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Inténtalo, ponle lo mejor de ti mismo y siempre conseguirds muchisimo, te enriguecerd aunque sélo sea convencerte de
que no era posible, pero eso tan sélo ya vale la pena y justifica haber emprendido ese camino.

Vale mads saber alguna cosa de todo, que saberlo todo de una sola cosa.
Blaise Pascal
Si las cosas que realmente valen la pena fueran fdciles, cualquiera las haria.
Pablo Hernandez
Por la calle del ya voy, se va a la casa del nunca.

Cervantes

Para lograr lo posible, hay que intentar lo imposible.
Herman Hesse
Solo hay una cosa que hace que un suerio sea imposible de hacery es el miedo al fracaso.

Paulo Coelho

Los jovenes no saben suficiente como para ser prudentes y por ello intentan lo imposible... y lo
consiguen generacion tras generacion.

Pearl S Buck

Siempre, todo parece imposible, hasta que se hace

Nelson Mandela.

Cuanto mas se eleva un hombre, mds pequerio les parece a los que no saben volar.

Nietzsche



Creo que los emprendedores cuando se enfrentan inicialmente a su idea, muchas veces se preguntan ;Y si es
imposib[e? unas veces por las diﬁcu[tades que prevén y otras veces porque va contra lo establecido, contra las verdades
cientiﬁcas y sociales, contra lo que le dicen los demas, pero sobre todo las dudas son con ellos mismos, porque a veces
les parece absurda la lucha, demasiado sacriﬁcio apartar todas las piedras del camino y es en esos momento donde
necesitan alrededor gente positiva que ve las cosas con color yno gente negativa que ve todo en blanco y negro, lo que
menos necesitan en esos momentos de duda es gente téxica a su alvededor, necesitan gente que les apoye, que les
motive a intentarlo, a ensayar, a experimentar, a estar en beta permanente, a hacer realidad sus ideas, sus suefios con

pasion.



& ;Biologia?

Como todo nifio sofiaba con estudiar muchas cosas, querfa estudiar veterinaria, después derecho, disefio, quimica, y por fin, biologfa. En
la prepa conoct a la gran ciencia, tenta un profesor que me apasionaban sus clases, siempre puntual a ellas y por supuesto casi siempre

participaba, me gustaba saber todo del todo, pero no terminaba de conocer, porque realmente la biologia es una ciencia inmensa y atn

falta mucho mds por descubrir. Habta muchas dudas que seguian surgiendo y queria saber més, sin embargo se acababa la prepa, yano

iba a ver més clase de biologfa, as{ que decidi estudiar biologta.

Realmente siendo bislogo, ves el mundb diferente, lo ves con otros gjos

Cuando ves a un perro con la lengua fuera, sabes que es su forma de sudar porque no tiene glandulas sudoriparas. Cuando te haces una
herida, te imaginas las plaquetas amontonéndose para cervarla. Cuando riegas una planta, sabes cémo el agua llegard a las hojas sélo por
capilaridad. Cuando te notas el pulso, ves las vélvulas del corazén moviéndose ritmicamente., cuando estas enamorado, sabes que esta

pasando en realidad y cada que te vemos nos queda claro que eres un animal, igual que nosotros.

La biologta es la carrera ms bonita del mundo, no dudo que la quémica w otras mas no lo sean, pero la biologfa rebasa lo
maravilloso, hoy ya puedo decir que si estoy enamorada de la biologta y que me encanta compartir lo magnifico que es el servivoy
10 vivo. Sin duda volveria a estudiar biologfa en mi casa, Fes-Z.



Ahora sabemos que...

Un Bidlogo no huele, olfatea.

Un Bidlogo no respira, rompe carbohidratos.

Un Bidlogo no se deprime, sufre disfuncion del hipotalamo.

Un Bidlogo no admira la naturaleza, analiza el ecosistema.

Un Bidlogo no hace elogios, describe procesos.

Un Bidlogo no tiene reflejos, tiene un mensaje de neurotransmisién involuntaria. .
Un Bidlogo no tiene pareja, tiene complemento génico.

Un Bidlogo no admite errores, argumenta que sus actos dependen de caracteres hereditarios
sumados a aprendizaje adquirido en la infancia.

Un Bidlogo no habla, coordina vibraciones de las cuerdas vocales.

Un Bidlogo no piensa, realiza sinapsis.

Un Bidlogo no se asusta, recibe una respuesta galvanica incoherente.

Un Bidlogo no se emociona, tiene picos de niveles de adrenalina.

Un Bidlogo macho no compite, reafirma sus niveles de testosterona.

Un Bidlogo hembra no es sensible, tiene ciclos hormonales periodicos.

Un Bidlogo no se enamora, sufre reacciones quimicas y psicosomaticas.

Un Bidlogo no pierde energia, gasta ATP.

Un Bidlogo no hace cambios, procesa evoluciones.

Un Bidlogo no fallece, sufre muerte histolégica.

Un Bidlogo no se desprende del espiritu, transforma su energia.

Un Bidlogo no deja hijos, alcanza éxito reproductivo

Una Bidloga no presentas ansiedad, solo quiza la P4 no se esté metabolizando a ALLO porque la

5a-R esta haciendo de las suyas.
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RESUMEN

En la actualidad ha aumentado la frecuencia de trastornos ansiosos y depresivos,
estos trastornos emocionales se exacerban debido a que el estrés se combina con
algunos cambios fisioldgicos como la disminucién de hormonas. En la mujer hay
tres etapas de la vida reproductiva en las cuales puede haber mayor incidencia de
trastornos psiquiatricos como ansiedad y depresion, una de ellas es el sindrome
premenstrual (SPM).

La etiologia de este trastorno no se conoce a fondo pero existen estudios que
sefalan la caida brusca de progesterona (P4) y su metabolito 5a reducido (5a-R),
alopregnanolona (ALLO), como responsables de algunos sintomas del trastorno,
como la ansiedad. Mas aun, el efecto ansiolitico y antidepresivo de la P4 se debe a
su metabolito ALLO. Por otro lado, se ha vinculado al eje hipotalamo-hipdfisis-
glandula adrenal (HHA) como responsable de algunos de los sintomas del SPM.
Por ejemplo, estudios preliminares indican el efecto ansiolitico de la P4 no se
observa en la cepa Wistar Kyoto (WKY), una cepa cuyo eje HHA es hiperactivo, lo
que sugiere que alguno de los mecanismos que intervienen en la sintesis de ALLO
podria estar alterado.

Dado que la cepa WKY es un modelo animal en donde se expresan conductas tipo
ansiosa y depresiva, dos sintomas claves del SPM, y son hiper-reactivas al estrés,
se cuantifico la isoenzima 5a-R2, niveles de alopregnanolona y corticosterona en
respuesta a la administraciéon de progesterona, utilizando como control la cepa
Wistar.

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar y WKY, se formaron de manera
aleatoria dos grupos por cepa, ovariectomizados (OVX) y SHAM (cirugia
simulada), para ser sometidos a la prueba de ansiedad experimental,
enterramiento defensivo (ED) y asi cuantificar los comportamientos caracteristicos
de esta prueba. A su vez estos grupos se subdividieron en tratados con vehiculo
(VEH; Aceite de maiz; 0.2mL/rata, s.c.) y con P4 (0.25, 0.5 y 1.0 mg/Kg; 0.2mL/
rata, s.c), en una sola dosis. 40 minutos mas tarde de la administracion del
tratamiento respectivo, los animales fueron sometidos al modelo conductual,
posteriormente los animales fueron sacrificados para asi obtener muestras
sanguineas del tronco, para medir los niveles plasmaticos de ALLO y CORT,
utilizando la prueba de ELISA y se colecto el tejido cerebral, para cuantificar la
enzima 5a-R2 en hipocampo, utilizando la técnica de PCR.

Los resultados del presente estudio demostraron que el efecto ansiolitico de la P4
depende de la cepa estudiada ya que 1.0 mg/kg de P4 modifico la conducta
ansiosa en la cepa Wistar. En la cepa WKY la P4 redujo los niveles de CORT pero

12



no se observaron cambios en las concentraciones de ALLO, ni la expresion de la
enzima 5a-R2. Por otro lado en la cepa Wistar la administracion de P4, no modifico
los niveles plasmaticos de CORT, a pesar de ver el efecto ansiolitico en conductas
activas, y la P4 redujo la concentracion plasmatica de ALLO. En la cepa Wistar la
administracion de P4 Incrementd la expresion de la enzima 5a-R2, lo que nos
indica que los animales de la cepa Wistar estan respondiendo al tratamiento con
Ps.
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1.INTRODUCCION

En la actualidad debido a problemas socioeconémicos, ambientales, estrés laboral
y/o dinamicas sociales ha aumentado la frecuencia de trastornos ansiosos y
depresivos. Estos trastornos emocionales se exacerban debido a que el estrés se
combina con algunos cambios fisiolégicos como es la disminucion de hormonas

ovaricas (Rodriguez-Landa et al., 2009).

Hoy en dia se sabe que en el género femenino existe una mayor incidencia de
ansiedad, depresion y trastornos emocionales en comparacion con individuos del
sexo masculino (Rodriguez-Landa y Contreras, 1998). Lo anterior se ha atribuido
principalmente a cambios en los niveles de hormonas ovaricas. Asimismo, se ha
demostrado que en la mujer hay tres etapas muy particulares en las cuales puede
haber mayor incidencia de irritabilidad, ansiedad y depresion: estas son periodo
premenstrual, postparto y climaterio (Rodriguez-Landa et al., 2009).

El sindrome premenstrual (SPM) es una alteracion fisica y emocional que padecen
las mujeres dias antes del periodo menstrual, y puede extenderse hasta después
de él (Cheng et al., 2013). EI SPM esta vinculado a la ansiedad, alrededor del 75-
95% de las mujeres en sus afnos fértiles son afectadas por la ansiedad y una serie
de sintomas menstruales a niveles mas altos de lo comun, como es animo
deprimido, angustia, fobia, cambios de humor, distension abdominal, estrés, fatiga,
problemas de concentracién, tumescencia de los senos, entre otras, siendo
incapacitantes en el ambito familiar, laboral y social (Carvalho et al., 2012; Davila,
2011). Los sintomas premenstruales aumentan a partir de los 20 hasta los 35 anos
y es posible que las mujeres sean mas vulnerables en el grupo de edad en el que
tienen familia y trabajo, ya que el estrés es un factor que puede empeorar los
sintomas premenstruales (Campagne y Campagne, 2007; Nyberg, 2011).

La etiologia del SPM no se conoce a fondo pero existen algunos estudios que
sefalan la caida brusca de progesterona (P4) y sus metabolitos 5a reducido (5a-
R), alopregnanolona (ALLO), como responsables de algunos sintomas del

trastorno, como la ansiedad y la depresion, de hecho se han asociado a la
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gravedad de los sintomas. Asi en modelos animales, Gallo y Smith (1993)
mostraron que 24 horas después de la suspension de la administracion
prolongada y sostenida de progesterona aumenta la respuesta de ratas hembras a
un estimulo eléctrico usando un modelo de ansiedad (Enterramiento defensivo,
ED), es decir genera un estado “tipo ansiedad”. Por lo que la administracion de P4
y ALLO reducen la expresion de conductas relacionadas con ansiedad
(Rodriguez-Landa et al., 2009).

Se sabe que la administracién de P4 o ALLO inducen un efecto tipo ansiolitico en
la cepa Wistar, sin embargo en la cepa Wistar Kyoto (WKY) no se observa este
efecto (Estrada-Camarena et al., 2011). La cepa WKY se propone como modelo
animal de ansiedad y depresion ya que son ratas hiper-reactivas fisioldgica y
conductualmente al estrés (Kalueff y Tuohimaa, 2004), esta cepa surge a partir de
la cepa Wistar como control de ratas hipertensas, ademas muestra hormonal,
conductual y fisiolégicamente signos que emulan a los sintomas encontrados en

pacientes depresivos (Cassano y Argibay, 2010; Will et al., 2003).

Dado que el efecto tipo ansiolitico de la P4 se ha vinculado a la produccion de su
metabolito, ALLO por la enzima 5a-R, es posible que en la cepa WKY la expresion
de esta enzima, sea menor en comparacion a Wistar y por ello, no se lleve a cabo
la regulacion del eje Hipotalamo Hipdfisis Adrenal (HHA) de manera eficaz. Por lo
anterior se plantea cuantificar en la cepa WKY la isoenzima 5a-R2, niveles de
ALLO y Corticosterona (CORT) en respuesta a la administracién de progesterona,

utilizando como control la cepa Wistar.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Sindrome Premenstrual (SPM)

El SPM es un grupo de sintomas psicoldgicos vy fisicos que sufren las mujeres
regularmente durante la fase lutea del periodo menstrual y se mejora al final de
este (Cheng et al., 2013; Indusekhar et al., 2007).

La primera investigacion sistematica acerca del SPM fue presentada en 1931,
cuando Robert T. Frank, en la Academia de Medicina de Nueva York, dio la
primera descripcion de la enfermedad manifestada por un gran numero de mujeres
durante la fase reproductiva. “Tensién Premenstrual” fue el nombre que se le dio,
los sintomas fueron reportados como diferentes “grados de ansiedad que
preceden al sangrado”. Posteriormente en 1953 se acuiié el nombre de “Sindrome
Premenstrual” por el Dr. John Greene y la Dra. Catarina Dalton, este término fue
aplicado a los sintomas fisicos y psicolégicos que ocurren hasta dos semanas
antes de la menstruacion con el alivio después del inicio del periodo menstrual
(citado en Rapkin, 2003). Las mujeres con SPM experimentan sintomas
menstruales a niveles mas altos de lo comun, llegan a presentar sintomas fisicos

y emocionales severos que pueden ser incapacitantes (Cheng et al., 2013).

Hace mas de 20 afos el SPM era considerado como un conjunto de sintomas
“‘exagerados” por quienes los presentaban, hoy en dia es visto como parte de un
padecimiento psiquiatrico vinculado principalmente a la ansiedad. Alrededor del 75
- 95% de las mujeres en sus anos fértiles son afectadas por la ansiedad (Carvalho
et al.,, 2012), ademas de una serie de sintomas fisicos como dolor muscular,
fatiga, edema en las extremidades, dolor y tumescencia de los senos, algunas se
ven imposibilitadas a realizar sus actividades cotidianas con normalidad, incluso,
algunas otras llegan al hospital y son tratadas con analgésicos fuertes, otras mas
pueden presentar trastornos emocionales como angustia, fobia (Davila, 2011),
depresion, perdida del libido, cambios de humor, ademas de distension abdominal,
estrés, dolor de cabeza, trastornos de suefio, problemas de concentracion y

cambios en el consumo de carbohidratos (Campagne y Campagne, 2007). Los
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sintomas aumentan de los veinte hasta los treinta y cinco afios y es posible que,
mujeres mayores sean mas vulnerables porque tienen que desempefar un rol
familiar y laboral, ya que el estrés es un factor que puede empeorar los sintomas

premenstruales (Nyberg, 2011).

La forma severa y predominantemente psicolégica de SPM es conocida como
Trastorno Disférico Premenstrual (TDPM; Cheng et al., 2013) y aproximadamente
del 2 al 6% de las mujeres la presenta (Bose et al., 2008). A diferencia del SPM,
en el TDPM los sintomas psicoldgicos superan los sintomas fisicos. En los ultimos
anos se ha postulado que la mujer con TDPM es mas vulnerable a desarrollar
depresion post-parto y esta situacién puede predisponerlas a sufrir depresién
durante la transicion menopausica, por lo tanto estas patologias pueden contribuir
a una calidad de vida deficiente, de la pubertad a la menopausia (Estrada-
Camarena et al., 2011; Rapkin, 2009). Es importante sefialar que en nuestro pais
no existen estudios epidemioldgicos que proporcionen informacion sobre la
prevalencia y/o incidencia de estos padecimientos, por lo que es muy factible que

esta poblacidn no esté atendida.

De acuerdo a Biggs y Demuth (2011) las mujeres con SPM presentan un patron
de signos cada mes. Para conocer si la mujer presenta o no dicho sindrome, los

sintomas deben:

e Estar presentes durante mas de una semana, antes de la menstruacién y
disminuir unos dias después de la aparicion del periodo menstrual.

e Mas de cinco sintomas deben de presentarse en la mayoria de los ciclos
menstruales, durante los ultimos 12 meses.

e Interferir en algunas de sus actividades normales.

Existen diferentes opciones de tratamiento para erradicar los sintomas del SPM.
Una de ellas es a través de Inhibidores selectivos de la recaptura de Serotonina
(ISRSs) y progestinas, mientras que en casos mas severos son tratados con
agonistas de la Hormona Liberadora de Gonadotrofina (GnRH, por sus siglas en

Inglés) o se induce la anovulacion, a través de la ablacion de la funcion ovarica por
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ooforectomia (Ultimo recurso disponible a menos que existan trastornos
ginecoldgicos concomitantes) (Estrada-Camarena et al., 201; Hernandez, 2005;
Indusekhar et al., 2006).

2.2 Etiologia del SPM

La etiologia exacta del SPM no ha sido del todo esclarecida, por lo que algunos
grupos de investigacion han intentado explicar los sintomas del SPM relacionando
una alteracién en los niveles de hormonas gonadales, pérdida de balance
electrolitico, factores involucrados en la homeostasis del calcio, alteracion en el eje
Hipotalamo Hipofisis Adrenal (HHA) y/o desequilibrio en la funcién del sistema
GABAérgico (Alopregnanolona, ALLO; Bose et al., 2008; Estrada-Camarena et
al., 2011).

Algunos estudios muestran que la funcion del eje HHA en el SPM esta alterado, ya
que el incremento en los niveles plasmaticos de cortisol, vasopresina (VP) y de la
hormona adrenocorticotropica (ACTH) observados en mujeres sanas en respuesta
al estrés, no se observan en mujeres con SPM, lo que sugiere que el sistema de
respuesta esta abatido (Estrada-Camarena et al., 2011; Girdler et al., 2001). Una
de las propuestas que trata de explicar esta alteracion funcional es que la
regulacion del HHA por los neuroesteroides no se lleva a cabo de manera eficaz
(Girdler et al., 2001).

Mas aun, una de las hipétesis que explica la etiologia del SPM se basa en
relacionar el descenso brusco en los niveles plasmaticos y cerebrales de P4 y su
metabolito ALLO con el incremento de las conductas ansiosas (Contreras et al,
2006; Almela et al., 2007). Estos cuadros ansiosos son efectos secundarios de los
inhibidores de 5a-R (enzima participante en la conversion de P4 en ALLO) tales
como finasterida y dutasterida, por lo que se ha propuesto la posible relacién
entre la falta de neuroesteroides y el desarrollo de cuadros ansiosos (Gutiérrez-
Garcia et al., 2000). La diferencia entre estos dos inhibidores es que la finasterida

inhibe selectivamente la isoenzima tipo 2 de 5a-R (la enzima responsable de
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convertir la P4 a ALLO), mientras que la dutasterida inhibe tanto tipo 1 y tipo 2 de
5a-R (Curtis, 2004).

Estudios en animales sugieren que la finasterida inhibe la actividad de 5a-R en
algunas regiones del cerebro como es el hipocampo lo que reduce la produccién
de ALLO, induciendo cambios conductuales y de humor (Finn et al., 2006; Rahimi-
Ardabili et al., 2006).

Mas evidencias sobre la posible relacion de los neuroesteroides y los cuadros
ansiosos muestran que las concentraciones de 5a-R estan en menor cantidad en
pacientes ansiosos y/o deprimidos y por medio de antidepresivos y antipsicéticos

puede aumentar la expresion de 5a-R (Romer et al., 2010).

2.3. Ansiedad

Hace algunos afios era mas frecuente en el SPM la presencia del padecimiento
con depresion, pero en la actualidad, con diagnosticos mas precisos, se puede

concluir que es mas ordinaria la relacion SPM— Ansiedad (Davila, 2011).

Si a un cuadro de ansiedad se le anade uno de angustia (Respuestas fisioldgicas,
como incremento en la frecuencia cardiaca, temblores, falta de aliento, terror,
sofocacion y alteraciones gastrointestinales), puede entenderse que muchas

mujeres entren en un proceso que puede resultar incapacitante (Davila., 2011).

La ansiedad puede ser una emocion normal o un trastorno psiquiatrico,
dependiendo de su intensidad y de su repercusion sobre la actividad de la
persona. En condiciones normales constituye uno de los impulsos vitales que
motiva al individuo a realizar sus funciones y a enfrentarse a situaciones nuevas
(Hurlé, 2012), permite la adaptacion a circunstancias amenazadoras y se
considera que forma parte de la reaccién evolutiva de supervivencia de lucha-
huida (Hernandez, 2005). Cuando un individuo se enfrenta a una situacién de
peligro se puede observar un conjunto de cambios conductuales y vegetativos

orientado a contender de manera adecuada con dicha situacion. Por lo tanto, la
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ansiedad representa una estrategia adaptativa que proporciona al organismo un
mecanismo de alarma que lo prepara para enfrentarse a una situaciéon de peligro
(Gomez et al.,, 2002). Sin embargo cuando la respuesta de ansiedad ante el
estimulo desencadenante es desproporcionada, en intensidad y duracion,
constituye una mala adaptacion o respuesta inapropiada y se convierte en una
ansiedad patoldgica (trastorno psiquiatrico; Luna et al., 2001) que en lugar de
favorecer el comportamiento, interfiere en él y el individuo desplaza toda su

atencion hacia ésta (Hurlé, 2012).

En términos patoldgicos, la ansiedad puede describirse como la vivencia de un
sentimiento de amenaza, de expectacion tensa ante el futuro y de alteracioén del
equilibrio psicosomatico en ausencia de un peligro real o, por lo menos

desproporcionada en relacion con el estimulo desencadenante (Hurle, 2012).

La ansiedad se acompaina de malestar caracterizado por intranquilidad,
expectacion aprehensiva y aumento de la vigilancia en ausencia de un estimulo
desencadenante, irritabilidad que puede llegar a la pérdida de la capacidad de
concentracion, ademas también se manifiestan sensaciones somaticas como
sudoracion, taquicardia, alteraciones gastrointestinales, tension muscular,
nauseas, palpitaciones, cefalea, mialgias, micciones frecuentes, insomnio, e
inclusive diarrea, lo cual causa una afliccién clinicamente significativa o un
deterioro de la funcién social, laboral o de otras areas importantes de la vida
(Goémez et al.,2002; Hernandez, 2005; Hurlé, 2012).

El Inventario de Enfermedades Psiquiatricas, editado por la Asociacidon
Norteamericana de Psiquiatria: en la revisiéon del Manual Diagnostico y Estadistico
4ta edicion (DSM-IV TR, por sus siglas en inglés; 2000), indica que la
sintomatologia debera persistir durante por lo menos seis meses, aunque algunos
individuos consideren que han padecido de ansiedad durante toda su vida
(American Psychiatric Association, 2000).

20



2.4. Ansiedad en animales

Muchos animales también son capaces de pasar por estados semejantes a la
ansiedad. El estado de ansiedad en los animales al igual que en los humanos
aparece cuando se detecta un peligro o amenaza potencial, en estos casos, la
amenaza es indicada por estimulos, innatos o aprendidos, que sefializan peligro,
por ejemplo, el olor de un predador puede indicar la presencia proxima del mismo,
permitiendo al animal esconderse, abandonar el lugar o ejecutar cualquier otro
comportamiento que impida el contacto directo con el predador (Becerra-Garcia et
al., 2007).

Estos comportamientos pueden ser observados en situaciones naturales, o en
laboratorios. Una de las pruebas para inducir ansiedad en el laboratorio es el

modelo de enterramiento defensivo (ED; Becerra-Garcia et al., 2007).

2.5. Ansiedad y niveles hormonales

La ansiedad también puede definirse como uno de los procesos cerebrales
(respuesta involuntaria) involucrados en la sobrevivencia de diferentes especies
animales, especialmente de aquellas que por su naturaleza son victimas de los

depredadores, siendo esto una situacion de peligro (Gémez et al., 2002).

Se sabe que ante una situacién de amenaza o peligro, el organismo reacciona
poniendo en marcha mecanismos tanto del sistema nervioso central (SNC), como
del sistema nervioso periférico (SNP), especificamente del sistema nervioso
auténomo y del sistema neuroendocrino a través del eje HHA (Cardenas, 2012).
Las hormonas esteroides pueden modular la excitabilidad de las neuronas del
hipotalamo por mecanismos genomicos y no gendmicos, que a su vez podrian
estar involucradas en el control de la actividad del eje HHA (Carvalho et al., 2012),
cuyo producto final son los glucocorticoides (especificamente corticosterona,

CORT) y otras hormonas, las cuales influyen en el funcionamiento de diversos
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sistemas fisiolégicos, dada la existencia de receptores especificos para ellas en

varias estructuras del organismo (Cardenas, 2012).

2.5.1 Corticosterona

La CORT es un glucocorticoide
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activa el eje HHA. El Nucleo N : HIPOFISIS

. . SENAL P it
Paraventricular (NPV) libera la INHIBITORIA |-~ .- ACTH
hormona liberadora de cortico- ="
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Figura 1. Liberacion de CORT. CRH, hormona liberadora

circulacion general (Figura 1; g corticotropina, ACTH, hormona adrenocorticotropa
Briones. 2006: Garcia. 2007: (Modificado de Justel et al., 2009).

Henderson, 2007; Leonard, 2006; Rapkin, 2009), habiendo sido descrita la
concentracion maxima de esta hormona a los 15 y 30 minutos después de haber

comenzado la situacion estresante (Cardenas, 2012).

Como ya se sabe los estimulos estresantes activan el eje HHA (en el NPV) ,
aumentando la liberacion de cortisol/ CORT (cortisol en humanos, corticosterona
en animales), esta hormona ha sido asociada a un mayor rendimiento energético

del organismo: elevacién de energia, aumento de la ingesta alimenticia (en
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especial de carbohidratos, puede asociarse al deseo compulsivo de consumir
dulces propio de la ansiedad o también conocido como “craving” de dulces),
aumento del umbral al dolor y disminucion de la respuesta inflamatoria (Tesler y
Arias, 2007).

La CORT bajo condiciones normales regula los cambios metabdlicos que
contribuyen hacer frente con la situacion estresante e inicia la retroalimentacién
negativa que controla la actividad del eje HHA, mientras que una alta produccién
de CORT tiene un efecto dafino sobre las neuronas del hipocampo, las atrofian,
disminuye el numero de dendritas y se empequenecen, afectan el metabolismo de
la glucosa, incrementan el flujo sanguineo y elevan la presién sanguinea, ademas
actua directamente sobre el sistema inmunolégico con efectos supresores,
favoreciendo la apariciéon de enfermedades autoinmunes o infecciosas (Estrada-
Camarena et al., 2011; Rapkin, 2009).

2.5.2 Progesterona

Ademas de la CORT, las variaciones hormonales gonadales de la P4 influyen en la
regulacion del estado de animo, durante el SPM, se sabe que los niveles de P4
disminuyen rapidamente antes de la menstruacion, por lo que, se ha relacionado
la caida de esta hormona con el incremento en la ansiedad (Fernandez- Guasti y
Picazo, 1992)

La P4 es sintetizada en los ovarios y en el cerebro para formar el potente
esteroide neuroactivo ALLO y pregnanolona, los cuales son moduladores
alostéricos positivos del receptor GABA-A y a dosis muy altas lo activa en

ausencia del neurotransmisor (Carvalho et al., 2012).

Se sabe que los metabolitos de la P4 son bifasicos, es decir en altas
concentraciones, pregnanolona y ALLO producen efectos ansioliticos, sedantes,
antiepilépticos y efectos anestésicos, mientras que a niveles sanguineos mas

bajos, similares a los observados durante la fase lutea, ALLO puede causar
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ansiedad, agresion, comportamiento impulsivo, y el estado de animo negativo en

algunos individuos (Carvalho et al., 2012).

Se sabe que la administracion de P, produce una clara actividad ansiolitica
(Fernandez-Guasti y Picazo, 1992). Ademas, Martinez-Mota et al (2000) report6
que la administraciéon de P4 (1.0 y 2.0 mg/rata) durante la prueba de ED produjo
una diminucion en tiempo acumulativo de enterramiento, indicando una posible
respuesta ansiolitica. De lo anterior se puede suponer que las hormonas de origen
ovarico influyen de manera importante en la mediacion de la ansiedad (Fernandez-
Guasti y Picazo, 1992).

La P4 y sus metabolitos reducidos se comportan como agonistas alostéricos del
complejo receptor GABAa/benzodiacepina/Cl-, de igual forma que la mayoria de
los farmacos ansioliticos conocidos, lo que se relaciona con los efectos
anestésicos, hipnoéticos y ansioliticos de algunos progestagenos (Gutiérrez-Garcia
et al., 2000). La P4 puede interactuar con receptores GABA/benzodiacepina por lo
menos de al menos 3 mecanismos no exclusivos: (1) por la estimulacion directa
del receptor GABAA, (2) por su conversion a metabolito reducido, y (3) por la
interaccion del receptor GABA con el precursor de la P4, pregnanolona, esto
ocurre después de su conversion a metabolito reducido (Fernandez- Guasti y
Picazo, 1992).

La enzima responsable de la conversion de P4 es la 5a- reductasa (5a-R), la cual
esta presente en las areas cerebrales estrechamente relacionada con la
regulacion de la ansiedad (Hipotalamo, hipocampo, NPV, amigdala) (Fernandez-
Guasti y Picazo, 1992).
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2.6. Progesterona, 5a-Reductasa y alopregnanolona

Es evidente que la ALLO es uno de los metabolitos mas potentes de la P4, para

que esta conversion se lleve a cabo interviene la 50-R (Lofgreen et al., 2008).

La 50-R es considerada una enzima constitutiva que protege neuronas de los
efectos del exceso de glucocorticoides, esta enzima esta presente en diversas
regiones cerebrales, incluyendo la corteza cerebral (CTX), hipocampo, PVN,
amigdala vy se presenta en dos isoformas: tipo | (5a-R1) vy tipo Il (5a-R2),
encargadas de mediar la conversion de deoxycorticosterona (DOC) a
tetrahidrodeoxycorticosterona (THDOC), de testosterona (T) a dihidrotestosterona
(DHT) y ademas de la ya mencionada conversion de P4 a ALLO (Sanchez et al.,
2007).

La ALLO es producida en el cerebro y en la corteza adrenal (Sanchez et al., 2007).
Esta hormona ésta implicada en respuestas homeostaticas del organismo. Se

sabe que la P4 y sus metabolitos 3a, 5a-R forman parte activa en la funcionalidad
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esteroide neuroactivo a nivel plasmatico y cerebral, lo que tiene como
consecuencia el incremento del tono GABAérgico y la inhibicion del HHA. Por lo
que la ALLO es considerada como un regulador del funcionamiento del HHA
(Contreras et al, 2006; Girdler et al., 2001; Sanchez et al., 2007).

El primer paso en la biosintesis esta controlado por la unién de la hormona LH a
su receptor, resultando en la sintesis de AMP ciclico y activacién de la proteina
quinasa A (PKA). La PKA promueve la fosforilacion de una proteina que transporta
el colesterol desde sus depdsitos intracelulares hacia la mitocondria, donde es
convertido en pregnenolona por la enzima dependiente del citocromo P450
llamada desmolasa o P450sc (enzima esterificante del colesterol). La
pregnanolona es convertida en P4 por la enzima 3B-HSD. Posteriormente la P4
por medio de 5a0-R1/5a0-R2 y 3a-HSD, se metaboliza a ALLO (Figura 2; Gutiérrez-
Garcia et al., 2000; Narifio et al., 2005; Sanchez et al., 2007).

Los niveles de ALLO varian al igual que la P4 con un incremento en la fase lutea
del ciclo menstrual de la mujer. La ALLO tiene una accion bimodal en los cambios
del estado de animo similar a las benzodiacepinas, barbituricos y al alcohol. En
altas dosis produce un efecto ansiolitico, sedativo y antiepiléptico. Mientras que
en un subconjunto de individuos (2- 3%) en dosis bajas causa severa reacciones
emocionales. Sin embargo, algunos estudios han demostrado un nivel alto de
ALLO en pacientes con SPM, sugiriendo la disfuncion del receptor GABAAa
(Indusekhar et al, 2006).

Se ha encontrado que la 50-R2 esta presente en algunas areas del SNC del
humano (cerebelo, bulbo raquideo, hipocampo, hipotalamo), siendo el hipocampo
y el hipotalamo areas relacionadas con ansiedad (Arenas y Puigcerver, 2009;
Rodriguez-Landa y Contreras, 1998; Sanchez, 2007).

Evidentemente las isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2 intervienen en la conversion de P4 a
ALLO, en un inicio se mencioné que la 50-R2 era la responsable de dicha

conversion. Si bien es cierto que la expresion de 5a0-R2 se expresa en muy pocas
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areas localizadas del cerebro de rata a diferencia de 5a-R1, sin embargo la
similitud de la secuencia entre humano y rata de la 5a -R2 es del 77%, mientras
que para la isoenzima tipo 1 es del 60% (Celotti at al., 1997), por lo que en este
estudio se cuantificd la expresion de la enzima 5a -R2 en hipocampo, estructura
relacionada con el aprendizaje, memoria, y regulacién de estados emocionales por
su importante participacion en el sistema limbico (Arenas y Puigcerver, 2009;

Rodriguez-Landa y Contreras, 1998).

2.7. Modelos animales

Un modelo es una especie no humana utilizada para investigar y comprender las
causas, diagndstico y tratamiento de enfermedades que afectan al hombre y a los
animales, ademas de sus importantes aportes en la docencia biolégica y en el
desarrollo, produccion y control de medicamentos, sin el riesgo afiadido de danar a
un ser humano o animal durante el proceso real (Hernandez, 2006). Hay tres tipos
principales de modelos animales homodlogos, isomorfos y predictivos. Los
homoélogos poseen la misma etiologia, sintomas y opciones de tratamiento como
los humanos que tienen la misma enfermedad. Los modelos animales
isomérficos comparten los mismos sintomas y tratamientos, si bien se provocan
artificialmente en el laboratorio, de modo que no reflejan la etiologia normal. Esta
es la herramienta de investigacion de principio, mientras que los modelos
predictivos predicen aspectos de enfermedades, como su respuesta a diferentes
farmacos. Este método se utiliza comunmente cuando los investigadores no saben
la causa de una enfermedad (Polanco et al., 2011). Un modelo predictivo permite
hacer determinadas predicciones sobre el trastorno del que sirve de modelo. Un
modelo isomérfico permite hacer predicciones y estudiar los mecanismos en que
se basa el trastorno. Un modelo homologo sirve para estudiar todos los aspectos
de un trastorno, incluidas sus causas (Polanco et al., 2011).

Para el estudio de trastornos psiquiatricos un modelo animal debe cumplir los
siguientes criterios, a) Validez: deben ser analogos a los trastornos humanos en

su sintomatologia. b) Confiabilidad: los resultados deben tener una alta tasa de
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reproductibilidad. ¢) Validez predictiva: |la condicion debe ser mejorada o
atenuada por tratamientos efectivos en el tratamiento de trastornos humanos. d)
Validez de constructo: cambios en el modelo deben estar estrechamente
correspondidos a cambios en parametros neuroquimicos o endocrinos descritos

en pacientes (Estrada-Camarena et al., 2011).

Las evidencias sugieren que los trastornos ansiosos especificos de los seres
humanos reflejan la disfuncion de diferentes subsistemas defensivos, por lo tanto,
la validez y la confiabilidad de los modelos animales utilizados depende, en gran
medida, de la prueba seleccionada y, en particular, de la naturaleza de las

reacciones defensivas asociadas (Tabla 1; Gomez et al., 2002)

Tabla 1. Respuesta defensiva de roedores (Gémez et al., 2002).

Respuestas defensivas de los roedores

Fuente de peligro Respuesta tipica
Discreta (distante) Escape o huida
Discreta (préxima) Inmovilidad, atencidn, posturas

laterales y supinas de defensa,
ataque defensivo, enterramiento,
vocalizaciones ultrasdnicas

Indeterminada (potencial) Evitacion del area "peligrosa”,
tigmotaxis, asimilacién del riesgo

2.8. Enterramiento Defensivo (ED)

La prueba de ED, se basa en una respuesta innata de los roedores de enterrar

aquellos estimulos que les son amenazantes (Sollozo et al., 2011).

El ED es un paradigma de la ansiedad que permite una oportunidad para
investigar tres tipos diferentes de respuestas conductuales similares a la
ansiedad. Por lo tanto, después de recibir un choque a través de un electrodo, las
ratas pueden exhibir respuestas activas (acicalamiento y enterramiento) o pasivas
(congelamiento e inmovilidad) en proporciones variables (Rogel-Salazar y Lépez-
Rubalcava, 2011).
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Fig 3. Enterramiento defensivo (Redolar R., 2008) Guasti, 2006).

El modelo ha sido modificado y se plantea que es posible evaluar también las

conductas pasivas como reflejo de la ansiedad, asi durante este procedimiento se

cuantificaran los siguientes parametros:

Latencia de enterramiento: tiempo que tarda el animal en iniciar la
conducta defensiva después recibir el primer choque eléctrico (De Boer y
Koolhaas, 2003; Pinel y Treit 1978). Un aumento en la latencia de
enterramiento se considera como una disminucion de su reactividad o
capacidad para responder a los estimulos (Fernandez-Guasti et al., 1990;
Martinez-Mota et al., 2000).

Tiempo acumulativo de enterramiento (TAE): tiempo que el animal
invierte en enterrar el electrodo, para la cual desplaza el aserrin con
movimientos rapidos de las patas delanteras y la cabeza. Esta conducta
refleja la ansiedad del animal, asi a mayor tiempo de enterramiento, mayor
ansiedad (De Boer y Koolhaas, 2003; Martinez-Mota et al., 2000; Pinel y
Treit 1978).

Congelamiento: se denomina congelamiento a la postura de inmovilidad
del cuerpo, exceptuando movimiento de respiracién, por lo general el
animal se coloca en cuatro patas con la mirada fija dirigida al electrodo. La

mayoria de las veces este comportamiento se presenta después de que el
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animal recibe un choque eléctrico. Esta conducta es considerada como una
expresion pasiva de ansiedad, una disminucion de esta conducta es
interpretada como una reduccion de ansiedad (Bai Li et al., 2001; Cardenas
y Navarro, 2002; Rogel-Salazar y Lépez Rubalcaba, 2011).

Acicalamiento: en un estado natural la conducta de acicalamiento se
despliega siguiendo un patrén céfalo-caudal, sin embargo cuando los
roedores son sometidos a altos niveles de estrés, rompen con este patrén
0 se acicalan una sola parte del cuerpo. En este caso se cuantificara el
tiempo acumulativo de acicalamiento dirigido al hocico (Kalueff y Tuohimaa,
2005). Asi, una disminucion en esta conducta es interpretada como un
efecto ansiolitico (Rogel-Salazar G y Lépez Rubalcaba C, 2011).
Inmovilidad: Tiempo que el animal permanece con el cuerpo
completamente inmovil, excepto por movimientos pequefios de la cabeza
(escaneo), permaneciendo en por lo menos tres patas (De Boer y Koolhaas,
2003; Sluyter et al., 1999).

Erguimientos: numero de veces que el animal se coloca con las
extremidades traseras en una posicidn vertical, sobre todo haciendo
movimientos u olfateando en el aire. Este movimiento es indicativo de la
actividad locomotora del animal. Es decir el aumento en esta conducta
indica una mayor prevalencia de ansiedad (Kalueff y Tuohimaa, 2005; De
Boer y Koolhaas, 2003).

Exploracion al electrodo: numero de veces que el animal hace
acercamientos a la fuente del estimulo aversivo. Un mayor numero de
veces que genera esta conducta se interpreta como una disminucién de
miedo (Rejon-Orantes et al., 2002).

Numero de choques recibidos: numero de estimulos que recibié el animal
a través del electrodo. Esta conducta es indicativa del temor del animal. Un
incremento en este parametro es interpretado como una disminucién de

miedo y viceversa (De Boer y Koolhaas, 2003).
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Se ha reportado que la P4 cuando esta presente, hay una disminucién en el tiempo
acumulativo de enterramiento y en fases como es proestro, metaestro y diestro, es
decir cuando la P, esta ausente, se ha reportado un aumento en el TAE
(Fernandez- Guasti y Picazo, 1992). Diversos grupos han mostrado que la
administracion de P4, o ALLO con un descenso de la ansiedad, sin embargo en las
ratas de la cepa WKY no se observa lo mismo, ya que al administrar P4, no se
refleja el efecto ansiolitico (Fernandez- Guasti y Picazo, 1992). Debido a que la
cepa WKY muestra hiper-reactividad al estrés y la funcionalidad del eje HHA
parece estar alterada es posible que la produccion de neuroesteroides no sea la
adecuada. Mas aun, algunos reportes indican que la exposicion al estrés crénico
reduce la produccién de ALLO en ratones (Dubrovsky, 2004; Rodriguez-Landa et
al., 2009). Por lo anterior resulta de interés explorar si la expresion de la enzima
5a-R, involucrada en la sintesis de ALLO a partir de P4, esta alterada en la cepa

WKY, utilizando como control a la cepa Wistar.

2.9. WKY como modelo animal

Como ya es sabido, la ansiedad ha sido estudiada extensamente en modelos
animales y existen mas de treinta utilizados (Becerra-Garcia et al., 2007; Polanco
et al., 2011), sin embargo la cepa WKY, se propone como un modelo animal de
ansiedad y depresibn ya que son ratas hiper-reactivas fisiolégica y

conductualmente al estrés (Kalueff y Tuohimaa, 2004).

Las ratas WKY surgieron a partir de las Wistar como controles de ratas
hipertensas, esta cepa fue generada en 1963 por Okamoto y Aoki. La cepa WKY
muestra comportamiento similar a la ansiedad, con mayor secrecién de ACTH en

respuesta a situaciones de estrés (Cassano y Argibay, 2010; Will et al., 2003;).

En comparacion con otras cepas, WKY muestra hormonal, conductual y
fisioldgicamente signos que emulan a los sintomas encontrados en pacientes
depresivos (Will et al., 2003), ademas la WKY desarrolla un comportamiento

anormal de evitacion y presentan inhibicion conductual, observando una
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disminucion de la actividad o inactividad en nuevos retos sociales y no sociales,
siendo la inhibicion conductual un riesgo para los trastornos de ansiedad (Rogel-
Salazar y Lépez-Rubalcaba, 2011), por lo que se han propuesto como modelo
para estudiar la patologia ansiosa. Por otra parte, muestran una desregulaciéon en
el eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides (HHT) y en el eje HHA, lo que indica una
estrecha relacion entre la emotividad y el sistema neuroendocrino. Por ejemplo en
comparacion con la cepa Wistar, la concentracion plasmatica de la ACTH y de los
CORT de la cepa WKY son significativamente mas altos durante varias horas del
pico diurno (McAuley et al., 2009; Vilchez, 2011; Will et al., 2003). Ademas esta
cepa muestra una disminucion en la actividad de campo abierto (CA), prueba de
actividad locomotriz y ansiedad en ED. (McAuley et al., 2009; Will et al., 2003).

La clasificacidon de la ansiedad experimental es tan dificil como la clasificacion de
la ansiedad humana vy trastornos del espectro depresivo, por tanto, para
diferenciar entre los mecanismos relacionados con cada una se puede basar en

las caracteristicas mostradas en la Tabla 2 (Kalueff y Tuohimaa, 2005).

Tabla 2. Principales perfiles de comportamientos en modelos experimentales de ansiedad y

depresion (De Boer y Koolhaas, 2003).

Perfiles de comportamiento en modelos experimentales de ansiedad y depresién en ratas

indices de comportamiento Ansiedad Depresion
Locomocion general + -
Exploracion - -
Acicalamiento + (Frecuencia) + (Duracion)
Inmovilidad + (Congelamiento) +
Defecacion, miccion + ¢
Agresion + +
Auto-agresion 0 +
Evaluacién de riesgos +0-*" -
Comportamientos de ED + 0

(+) Aumento, (-) Descenso, (¢) Efectos no claros o inconsistentes, (0) sin efectos, * mostradas en modelo de

brazos abiertos, en modelo de depresion, **En test de nado forzado, ***Dependiendo del modelo.
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Algunos autores han reportado que la ansiedad experimental disminuye durante la
fase de proestro y estro, fases caracterizadas por niveles altos de estrogenos (E) y
P4, comparado con los niveles de hembras OVX o en diestro, por lo que la
administracion secuencial de E y P4 produce una respuesta ansiolitica en pruebas
conductuales (Fernandez-Guasti y Picazo, 1992; Martinez-Mota et al., 2000). Ya
es bien sabido que el SPM se presenta en mujeres que presentan de manera
normal su menstruacién, por lo que los animales evaluados en este proyecto

deben ser ciclicos.

2.10. Ciclo estral de la rata

El ciclo estral se define como el intervalo de tiempo existente desde el comienzo
de un periodo de celo hasta el comienzo del siguiente. El ciclo esta condicionado
principalmente por la secrecion ovarica de dos tipos de hormonas. En el primer
estadio el liquido folicular contiene E y en el segundo se forma en el cuerpo luteo
la P4 (Caravaca et al., 2005).

El ciclo estral de la rata dura aproximadamente 4-5 dias y se caracteriza por 4

fases:

Proestro: Periodo en el cual se inicia el crecimiento y la maduracion de uno o
varios foliculos ovaricos. Conforme los foliculos van creciendo van secretando E y
van preparando el aparato reproductor para el estro. La mucosa vaginal presenta
numerosas mitosis, apareciendo células epiteliales nucleadas; voluminosas;
ademas de escasas células cornificadas de los estratos superiores (Fig. 4). Tiene
una duracion aproximada de 16 horas (Caravaca et al., 2005; De Costa et al.,
1993).

Estro: es el periodo de receptividad de la hembra, caracterizado por las
manifestaciones conductuales de celo. Es en este momento cuando se produce la
ovulacion y la formacion del cuerpo luteo. Tras las numerosas mitosis que
presenta la mucosa vaginal, aparecen células epiteliales, con forma poligonal,

cornificadas y sin nucleo o con nucleo eosindfilo, ademas también se pueden
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observar escasos leucocitos, muy pocas células epiteliales (Fig. 4). Duracién

aproximada 20 horas (Caravaca et al., 2005; De Costa et al., 1993).

Metaestro: se forma en el ovario el cuerpo luteo, responsable de la secrecion de
elevados niveles de P4, caracteristica de esta fase. La mucosa vaginal entra en
regresion y es invadida por leucocitos y también se pueden apreciar células
cornificadas que empiezan a degenerar (Fig. 4). Duracion de 10 horas (De Costa
et al., 1993).

Diestro: representa generalmente la fase mas larga del ciclo y corresponde con
un periodo de inactividad sexual. Si no ha habido fecundacion, durante esta fase
se produce la regresion del cuerpo luteo y disminuyen los niveles de E y P4. Como
consecuencia, el utero se hace pequefio y poco contractil. La mucosa vaginal es
muy delgada y los leucocitos que emigran a través de ella constituyen el frotis
vaginal, ademas pueden observarse escasas células epiteliales nucleadas (Fig. 4).

Tiene una duracién aproximada de 60 horas (De Costa et al., 1993).

PROESTRO ESTRO METAESTRO DIESTRO
[ L ® L2
S @ i 7 @
0 @ j—— 4 o 9P

i6h. 20h. 10h. 60h. (2,5 dias)

Figura 4.- Fases del ciclo estral de la rata (De Costa et al., 1993).
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3. JUSTIFICACION

Existen tres etapas endocrinas donde la mujer presenta mayor incidencia de
ansiedad, depresién e irritabilidad: periodo premenstrual, postparto y climaterio
(Rodriguez-Landa et al., 2009) siendo el SPM una patologia con mayor grado de
prevalencia en mujeres en edad fértil (75- 95%). Ademas se ha demostrado que
en la mujer la mitad de los accidentes ocurridos en su hogar, trabajo o en su

automovil tiene lugar en la semana premenstrual (Bonilla, 2012).

Durante el SPM existe una disminucién de las concentraciones de hormonas
ovaricas y a nivel cerebral de los neuroesteroides, progesterona (Ps) y su
metabolito, alopregnanolona (ALLO), lo que se ha asociado al desarrollo de
estados ansiosos (Girlder et al., 2001). De hecho una de las alternativas de
tratamiento es la administracion de P4 ya que induce un claro efecto
ansiolitico. Con el fin de retirar la fuente secretora de hormonas y para

representar el modelo de SPM, se utilizé el modelo animal ovariectomizado (OVX).

Se sabe que el efecto ansiolitico de la progesterona esta vinculado a la produccion
de su metabolito 5a- reducido (5a-R), ALLO, sin embargo estudios preliminares
indican que el efecto ansiolitico de la progesterona no se observa en la cepa
Wistar Kyoto (WKY) por lo que es posible que la expresion de la enzima 5a-R sea
menor en comparacion a la cepa Wistar y por ello, no se lleve a cabo la regulacién

del eje HHA de manera eficaz.

Dado que la cepa WKY es un modelo animal en donde se expresan conductas
ansiosas y depresivas, dos sintomas claves del SPM, y son hiper-reactivas al
estrés, es de nuestro interés cuantificar la isoenzima 5a-R y niveles de
alopregnanolona y corticosterona en respuesta a la administraciéon de

progesterona, utilizando como control la cepa Wistar.
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4. HIPOTESIS

Si en la cepa Wistar la producciéon de P4 disminuye las conductas tipo ansiosas, a
través de su metabolito ALLO, entonces la expresion de la enzima 5a-R2 sera

inversamente proporcional a la expresion de la ansiedad en ratas de la cepa WKY.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

e Evaluar la expresion de la enzima 5a-R en hipocampo y niveles plasmaticos
de CORT y ALLO en respuesta a la progesterona en ratas de la cepa

Wistar y Wistar Kyoto sometidas a un modelo de ansiedad experimental.

5.2. Particular

e Analizar el efecto de diferentes dosis de progesterona sobre la conducta
ansiosa en ratas hembra Wistar y WKY, SHAM y OVX sometidas a ED.

e FEvaluar los niveles plasmaticos de ALLO y CORT en respuesta a una dosis
de progesterona en ratas hembra Wistar y WKY, SHAM y OVX sometidas
a ED.

¢ Cuantificar la expresion del RNAm de la enzima 5a-R2 en respuesta a una
dosis de progesterona en el Hipocampo en ratas hembra Wistar y WKY,
SHAM y OVX sometidas a ED.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar y WKY de 3 meses con un peso
superior a 200gr sometidas a un ciclo invertido de 12h luz/ 12h oscuridad, a
temperatura ambiente (22°C), con acceso libre de agua y alimento. Todos los
procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo la Norma Oficial
Mexicana para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio
(NOM-062-Z00-1999) y aprobadas por el Instituto Nacional de Psiquiatria

“Ramon de la Fuente Muiiz”.

6.2. Ovariectomia (OVX) y falsa cirugia (SHAM).

Las ratas fueron anestesiadas con tribromoetanol (2%; 10 ml/kg i.p.). Se
realizd un pequeno corte longitudinal en la parte ventral del animal, los ovarios
fueron expuestos y removidos junto con los oviductos, con el fin de retirar la
fuente secretora de hormonas, para finalizar se sutur6 musculo y piel de la
rata desinfectando la zona de incisién con solucion antiséptica. Para la falsa
cirugia (SHAM), se realizé el mismo procedimiento pero sélo se manipularon
los oviductos y ovarios sin retirarlos. Una vez realizada la cirugia se dejaron en
reposo por 3 semanas antes de ser sometidos a la prueba conductual de
ansiedad (ED).

Se formaron de manera aleatoria dos grupos por cepa, OVX y SHAM, los
cuales fueron sometidos a ED. A su vez estos grupos se subdividieron en
tratados con vehiculo (VEH; Aceite de maiz; 0.2mL/rata, s.c.) o con P4 (Sigma;
0.25, 0.5 0 1.0 mg/Kg; 0.2mL/ rata, s.c), en una sola dosis (Diagrama 1). 40
minutos después a la administracion respectiva los animales fueron sometidos
al modelo conductual (ED), mas tarde los animales fueron sacrificados por

decapitacion para asi obtener muestras sanguineas del tronco para medir las
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concentraciones plasmaticas de CORT y ALLO, por medio de la prueba ELISA
y se colecto el tejido cerebral (hipocampo) para cuantificar la enzima 5a-R2,

por medio de la técnica PCR.

Wistar/WKY

ovX SHAM

AC Pa AC Pa

0.25 0.5 1.0 0.25 0.5 1.0

mf[Kg mj Kg
ED ED

Diagrama 1. Disefio experimental de grupos a tratar.

6.3. Ciclo estral

Todos los animales SHAM fueron monitoreados, con el objetivo de verificar un
ciclo normal. Las ratas OVX fueron manipuladas de la misma manera que las
SHAM, con el fin de que ambos animales SHAM y OVX recibieran la misma

manipulacion.

El ciclo estral fue evaluado por medio de un frotis vaginal tomado diariamente
por 15 dias con una pipeta Pasteur de polietileno (Corning,USA) y colocando
la muestra en un porta objetos (Corning, USA), las muestras fueron
observadas en fresco en un microscopio optico compuesto (Vanguard, USA) y
se registro la fase estral de acuerdo a Caravaca et al (2005) y De costa et al
(1993).
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6.4. Enterramiento Defensivo (ED)

El procedimiento general de la prueba de enterramiento defensivo descrita por
Pinel y Treit (1978) consiste en colocar a la rata en un una caja de acrilico
(34x16x24cm) con la base cubierta de aserrin y un electrodo de 7cm
insertado en una de las paredes, 2 cm por encima de la base. El electrodo
esta conectado a una fuente generadora de corriente alterna que permite que
cada vez que el animal toque el electrodo reciba una descarga eléctrica (0.3
mA). La intensidad de este choque no genera dafo fisico al animal pero es
identificado como un estimulo aversivo (De Boer y Koolhaas, 2003; Sollozo et
al., 2011).

Para disminuir el impacto de someter al animal a un ambiente novedoso, las
ratas se colocaron en la caja donde se realizd la prueba conductual, sin el
estimulo electrificado durante 10 minutos por 3 dias consecutivos antes de

realizar la prueba.

Posteriormente el comportamiento del animal fue observado y grabado por un
periodo de 10 minutos, para posteriormente evaluar la respuesta conductual.
Para esto, se cuantificaron los comportamientos caracteristicos de ED,
previamente descritos como son, erguimiento o levantamiento, inmovilidad,
freezing, acicalamiento, exploracion del electrodo, ademas también se observo
y registrd, latencia de enterramiento, tiempo acumulativo de enterramiento y

numero de choques recibidos.

6.5. Campo Abierto (CA)

Este modelo se utilizé con el fin de descartar alguna alteracion motora,
inducida por la manipulacion hormonal, que pudiera afectar el desempefo de
los animales durante la prueba de ED. Esta prueba fue realizada después de

la prueba de ED.
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Este procedimiento constd de una caja de plexiglas opaca (40x30x20 cm.)
con el piso dividido en 12 cuadros de 11x11 cm. El animal fue colocado
individualmente en una esquina de la caja y durante 5 minutos se cuantifico el
numero de veces que el sujeto cruzd con las cuatro patas de un cuadro a

otro.

Sesenta minutos mas tarde, los animales fueron sacrificados por decapitacion
y se colect6 la sangre para la evaluacion de los niveles plasmaticos de CORT
y ALLO. Asi mismo, se extrajo el cerebro para obtener el hipocampo y evaluar

la expresion de la enzima 5a-R.

6.6. Reaccion de la transcriptasa reversa en cadena de la
polimerasa (RT-PCR)

RT-PCR es una variante de la PCR convencional donde se utiliza RNA como
molde para sintetizar ADN complementario (cDNA; Por sus siglas en inglés;
Diaz-Alonso et al., 2013).

Los cerebros fueron extraidos y almacenados a -20 °C hasta ser seccionados.
Se realizo el corte frontal de hipocampo de aproximadamente 0.2 mm, con una
navaja para diseccion, para verificar la zona a seccionar se tomé como
referencia el cerebelo y basandonos con el Atlas estereotaxico del cerebro de
rata, segun Paxinos G. y Watson C. (2005; Anexo |, de Bregma -2.40 mm a
Bregma -4.68 mm). Posteriormente se procedio a la extraccion de RNA total
del tejido de hipocampo de la rata, para determinar la expresion del RNAm de
la 50-R2, de acuerdo al método del acido guanidina-fenol-cloroformo (AGPC)
descrito por Chomczynsky y Sacchi (1986). Una vez hecha la extraccion, se
realizd la dilucion y lectura de RNA, comparando con un blanco (2 pL de
DEPC en 98 uL de agua Milli Q). La medida de absorbancia se realizdé en

cubetas de cuarzo, tomando el valor de Azs. Posteriormente, se procedié a
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preparar alicuotas con una concentraciéon de 1.5ug de RNA en 12uL de DEPC,
de los cuales se tomd una alicuota de 4uL para realizar integridad y una

alicuota de 8L para la transcripcion.

Se tomo la alicuota de 4pL de cada muestra y se comprobé la integridad del
RNA, la cual se analiz6 mediante electroforesis vertical en gel de agarosa al
2% utilizando como control el marcador molecular VIII (320pb); Este
procedimiento permite un chequeo rapido y eficiente de la calidad de muestras
de RNA total. Posteriormente, el gel se revel6 con bromuro de etidio como
marcador de fluorescencia. Las bandas se visualizaron en un transluminador
UV (Bio-Rad, USA) y los geles fueron capturados mediante una camara
fotografica (Bio-Rad, USA).

Para poder realizar la transcripcion de RNA a cDNA se tomaron las alicuotas
de 8 pyL y se procedié a la inactivacion, con el fin de desmontar la estructura
secundaria del RNA , en termociclador (Eppendorf, USA) a 65 °C por 5 min, se
colocaron en hielo y se le adicion6é una mezcla de agua destilada libre de
RNAsas, buffer RT 5X (Tris-HCI 250 nM; KCI 375 nM, MgCI2 15 nM),
ditiotreitol (DTT, 0.1M 10X), dNTPs 10 nM, oligodT y transcriptasa reversa (M-
MLV RT). Se incubaron durante 2 h a 37 °C. Al término de la incubacion se
tomaron 4 ul de la mezcla de reaccidn de cDNA y se le adicion6 a la mezcla
de PCR por cada tubo, agua destilada libre de RNAsas, buffer Taqg DNA
polimerasa 10X, dNTPs 10 nM, oligonucledtido correspondiente sentido y
antisentido, MgCl (1.5 mM) y Amplificasa (Biogénica). Los tubos se colocaron
en el termociclador (Eppendorf). Los ciclos y las condiciones de incubacién se

seleccionaron dependiendo de las caracteristicas de cada oligo (Tabla 3).
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Tabla 3. Ciclos y condiciones de 5a-R2 y Cyclofilina

pb Temperatura (°C) Ciclos

50-R2 180 pb 64 19
Cyclofilina 559 pb 64 28
(control
endégeno)

Las muestras fueron analizadas por medio de electroforesis vertical en una
camara de electroforesis (Eppendorf, USA), en agarosa (2%) por 60 min.
Posteriormente el gel fue revelado mediante la adicién de bromuro de etidio, el
cual intercal6 los fragmentos de ADN, finalmente se coloc6 en un transluminador
(Bio-Rad, USA) y fueron capturados mediante una camara fotografica (Bio-Rad,
USA). Las bandas fueron separadas con base a su tamafio en pares de base (pb)
y los fragmentos obtenidos de la PCR fueron analizados con el programa
“‘Advanced American Biotech Imaging 2D” (Advanced American Biotechnology;
CA, EUA).

6.7. Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas
(ELISA)

Se colectdé 5 ml de sangre del tronco en tubos eppendorf (axigen, USA) para
centrifuga y se mantuvieron en hielo hasta centrifugarlas a 3000 rpm durante
30 minutos a 4°C, para permitir la extraccion del plasma, mismo que se separo
y almacend a -20°C hasta el momento de su analisis hormonal (ELISA). Los
niveles de CORT y ALLO fueron determinados tomando todos los cuidados
necesarios para prevenir la degradacion y usando el kit de inmunoensayo
(Arbor assays, USA) de acuerdo a los materiales y protocolos sefialados por
el proveedor. La placa fue leida a 405 nm para CORT y 450 nm para ALLO en
un lector de ELISA (Bio -Tek, USA). Los coeficientes de variacion intra- e inter-

ensayo para CORT fueron de 8.4 % y 8.2 %, respectivamente y la sensibilidad
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de 26.99 pg/mL. Para ALLO de 5.0 % y 8.4%, respectivamente y la
sensibilidad fue de 130 pg/mL.

6.8. Analisis Estadistico

Los resultados se presentan como la media + error estandar de la media. Para
el analisis de los datos conductuales y niveles hormonales de CORT / ALLO
se utilizé la prueba estadistica ANOVA dos vias, seguido de una prueba post
hoc (Shapiro -Wilk). Para ANOVA de dos vias se tomdé como factor A la
condicion y factor B: tratamiento. El valor de significancia estadistica a

considerar fue de p<0.05.
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7. RESULTADOS

Efecto de la administracion de P4 en ratas de la cepa Wistar y WKY sobre la

conducta tipo ansiosa en el modelo de Enterramiento Defensivo.

7.1. Efecto de la progesterona sobre la ansiedad experimental

7.1.1 Wistar

7.1.1.1 Conductas activas
Tiempo acumulativo de enterramiento y acicalamiento

En la Figura 5, se observa el efecto de diferentes dosis de progesterona (0, 0.25,
0.5y 1.0 mg/Kg) sobre las conductas activas que expresan ansiedad en el modelo
de ED. La dosis de 1.0 mg/kg de progesterona redujo significativamente el tiempo
acumulativo de enterramiento en las ratas OVX en comparacién al grupo tratado
con VEH (p<0.005) y contra el grupo tratado con la dosis de 0.5 mg/kg (p<0.05).
No se observaron diferencias significativas en los grupos SHAM con ninguna de
las dosis probadas. La ANOVA de dos vias arrojé los siguientes valores: por
tratamiento F (3,38)=5.59, p=0.003; por condicién F (1,38)=0.86, ns; la interaccion
tratamiento X condicion F (3,38)=0.25, ns.

Por otra parte, la progesterona no modificé de manera significativa la conducta de
acicalamiento a las dosis ensayadas ni en las hembras OVX o SHAM. La ANOVA
de dos vias arrojo los siguientes valores: por tratamiento F (3,38)=2.64, ns; por
condicion F (1,38)=1.93, ns; y la interaccion tratamiento X interaccion F
(3,38)=2.11, ns
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Fig.5 Efecto de P, sobre las conductas de enterramiento y acicalamiento en el modelo de
enterramiento defensivo en la cepa Wistar. Los datos se expresan como la media + E.E de la
media. VEH=Vehiculo; TAE=Tiempo Acumulativo de Enterramiento. n= 7 por grupo. *p<0.05 vs
0.5 mg/Kg de P,; **p<0.003 vs VEH

1.1.2 Suma de conductas pasivas
Congelamiento e inmovilidad
En la Figura 6 se muestra el efecto de las diferentes dosis de P4 sobre la suma del
tiempo total invertido en la expresion de conductas tipo ansiedad pasiva mostrada
en el modelo de ED. Se puede observar que tanto en hembras SHAM como en
OVX la P4 no modificé de manera significativa las conductas pasivas. La ANOVA
de dos vias arrojo los siguientes valores por tratamiento F (3,84)=1.24, ns; por
condicion F (1,84)=1.87, ns; y la interaccién tratamiento X interaccién F
(3,84)=0.83, ns.
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Fig.6 Efecto de la P, sobre la suma de conductas pasivas (congelamiento e inmovilidad) en el modelo
de Enterramiento Defensivo registradas en la cepa Wistar. Los datos se expresan como la media
E.E. VEH=Vehiculo. n=7 por grupo.
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Por otra parte como se puede observar en la tabla 4, en animales SHAM ni en
OVX la P4 no ejercio efecto sobre otras variables conductuales medidas en el ED

(erguimiento, exploracion al electrodo, numero de choques recibidos).

Tabla 4. Efecto de la P, sobre el erguimiento, exploracion al electrodo y nimero de
choques recibidos en el modelo de campo abierto en la cepa Wistar
VEH 0.25mg/Kg | 0.5 mg/Kg | 1.0 mg/Kg
Erguimiento (Segundos)
SHAM 14+ 2.80 8+1.06 11+2.84 14+ 2.53
12+2.81 14+ 2.78 15+2.93 7+ 4.50

Exploracidn al electrodo (Segundos)

SHAM 15+ 2.76 11+ 2.02 15+ 2.71 13+1.87
OvX 10£1.85 11+ 2.20 13+ 3.64 11+ 2.35
SHAM 4+ 0.97 5+0.94 5+1.23 5+1.32
ovX 2+0.21 2+ 0.29 4% 0.63 4+ 0.34

Los datos se expresan como la media * E.E de la media de 7 animales por grupo
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7.1.2 WKY

Para la evaluacion de conductas ansiosas en ratas vulnerables a estrés sometidas

a diferentes dosis de P4, se utilizé la cepa WKY como modelo animal.

7.1.2.1 Conductas Activas
Tiempo acumulativo de enterramiento y acicalamiento
No se observaron diferencias significativas en los grupos con ninguna de las dosis
probadas. La ANOVA de dos vias arrojo los siguientes valores: por tratamiento F
(3,41)=3.85, ns; por condicion F (1,41)=1.74, ns; y la interaccién condicién X
tratamiento F (3,41)=1.15, ns (Figura 7).

Asi mismo, la progesterona no modificO de manera significativa la conducta de
acicalamiento con las dosis probadas ni en las hembras OVX o SHAM. La ANOVA
de dos vias arrojé los siguientes valores: por tratamiento F (3,41)=0.25, ns; por
condicion F (1,41)= 0.14, ns; y la interacciéon condicion X tratamiento F (3,41)=
0.16, ns.
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Fig. 7 Efecto de P, sobre las conductas de enterramiento y acicalamiento en el modelo de enterramiento
defensivo en la cepa WKY. Los datos se expresan como la media * E.E de la media. VEH=Vehiculo;
TAE=Tiempo Acumulativo de Enterramiento. n= 7 por grupo.
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7.1.2.2 Suma de conductas pasivas
Congelamiento e inmovilidad

En la Figura 8 se puede observar el efecto de las diferentes dosis de P4 sobre la
suma del tiempo total invertido en la expresion de conductas pasivas en el modelo
de ED. Las dosis de P4 probadas no modificaron de manera significativa las
conductas pasivas que expresan ansiedad ni en hembras SHAM ni OVX. La
ANOVA de dos vias arrojo los siguientes valores: por tratamiento F (3,90)=1.68,

ns; por condicion F (1,90)= 0.66, ns; y la interaccion de condicién X tratamiento F

(3,90)=0.30, ns.
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Fig. 8 Efecto de la P, sobre la suma de conductas pasivas (congelamiento e inmovilidad) en el modelo de
Enterramiento Defensivo registradas en la cepa WKY. Los datos se expresan como la media + E.E.
VEH=Vehiculo. n=7 por grupo.

A semejanza de la cepa Wistar, la P4 no ejercio efecto en la cepa WKY sobre el
resto de las conductas evaluadas en ED (erguimiento, exploracion al electrodo,

numero de choques recibidos) entre los diferentes grupos y tratamientos (Tabla 5).
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Tabla 5. Efecto de la P4 sobre la conducta de Erguimiento, Exploracidn al electrodo, nimero de choques
recibidos en el modelo de ED en la cepa WKY

VEH 0.25mg/Kg | 0.5 mg/Kg | 1.0 mg/Kg

Erguimiento (segundos)

SHAM 11+ 2.56 10+ 2.87 12+ 2.36 7+ 2.54
ovX 9+ 2.39 11+ 3.22 10+ 2.98 10+ 2.87
SHAM 12+ 2.56 14+ 3.63 14+ 2.80 13+ 2.65
ovX 12+ 2.98 11+ 2.61 14+ 2.56 11+ 2.54
SHAM 21 0.95 21 0.23 2+ 0.63 21 0.94
oVX 2+ 056 3+ 0.66 2+ 0.38 7+ 0.64

Los datos se expresan como la media * E.E de la media de 7 animales por grupo

7.2. Efecto de la progesterona sobre las concentraciones

plasmaticas de corticosterona

7.2.1 Wistar

Debido a que la dosis de P4 de 1 mg/kg fue la unica que modificd las conductas

que reflejan ansiedad en el ED, s6lo se analizé el efecto de esta dosis sobre los

niveles plasmaticos de CORT. En la Figura 9 se observa el efecto de la dosis 1.0

mg/kg de P4 sobre los niveles de CORT, en hembras sometidas a la prueba de

ED. El andlisis estadistico no reveld diferencias significativas, ni por tratamiento,

ni condicion (OVX versus SHAM). La ANOVA de dos vias arrojo los siguientes

valores: por condicién F (1,15)=0.46, ns; por tratamiento F (1,15)=1.32, ns.
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Fig.9 Efecto de 1.0 mg/Kg de P, sobre los niveles de corticosterona en el modelo de Enterramiento
Defensivo registradas en la cepa Wistar. Los datos se expresan como la media * E.E. VEH=Vehiculo. n=5
por grupo.

7. 2.2 WKY

En la Figura 10 se muestra el efecto de la dosis de 1.0 mg/kg de P4 sobre los
niveles de CORT en la cepa WKY sometidas a la prueba de ED. La P4 redujo
significativamente los niveles de CORT en ratas OVX en comparacion con las
SHAM (p<0.02). La ANOVA de dos vias mostrdé los siguientes valores: por
condicion F (1,15)=4.47, p=0.05; por tratamiento F (1,15)=0.01, ns y condicién X
tratamiento F (1,15)=1.67, ns.
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Fig. 10 Efecto de 1.0 mg/Kg de P, sobre los niveles de corticosterona en el modelo de Enterramiento
Defensivo registradas en la cepa WKY. Los datos se expresan como la media * E.E. VEH=Vehiculo;
ED=Enterramiento Defensivo. n= 5 por grupo.*p<0.05 vs SHAM.

7.3. Efecto de la progesterona sobre las concentraciones
plasmaticas de alopregnanolona

7.3.1 Wistar

La progesterona se metaboliza a alopregnanolona y es éste producto el que
produce los efectos ansioliticos previamente mencionados (Sanchez, 2007). Por lo
anterior, en el presente estudio se evalud la expresion de la enzima 50-R2 que
interviene en la conversiéon de P4, a ALLO y los niveles plasmaticos de dicha

hormona.

En la Figura 11, se observa el efecto de 1.0 mg/kg de P, sobre los niveles
plasmaticos de ALLO en animales SHAM y OVX. La dosis de 1.0 mg/kg de P,
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redujo significativamente la concentracion de ALLO en las ratas OVX en
comparacion a las SHAM (p<0.05) y contra el grupo OVX tratado con VEH
(p<0.05). La ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas por condicion F
(1,11)=5.36, p=0.04, por tratamiento F (1,11)=0.94 ns, y condicién X tratamiento F
(1,11)=1.33, ns.
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Fig.11 Efecto de 1.0 mg/Kg de P, sobre los niveles de alopregnanolona en el modelo de Enterramiento Defensivo
registradas en la cepa Wistar. Los datos se expresan como la media * E.E. VEH= Vehiculo; n= 4 por grupo.
*p<0.05 vs SHAM; # p<0.05 vs VEH

7.3.2 WKY

En la Figura 12, se observa el efecto de la P4 sobre los niveles de ALLO en
animales sometidos al modelo de ED. La P4 no modific6 de manera significativa
los niveles de ALLO ni por la condicion, ni por tratamiento. La ANOVA de dos vias
mostré los siguientes valores: por condicion F (1,18)=1.84, ns y por tratamiento F

(1,18)=0.70, ns y la interaccion condicion X tratamiento F (1,18)=1.066, ns,
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Fig.12 Efecto de 1.0 mg/Kg de P, sobre los niveles de alopregnanolona en plasma en la cepa Wistar Kyoto.
Los datos se expresan en nanogramos por mililitro como la media * E.E. VEH= Vehiculo. n= 7 por grupo.

7.4. Efecto de la progesterona sobre la expresién de la enzima 5a-
R2

7.4.1 Wistar

Para el analisis de la expresion de la enzima 50-R2 se realiz6 la técnica de RT-
PCR. En la Figura 13, se observa el efecto de la P4, sobre la expresiéon de 5a-R2
en hipocampo, en hembras SHAM y OVX sometidas a la prueba de ED. La OVX
aumento significativamente la expresion de la 5a-R2 en comparacién a las ratas
SHAM (p<0.05). De manera similar, la dosis de 1.0 mg/kg de P, aumenté la
expresion de la enzima en el grupo sometido a OVX en contraste con las SHAM
(p<0.05), este aumento fue el doble al observado en los animales OVX tratados
con VEH (p<0.05). Mas aun, en animales SHAM tratados con P4 se observd un
incremento en la expresion de la enzima 5a-R2 en comparacioéon al grupo SHAM
tratado con VEH (p=0.05). La ANOVA de dos vias mostréo diferencias
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significativas en el factor condicién F (1,11)=34.7, p<0.001; tratamiento F

(1,11)=39.5, p<0.001; sin que resultase significativa la interaccion.
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Fig. 13 Efecto de la P, sobre la expresion de 5a-R2 en hipocampo sometidas a enterramiento defensivo,
expresadas en porcentaje. VEH= Vehiculo. n= 4 por grupo. *p<0.05 vs SHAM; #p<0.05 vs VEH.

7.4.2 WKY

En la Figura 14 se observa el efecto de la P4 sobre la expresién de la enzima 5a-
R2 en hipocampo de hembras sometidas a ED. A diferencia de la cepa Wistar
donde la 50-R2 es modulada por el estrés y la P4, la cepa WKY no responde a la
prueba de ED con la expresion de la enzima. Mas aun, la P4 no modificé de
manera significativa la expresion de 5a-R2 ni en animales OVX o SHAM. La
ANOVA de dos vias arrojo los siguientes valores: por condicion F (1,11)=3.11, ns;
por tratamiento F (1,11) = 10.11, p=0.009; y la interaccién condicion X tratamiento

F (1,11)=8.38, ns.
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Fig.14 Efecto de la P, sobre la expresion de 5a-R2 en hipocampo de ratas WKY sometidas a
Enterramiento Defensivo, en porcentaje de unidades arbitrarias. VEH= Vehiculo. n=4 por grupo.

7.5. Campo Abierto
7.5.1 Wistar

El modelo de CA se registré para descartar alguna alteracion locomotriz en los
animales como consecuencia del tratamiento o la manipulacion (OVX versus
SHAM). Como puede observarse en la tabla 6, no se encontraron diferencias en
el numero de cuadros cruzados entre los animales SHAM y los OVX o por el

tratamiento con P4
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Tabla 6. Efecto de la P, sobre el nimero de cuadros cruzados en el modelo de campo
abierto en la cepa Wistar

CA VEH 0.25mg/kg 0.5 mg/kg 1.0 mg/kg
SHAM 3814.73 3414.12 35%3.97 331£3.93
ovX 38+7.81 37+7.09 41+6.63 41+4.85

Los datos se expresan como la media * E.E de la media de 7 animales por grupo. CA= campo
abierto; VEH=vehiculo; OVX=Ovariectomia.

5.2 WKY

Al igual que la cepa Wistar, en la WKY no se observaron diferencias en el numero

de cuadros cruzados entre los animales Sham y los OVX ni por el tratamiento con

diferentes dosis de progesterona (tabla 7).

Tabla 7. Efecto de la P,sobre el nimero de cuadros cruzados en el modelo de campo abierto
en la cepa WKY

CA VEH 0.25mg/kg 0.5mg/kg 1.0 mg/kg
SHAM 24+ 3.94 24+ 3.56 24+ 4.19 25+4.76
ovX 261 3.90 28+ 3.63 27+ 4.98 28+ 4.02

Los datos se expresan como la media * E.E de la media de 7 animales por grupo. CA= campo
abierto; VEH=vehiculo; OVX=Ovariectomia
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8. DISCUSION

8.1. Efecto de la Progesterona sobre la ansiedad experimental

Los resultados del presente estudio demostraron que el efecto ansiolitico de
la progesterona depende de la cepa. Este es el primer estudio en el que se
compara el efecto de esta hormona y se muestra que el efecto ansiolitico es

dependiente de la cepa evaluada.

En el presente trabajo, se evalud el efecto de la P4 sobre un repertorio
conductual mas amplio en la prueba de enterramiento defensivo. Algunos
autores consideran que ademas de la conducta de enterramiento, el
acicalamiento dirigido a una parte especifica del cuerpo o sin el patrén céfalo
caudal tipico de los animales (Kalueff y Tuohimaa, 2005), es una conducta
activa que sirve de indicativo de los niveles de ansiedad del roedor (Rogel-
Salazar y Lépez Ruvalcaba, 2011). La cepa Wistar invirtié poco tiempo en la
conducta de acicalamiento y no fue modificado por ninguna de las dosis de
progesterona, 1o que coincide con lo reportado por Contreras et al (2011) y
otros autores (Contreras et al., 2011; Fernandez-Guasti y Picazo, 1992;
Martinez Mota et al., 2000). Mas aun, nuestros datos sugieren que en esta
cepa la ansiedad se manifiesta basicamente a través de la conducta de
enterramiento, siendo esta conducta el reflejo directo de la ansiedad del
animal, asi a mayor tiempo de enterramiento, mayor ansiedad (De Boer y
Koolhaas, 2003; Martinez-Mota et al., 2000; Pinel y Treit 1978;).

En contraste a la cepa Wistar, la WKY, es una cepa que tradicionalmente
muestra la ansiedad a través de conductas pasivas (Pare, 1992; Redei et al.,
2001; Will et al., 2003; McAuley et al., 2009) en vez de las activas, por ello se
evalud en este estudio tanto las conductas activas como las pasivas. Mas
aun, en otros modelos como el FST (por sus siglas en inglés Forced
Swimming Test; modelo para evaluar depresidn) se reporta que la cepa WKY
muestra bajos niveles de conductas activas (escalamiento y nado), y altos

niveles de conductas pasivas (inmovilidad; Lahmame et al., 1997). Esto
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sugiere que la cepa WKY muestra principalmente conductas tipo ansiosa o

depresiva a través de conductas pasivas.

La cepa WKY no respondié a ninguna de las dosis probadas de P4 ya que no
se observaron cambios significativos tanto en las conductas activas como las
pasivas, por lo que se puede sugerir que no responde al efecto ansiolitico de
la P4 a las dosis evaluadas. A diferencia de la cepa Wistar, la WKY es una
cepa hiper-reactiva al estrés, ya que alguno reportes (Braw et al., 20006)
indican que tienen niveles altos de CORT aun sin ser sometidas a estimulos
estresantes, y responden conductualmente de manera exagerada. Es posible
que estas diferencias sean ocasionadas por alguna alteracion en la
regulacion del eje adrenal. Se ha propuesto que uno de los factores
hormonales que inhibe al eje HHA es la ALLO, que esta a su vez depende
progesterona, lo que permite sugerir que posiblemente la P, no se esté

convirtiendo a ALLO y por tanto no se facilite dicho efecto ansiolitico.

8.2. Efecto de la progesterona sobre los niveles plasmaticos de
corticosterona

Se ha reportado que en mujeres saludables la respuesta a factores
estresantes, incrementa los niveles plasmaticos de cortisol, vasopresina
(VP) y ACTH, mientras que en mujeres con SPM, esta respuesta no se
presenta (Diaz-Burke et al., 2010; Estrada-Camarena et al., 2011). Por lo que
se cree que el funcionamiento del eje HHA esta alterado. Se propone que los
niveles altos de CORT promueven el aumento de la concentracién de
neuroesteroides intracerebrales, posiblemente como un mecanismo protector
(Rapkin, 2009; Estrada-Camarena et al., 2011). Entonces, es de esperar que
con el aumento de CORT se presente también la elevacion de
neuroesteroides en plasma y cerebro y que estos ejerzan sus acciones
protectoras ante el estrés (Estrada-Camarena et al., 2011; Rapkin, 2009).
Dado que la P4 se metaboliza a ALLO, se espera entonces que se establezca

el efecto ansiolitico y disminuya los niveles de CORT.
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En este estudio se encontré que en la cepa Wistar la P4, no modifico los
niveles plasmaticos de CORT ni por condicién, ni por el tratamiento, a pesar
de ver el efecto ansiolitico en conductas activas. Algunos reportes indican
que animales macho sometidos a estrés agudo muestran un incremento en
los niveles plasmaticos de CORT, P, y ALLO a los 30 min posteriores al
estrés, efecto que desaparece a los 60 min (Barbaccia et al., 1996). En este
estudio la medicion de CORT se realiz6 60 min después de la administracidon
de P4, por lo que es posible que no se detectaran cambios en niveles
plasmaticos de CORT.

En la cepa WKY la P4 redujo los niveles de CORT en animales OVX, en
comparacion a los animales SHAM. Estos datos sugieren que la sola OVX
esta modificando la sensibilidad al efecto de la P, sobre los niveles

plasmaticos de CORT.

8.3. Efecto de la progesterona sobre los niveles plasmaticos de
alopregnanolona

Indusekhar et al (2006) ha reportado niveles bajos de ALLO en mujeres con
SPM, por lo que la administracion de P4 favoreceria la reduccion de los
sintomas premenstruales. Evidencia preclinica, muestra que Ia
administracion de P40 ALLO reduce la conducta tipo ansiosa en el modelo
de ED vy laberinto elevado en cruz (LEC) en roedores (Gutiérrez-Garcia et
al., 2000; Britan et al 1991; Britan et al 1993; Riveros-Barrera y Duefas,
2014).

En nuestro estudio la administracion de 1.0 mg/Kg de P4 redujo la
concentracion de ALLO en ratas Wistar OVX ansiosas en contraste al
aumento esperado después de la administracion de P,4. Esto podria estar
asociado a diferencias metodoldgicas, por ejemplo en algunos estudios
(Gutiérrez-Garcia et al., 2000 y Bitran et al., 1993) la ALLO se administré de

manera sistémica y posteriormente se observo el efecto ansiolitico. En
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nuestro estudio, se administré la P, y después de 60 min. Se midieron las
concentraciones de ALLO. El descenso observado de ALLO en respuesta a
la P4 puede ser debido al tiempo transcurrido después de la administracion,
ya que se ha reportado que las concentraciones de ALLO se observan
aumentadas antes de los 60 min. (Barbaccia et al., 1996). Otra posible
explicacion es que el descenso observado se deba a que la ALLO que se
encontraba disponible fue utilizada por el organismo. Este dato concuerda
con el hecho de que se haya observado un aumento en la expresion de la
enzima 5a-R2, estos datos sugieren que el descenso de ALLO vy el efecto

ansiolitico en respuesta a P4 podrian estar asociados.

Hasta el momento no se tienen reportes del efecto de la progesterona sobre
los niveles de ALLO en WKY ansiosas. En este estudio en animales de la
cepa WKY no se observaron cambios en las concentraciones plasmaticas de
ALLO ni en la expresion de la enzima 5a-R2.Una posible explicacion es que
la P4 no se esté metabolizando y no se efectué la conversion de P4 a ALLO.
Otra posible explicacién es que en esta cepa se requiera de una dosis mas
alta a 1.0 mg/Kg de P4

8.4. Efecto de la progesterona sobre la expresion del RNAm de la enzima 5a-
R2 en hipocampo

Dado que la ALLO es sintetizada a partir de la P4, por la enzima 50-R2, y
puesto que los niveles de ALLO son modificados por situaciones de estrés
(Purdy et al., 1991), es posible que la actividad de la enzima también sea

modificada.

En animales Wistar se observd que la sola OVX incrementd la expresiéon de
la enzima 50-R2, lo que sugiere que el retiro de la fuente secretora de P4
(ovarios) promueve la sintesis de la enzima, posiblemente como una

respuesta compensatoria de las glandulas adrenales (Meléndez., 2005).
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Ademas se observd que la administracion de P4 incrementa la expresion de
la enzima 5a-R tanto en animales SHAM como en OVX, lo que nos indica
que los animales de la cepa Wistar estan respondiendo al tratamiento con P,.
Nuestros datos coinciden con lo que se ha reportado por otros grupos de
investigacion (Sanchez, 2007).

En contraste, en la cepa WKY no se observaron cambios en la expresion de
la enzima 5a-R2 en respuesta a la OVX, lo que sugiere que el sistema de
respuesta endocrina podria estar alterado o desensibilizado. Esta propuesta
se refuerza con el hecho de que ante la administracion de P4, no se
detectaron cambios en la expresién de la enzima 5a-R2. Dado que se ha
propuesto que el descenso de CORT esta relacionado con la sintesis de
ALLO (Rapkin, 2009; Estrada-Camarena et al., 2011; Schile et al. 2014) es
posible que en esta cepa el descenso en CORT provocado por la P4 se deba
a un mecanismo de regulaciéon independiente a la ALLO, lo cual requiere
una mayor exploracion. Otra posible explicacion es que la cepa WKY
requiera una dosis de P4 superior a la evaluada en este estudio, por lo que se

requiere que en estudios posteriores se exploren estas posibilidades.

8.5. Campo Abierto

Ambas cepas Wistar y WKY no registraron diferencias significativas en la
actividad locomotriz independientemente del tratamiento y condicion. Estos
resultados confirman que no hubo alteracibn motora que afectara el
desempeno en la prueba conductual de ED en ambas cepas. Es importante
sefalar que la cepa Wistar registr6 un aumento de numeros cruzados en
comparacion con las WKY. Esto comprueba que la WKY al tener menor
actividad locomotriz, es una cepa mas ansiosa, coincidiendo con lo ya
reportado en diferentes modelos conductuales (Pare et al., 1989, 1992, 1994,
2001 y McAuley et al., 2009).
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9. CONCLUSIONES

e El efecto ansiolitico de la P, es dependiente de la cepa estudiada ya que la
WKY no respondio al tratamiento.

e La P4 modula la expresion de la enzima 50-R2 y los niveles de ALLO en la
cepa Wistar pero no en la WKY.

e LaP4noinduce efecto ansiolitico en la cepa WKY, probablemente porque la

P4 no es metabolizada a ALLO.
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11. ANEXO
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Fig.15 Esquema representativo de corte de Hipocampo. Bregma -2.40 mm (Paxinos y Watson, 2005)
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Fig.16 Esquema representativo de corte de Hipocampo. Bregma -4.56 mm (Paxinos y Watson, 2005)
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