente, este efécto intracelular
producido por los estrogenos se obtiene con la administracién aguda de la hormona, lo cual
coincide en cuanto a temporalidad con los resultados de nuestros experimentos. Asi, el efecto
-ansiolitico del tratamiento de largo plazo con desmetilimipramina fue obtenido después de t_rés
semanas de tratamiento y facilitado en mayor grado por el estadiol y en menor grado porrla

progesterona, posiblemente via este mecanismo.

Los resultados obtenidos en los experimentos de esta tesis nos permitieron conocer las
variaciones conductuales producidas por las hormonas ovaricas, en la ansiedad y la depresién
experimentales. Las concentraciones altas de estradiol y progesterona tipica's de las fases de
proestro y ‘estro favorecier_on la disminucién de la depresidn experimental, en tanto que los
niveles hormonales bajos no produjeron el mismo efecto. Estos resultados en conjunto con Ios.

de la literatura permiten sugerir que las hormonas ovaricas protegen al organismo de las
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consecue_ancias de algunos eventos estresantes o daninos. Por otra parte, ias acciones de la
desmetilimipramina sobre la depresion y la ansiedad experimentales en ratas hembras intactas,
variaron de acuerdo con el modelo animal utilizado. Lbs efectos farmacologicos oscilaron desde
la ausencia (laberinto de brazos elevados) pasando por un efecto positivo sin interaccion
‘hormonal (prueba de nado)} hasta un efecto positivo con interaccion hormonal (enterramiento
defensivo). Estos resultados evidencian que el estradiol y la progesterona, presehtes de manera
natural en las ratas hembra o administrados de forma exégena, modifican los efectos de este
compuesto. Tal hecho resulta de interés si se considera que una gran proporcién de los
individuos que consumen estos medicamentos son mujeres, quienes tradicionalmente reciben
dosis de antidepresivos determinadas en los hombres para la terapia de los trastornos afectivos.
Estos resultados invitan a realizar ajustes en la ddsificacién de aquellos farmacos prescﬁtos

para el tratamiento de los desérdenes afectivos en pacientes del sexo femenino.
6.8. Conclusiones

1. Las hormonas ovéricas participan en la desesperanza conductual en la rata determinada
mediante el uso de un modelo dti para ensayar antidepresivos y que se basa en la
produccion de desesperanza. Asi, el aumento en la concentracién plasmatica de estrogenos

y progesterona, como ocurre en el proestro, propicia niveles bajos de desesperanza.

2. La desmetilimipramina produce un efecto anti-inmovilidad en las ratas hembras, que es

independiente de los cambios en la concentracion de las hormonas ovaricas.

3. La progesterona participa en la reduccion de la desesperanza que se manifiesta

espontaneamente en [as fases del proestro y estro.
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4. E| tratamiento crénico con la desmetilimipramina produce un efecto ansiolitico que no

depende de la condicidén endocrina.

5. Las hormona ovaricas modulan la magnitud del efecto ansiolitico de la desmetilimipramina en
el modelo de enterramiento defensivo. De tal forma que, la elevacién espontanea de la

concentracién de estradiol y progesterona (estro conductual) incrementa dicho efecto.

6. El estradiol, la progesterona o la combinacién de ambas hormonas en un esquema de
administracion que simula el estro conductual, facilitan el efecto ansiolitico de la
desmetilimipramina, de tal forma que una dosis sub-umbral se convierte en una dosis

efectiva.

7. El estradiol es la hormona crucial para facilitar el efecto ansiolitico de la desmetilimipramina.
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APENDICE |

Farmacos antideprésivos

Los farmacos antidepresivos estan clasificados en 7 categorias dependiendo del
mecanismo de accion a través del cual producen su efecto farmacolégico. Existen dos tipos de
antidepresivos clasicos: los. triciclicos y los inhibidbres de la monoamincoxidasa (IMAO’s). Las -
cinco clases de nuevos antidepresivos incluyen a los inhibidores selectivos de ia recaptura de 5-
HT, los inhibidbres (mixtos) de [a recaptura de NA/5-HT, los inhibidores de la recaptura de 5-
HT/NA/DA, los antagonistas 5-HT./inhibidores de la recaptura de 5-HT y los antagonistas o2~
adrenérgicos/antagonistas 5-HT; y 5-HT. (Stahi, 1998a). A continuacion se describen las

- generalidades de cada tipo de antidepresivos.

Antidepresivos tnciclicos

Estos'compuestos reciben su nombre por las caracteristicas de su estructura quimica,
formada por tres anillos. Quimicamente se clasifican en iminodibenzilos (imipramina,.
desipraminé y clorimiprarﬁina) y en los dibenzocicloheptadienos, como la amitriptilina, la
nortriptilina y la protriptilina (Baldessarini, 1996). Estos compuestos son clinicamente efectivos y
la mayor parte de ellos han sido ensayados en modelos animales de depresién, lo que ha
permitido discernir su mecanismo de accién. Por ejemplo, la imipramina es un-inhibidor de la
recaptura de 5-HT y en menor grado de NA y DA, la desipramina es uh potente inhibidor dé la
recaptura de NA pero cor; alguhos efectos sobre DA, 5-HT (Blier y de Montigny, 1997, Zangen y
cols., 1997) y GABA (Squares y Saederup, 1988). Este tipo de anﬁdepresivos provocan efectos
colaterales severos, tales como aumento del peso corporal, constipacién, vision borrosa,
hipotension y sequedad de la boca. Estos efectos son producto de sﬁs acciones como antj-
colin.érgic;os y bloqueadores de los receptores histaminérgicos H;. Ademas, la inhibicion de los
canales de sodio por sobredosis de antidepresivos friciclicos causa arritmias y efectos

cardiacos que pueden ser letales (Stahl, 1998a).
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Inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAQ)

Estas drogas forman un grupo quimicamente heterogéneo que comparte la propiedad de
unirse a la enzima monoamino-oxidasa_(MAd) impidiendo la degradacién de las monoaminas 5-
HT, DA y NA. La MAO se localiza en la membrana de las mitocondrias de las terminales
sinéptidas y del higado. Algunos IMAOs, como la tranilciprorhina, la fenelzina y la
iéocarboxazida, se unen de manera irreversible a la MAO, en tanto que otros, como la
moclobemida y el deprenil, se unen de forma reversible (Baldessarini, 1996). Durante muchos
anos, los IMAOs junto con la imipramina, fueron los unicos medicamentos disponibles con
acciones antidepresivas; sin embargo, los efectos téxicos de los primeros, asociados a la

ingesta de alimentos ricos en tiramina, provocaron muchas muertes por crisis hipertensivas.

Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS).

Los ISRS son en la actualidad los farmacos de mayor prescripcion para el tratémiento de
los desérdenes depresivos (Stahl, 2000). Los ISRS que estan en el mercado son la fluoxetina,
la paroxetina, la sertralina, la fluvoxamina y el citalopram, los cuales tienen la enorme ventaja de
contar con un amplio margen de seguridad y de producir pocos efectos colaterales, como
disminucién del apetito, pérdida de peso, disminucién de la libido, disfuncion sexual, disturbios
del suefo y ansiedad, que se atribuyen a la estimulacion de los receptores 5-HT, y 5-HT;,
(Stahl, 2000) El mecanismo de accion de los ISRS es a través de inhibir selectivamente al
transportador de 5-HT. Esta accion causa un repentino incremento en la cantidad de 5-HT
disponible en el espacio intersinéptico a \nivel de los nucleos _del rafe, provocando una
desensibilizacion de los receptores 5-HTia somatodendriticos. El tratamiento a largo plazo
 facilita la transmision serbtonérgica que llega a diferéntes estrucfuras cerebrales, entre ellas a

las relacionadas con la depresion (Blier y de Montigny, 1997; 1988).
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Inhibidores de fa recaptura de NA/DA 6 5-HT/NA/DA

El bupropién es un farmaco antidepresivo que inhibe la recaptura de las catecolaminas
pero no afecta .ia transmision serotonérgica (Vetulani y Nalepa, 2000). Por sus acciones sobre el
sistema dopaminérgico, este antidepresi\ro restablece las funciones reguladas' por este
neurotransmisor, por ejemplo, la funcién sexual, el patron de suefio, la lentitud cognitiva y la
locomocion. Dado que la dopamina esta involucrada en la motivacién, el bupropién es util para
reQertir la anhedonia, un sintoma medular en los desérdenes depresivos; asi mismo, puede ser
usadd como un medicamento de apoyo para aquellos individuos fumadores, que se encuentran
en el periodo de ébstinencia a la nicotina. La inhibicién de la recaptura de NA puede ocasionar
naliseas € insomnio (Stahl, 1998a). Por otro lado, el antidepresivo que inhibe la recaptura de 5-
HT/NA/DA es la venlafaxina, que a dosis bajas promueVe el blogqueo de la recaptura de 5-HT,
en tanto que el incremento gradual de la dosis bloquea la recaptura de NA y posteriormente de
DA (Beique y cols., 1999). El mecanismo de accidén asi como los efectos colaterales son los

mismos que para los ISRS o para el bupropién.

Aﬁtidepresivos atipicos

Antagonismo del 5-HT, e inﬁibicién de la recaptura de 5-HT

Son ejemplos clasicos la trazodona y la nefazodona. Ademas de la desinhibicion de [a
transmision serotonérgica, estos farmacos bloquean a los receptores post-sinapticos 5-HT.,.
Esta diferencia es importante al compararia con los ISRS, los cuales estimulan a los receptores
5-HT,, una accion responsable de los efectos colaterales de los ISRS (Vetulani y Nalépa, 2000;

Stahi, 2000).

Antagonismo a2/antagonista 5-HT, y 5-HT;
La mirtazapina es un compuesto cuya accion principal es bloquear el receptor oy-

adrenérgico, lo que a su vez facilita la transmisiéon de 5-HT y NA. Este farmaco no produce

61



efectos adversos sobre el sistema gastrointestinal, ni alteraciones del suefio o de las funciones
sexuales, lo cual esta mediado por sus acciones antagénicas en los receptores 5-HT, y 5-HTs,.
Un efecto colateral es el aumento de peso, lo cual se propicia por las propiedades

* antihistaminicas de la mirtazapina (Stahl, 1998a; 2000).
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APENDICE Il

Farmacos ansioliticos

La ansiedad es susceptible de disminuir después de la administracion de los farmacos
ansioliticos. Estos compuestos se dividen en tres tipos: los ansioliticos clasicos como las
benzodiazepinas, los antidepresivos triciclicos o ISRS administrados a largo pIa'z'o‘y los
agonistas parciales del receptor 5-HTia. ‘A continuacion se describen brevemente las -

prbpiedades de cada tipo de farmacos.

Benzediacepinas (BDZ)

l.a sintesis y posterior aplicacion de las benzodiacepinas como tratamiento ansiolitico ha
permitido determinar algunos de los componentes centrales involucrados en los trastornos de
ansiedad. Desde tempranas investigaciones se demostrd qué es necesaria la presencia de
GABA para las acciones de las benzodiazepinas, posteriormente se descubri;’) que las
benzodiazepinas se unen a un sitio de reconocimiento para benzodiacepinas ubicado en el
receptor GABAa. La interaccidn con este receptor media sus efectos ansioliticos, sedantes y

como relajante muscular (Haefely, 1994).

Antidepresivos

Diversas investigaciones clinicas 'han revelade que la administracién crénica de
antidepresivos triciclicos asi como de ISRS promueve una reduccion de la ansiedad (Nutt y
Glue, 1991; Tyrer y Tyrer, 1994). Al inicio del tratamiento con antidepresivos se produce un
estado ansiogénico que posteriormente se abate con la administracion prolongada del
medicamento (Stahl, 1998a). Los reportes clinicos sefialan que los antidepresivos disminuyen la
ansiedad en pacientes con desorden de panico (McDougie y cols., 1993; Lydiard y cols., 1993},
de ansiedad gen'eralizada,obsesivo-compulsivo y alin en sujetos con traStornds alimenticios. Su

eficacia es superior a la del placebo y de las benzodiacepinas (Nutt y Glue, 1981).
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Agonistas del receptor 5-HT 4

El primer agonista 5-HT44 lanzado al mercado fue !é buspirona (BUSPAR), iniciaimente
como tratamiento para la ansiedad. Todas las azapironas, como |a buspirona, la ipsapirona y la
gepirona producén un metabolito comun, 1(2-pirimidinil)piperazina (1-IPP), el cual es uﬁ
‘antagonista a2-adrenérgico. Ademds, algunas azapironas ta‘mbiéh son antagonistas
dopaminérgicos, por lo que es dificil atribuir sus propiedades ansioliticas sélo a su influencia

sobre el sistema serotonérgico (Deakin, 1994).
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APENDICE III

Modelos animales de ansiedad

Los modelos animales de ansiedad se clasifican de acuerdo con el procedimiento usado
para inducir el eétado ansioso. La clasificacion mas comin engloba a los modélos basados en
procedimientos de conflicto o de castigo‘, mientras que ofra incluye a los modelos que
aprovechan reacciones innatas. A continuacién se describen algunos de los procedimientos
mas ulilizados en la investigacion de los compuestos ansioliticos y de los sustratos

anatomofuncionales de |a ansiedad.

Pmcedimieﬁtos de castigo o pruebas de conflicto

Estos inician con la presentacion de un estimulo aversivo que es contingente con alguna
conducta del animal, pof ejemplo, la ingesta de agua o de alimento, en contingehcia con
choques electricos. La frecuencia de tal conducta es reducida o incluso abolida por efecto del
castigo. Se denomina prueba de confiicto porque los animales se encuentran entre dos
motivaciones opuestas: una motivacion positiva, que generalmente es hambre, sed o0 deseo de
explorar y una motivacion negativa, que en este caso es el miedo a recibir el castigo. En sujetos
sin tratamiento, el miedo provoca que la conducta (ingi_esta de agua, alimento o exploracion) se
suprima, en tanto que con un _tratamiento ansiolitico, la frecuencia de la conducta se
incrementa. Este efecto farmacoldgico ocurre a pesar de qﬁe el castigo aumente en intensidad

o en frecuencia (Commissaris y Fontana, 1991; Sanger, 1991).

Modelos de ansiedad no condicionados

Estas pruebas se basan en las respue‘stas de los animales emitidas ante estimulos
potencialmente peligrosos, que en la naturaleza son los depredadores, algunos objetos que
puedan hacerles dafo o los conespecificos. En los modelos animales, los estimulos utilizadds

son, por ejempio, los choques eléctricos de bhaja intensidad, la luz brillante, los espacios
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abiertos, la presencia de un conespecifico deséonocido o la separacion de los crias de su
madre, entre otros. En estos modelos, los ansioliticos revierten las conductas que sé consideran
un reflejo del estado de miedo de los animales (Treit, 1994). Algunos modelos incluidos en esta
categoria son:

Conducta exploraforia

Estas pruebas se realizan én dispositivos como los laberintos en forma de Y, las cajas
de dos compartimentos y las arenas que permiten la locomocion libre (campo abierto). En estos,
se observan y cuantifican las conductas que reflejan exploracion o ambulacién. La ventajas de
estas pruebas es que son rapidas, faciles de realizar, el equipo es econdmico y no requieren del
entrenamiento de los animales. La base biologica para esfas pruebas es que los roedores
tienen uné fuerte inclinacién a explorar los objetos y los Iuggres novedosos, sin embargo, esta
misma n.ovedad les induce miedo, lo cual suprime la exploracidén o produce evitacién activa de ‘
la situacion novedosa. Los ansioliticos incrementan la exploracién en estos ambientes poco
conocidos (Treit, 1994) |

Interaccién social

Estos modelos consideran que las conductas expresadas .por los foedores en un’
contexto social son alteradas por el ambiente. Un ambiente novedoso, por ejemplo, las arenas
de campo abierto las cuales son distintas a su caja de alojamiento, es un factor que inhibe la- -
interaccién social. Los_ animales dejan de recdnocerse por el oifato, dejan de jugar y se abole
todo contacte fisico, en tanto que que los ansicliticos facilitan la interaccién social (Koob y cois.,
1998).

Vocalizaciones ultrasénicas.

Las crias de las ratas emiten vocalizaciones ultrasénicas (35-45 KHz) cuando son
separadas temporaimente de su madre. Esta separacién acarrea consecuencias severas para
las crias, como la desnutricion y la disregulacién de fa temperatura corporal. Por esto, tales

“lamadas” constituyen el Unico recurso de cria para solicitar ayuda de la madre. Los
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ansioliticos disminuyen el nimero de las vocalizaciones en tanto que los ansiogénicos las
incrementan. Este' modelo permite la deteccidn de los substratos neurales que participan en la
.ansiedad, sin embargo, una desventaja es que depende de |a ontogenia de los sistemas de

neurotransmision que se deseen abordar (Insen y Winslow, 1991).
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APENDICE IV

Modelos animales de depresion

Los modelos animales de depresion se clasifican de acuerdo al procedirhientq que
genera el estado “depresivo” o de désesperanza. Existen_ modelos de e#trés agudo, de estrés
cronico, de estrés social, o aquellos qué involucran procedfmiento.s quimicos 6 quirtrgicos

(Willner y Muscat, 1991).

Modelos de estrés agudo

En los humanos, el estrés incontrolable produce consecuencias debilitantes, incluyendo
- la aparicion de un estado depresivo. Tomando esta idea como punto de partida, Seligman
(1975a; 1975b) disefié un procedimiento para reproduciri estas condiciones en los animales, que
consiste en la aplicaciéon aguda de choques eléctricos inevitables. Tal evento deteriora el
aprendizaje de estrategias Otil_és para escapar de una situacion aversiva. Por estas condiciones,
el modeio recibe el nombre de desesperanza aprendida (Seligman y cols., 1975a; 1975b).
- Ademas del deterioro del aprendizaje, el estédo de desesperanza produce un decremento de la
tasa de auto-estimulacion intracraneal en las areas relacionadas con la recompensa. Estos
efectos pueden ser revertidos por diferentés antidepresivos como {os triciclicos y los inhibidores

de la recaptura de 5-HT (Willner, 1994).

Otros modelos, como la prueba de nado forzado (Porsolt y col., 1979) y la prueba de
suspension del rabo (Stéru y cols., 1985) son sensibles a los antidepresivos y producen pocos
falsos positivos (Porsolt y Lehégre, 1992). La prueba de suspensién del rabo consiste en
sostener a los ratones por la cola; los animales forcejean durante algunos segundos hasta que:
permanecen quietbs. Esta quietud ¢ inmovilidad es considerada como un indicador de
abatimiento (depresion experimental), que puede ser revertido por los antidepresivos.

Conceptuaimente la conducta de inmovilidad es semejante a la desesperanza aprendida en que
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los animales son expuestos a situaciones de las que no pueden escapar (Porsolt y Lenegre,
1992). Los antidepresivos reducen la inmovilidad e incrementan las conductas que reflejan

esfuerzo (Steru y cols., 1985).

Modelos de estrés cronico (estrés ligero)

El méé conocido involucra la aplicacion cronica, durante tres a nueve semanas, de
diferentes estresores, por ejemplo, privacién de agua o alimento, cambios en el fotoperiodo,
inmovilizacion en pequefias camaras, descenso de la temperatura ambiental, cambio de los
compaiieros de caja, entre otros. Estas condiciones inducen alteraciones en la Ioéomocién,
incremento en {os niveles plasmaticos de corticosterona, decremento en el consumo de solucién
azucarada (interpretado como anhedonia) y disminucion de |a tasé de autoestimulacion
intracraneal. Los tratamientos antidepresivos revierten estas deficiencias cdnductUales

provocadas por el estrés cronico (Willner y Muscat, 1991; Willner, 1994; 1997).

- Modelos de estrés social

En los primates, la separacion de los infantes de la madre induce en los primeros una
serie de conductas de protesta y desesperanza: agitaciéon, disminucion del suefio,
vocalizaciones, decremento del juego, del apetito y de la interaccién social. Tales alteraciones
conductuales se correlacionan con la disminucién. de [os niveles de NA en el liquido
cefalorraquideo. Los antidepresivos revierten la intensidad y la frecuencia de las conductas que
reflejan depresion (Wiliner, 1994). Por otro lado, en los roedores, el sometimiento de individuos
de baja jerarquia por otros de elevada jerarquia, genera en los primeros un aumento de la
conducta pasiva. Si estos animales se evélL’qan en otras pruebas exhiben un aumento de la
inmovilidad en la prueba de na;qo forzado y un decremento de la exploracién y de la actividad

ambulatoria. Estas condiciones son revertidas por los antidepresivos (Weiss y Kiits, 1998).
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Modelos quimicos

La administracion de clorimipramina (15 mg/kg), un antidepresivo triciclico que bloquea
la recaptura de 5-HT, a ratas recién nacidas (8-21 dias) induce en la madurez las siguientes
caracteristicas: disminucion de la actividad sexual, de la tasa de autoestimulacion intra-craneal,
de la conducta agresiva, alteraciones del patron de suefo e hiperactividad. Este deterioro
generalizado refleja un estado “depresivo” semejante al presentado por los humanos.
Nuevamente; los antidepresivos efectivos revierten tales cambios deletéreos (Neill y coié.', 1990;
Vogel y cols., 1990a; 1990b). Por otro lado, la édministracién de reserpina o de tetrabenzina,
dos compuestos que impiden el almacenamiento de las monoaminas en las vesiculas
sinapticas, produce un estado “depresivo” que se caracteriza por alteraciones como |a
disminucién de la actividad locomotora, el aumento de la temperatura y de la frecuencia
cardiaca. Los antidepresivos revierten tanto los cambios bioquimicos como los conductuales o
autonomicos. Otro modelo quimico es el de la abstinencia a las anfetaminas. Estos compuestos
se administran en dosis t;recientes, durante un periodo de 4 a 10 dias; después de este tiempo,
el tratamiento es suspendido. La abstinencia a las anfetaminas genera una reduccién en la tasa
de autoestimulacion intracraneal, una respdesta fisiolégica que es restablecida con la

administracion crénica y subcrénica de antidepresivos (Weiss y Kitls, 1998).

Modelos quirargicos

En la rata, el bulbo olfatorio enVié proyecciones directas a diferentes estructuras
cerebrales relacionadas con las emociones, como el hlpocampo el hipotdlamo y los nucleos
septa[es La extirpacién de esta estructura (AP: 6 m, L: 2 mm) produce un detericro de dlversos
sistemas neuroenddcrinos relacionados con la depresion, como una elevacion de la
concentraciéon plasmatica de corticosterona, disminucién de la concentracidén cerebral de NA y
DA, pérdida de peso corporal, cambios en los patrones de alimentacion y de suefio, deteriorb de

la conducta sexual e hiper-reactividad (Richardson, 1991). La administracion crénica (perc no
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aguda) de antidepi'esivos restablece la normalidad en los animales bulbectomizados

(Mudunkotuwa y Horton, 1996).
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APENDICE V

Ciclo estral de la rata

El ciclo reproductivo o estral de la rata consta de un conjunto de eventos endocrinos,
| citoiégicos y-conductuales que tienen -co.mo punto culminante a la ovulacién (Feder, 1981). El
término “estral” deriva del latin oestrous que significa vigor, furor o frenesi (Freeman, 1988).
Este ciclo tiene una duracion de 4 o 5 dias, a lo largo de los cuales los niveles hormohales
fluctGan originando periodos o.fases.. Externamente, cada fase de ciclo puede ser ind.entificada.
por las caracteristicas de las células epiteliales de la vagina y con base en éstas se clasifican de

la siguiente manera:

Proestro, se caracteriza por la presencia de células redondas, nucleadas y algunas células
cornificadas.

Estro, tiene predominancia de células cornificadas y baja cantidad de células nucleadas.
Metaestro o Diestro |, se 'caracteriza por tener leucocitos y algunas células cornificadas.

Diestro o Diestro ll, con predominancia de leucocitos y algunas células nucleadas. Cuando

existe duplicacion de diestro el ciclo se extiende hasta 5 dias (Freeman, 1988).

El ovario integro es capaz de sintetizar suficiente cantidad de hormonas para inducir el
ciclo reproductivo, en tanto que la extirpacién de los ovarios u ovariectomia impide la ciclicidad,
y en consecuencia, todas aquellas conducta‘s dependientes de hormonas (Feder, 1981). La
receptividad sexual asi como el apareamiento ocurren alrededor de {a ovulacion. A diferencia de
las hembras de otras especies, en las cuales la ovulacion es una respuesta refleja a estimulos
newiosoé, la ovulacién en la rata es dependiente de las fluctuaciones de las hormonas
hipofisiaria§ y ovéricas. La concentraciénl de estradiol es baja durante el e_Stro, aumenta
gradualmente hasta el metaestro y el diestro y alcanza los valores maximos en EL proestro. Los

andrégenos, como |a testosterona y la androstenediona, tienen un patrén de secrecion similar al
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estradiol. Por otro lado, la concentracién de progesterona esta elevada .a_l inicio del esfro y
empieza a descender paré dar paso a la siguiente fase. Posteriormente, existen dos picos
importantes de esta hormona: uno en el metaestro que continlia hasta el comienzo-del dieétro y
un pico maximo en el proestro. Este (ltimo evento, en conjunto con la secrecion sdbita de |a
hormona luteinizante, da origen a la ovulacion. Cabe destacar que el estro conductual o “ceio”
no coincide coh la etapa del estrp fisiolégico. El estro conductual inicia'en las primera horas del
proestro, es decir, cuando las hormonas ovéricas alcanzan su maxima concentracion, y declina

en la fase del estro (Feder, 1981).
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