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RESUMEN.

Se estudiaron las modificaciones producidas por la administracion de diversas dosis
de farmacos que interaccionan con el sistema calcio/calmodulina (Ca®/Cam) sobre la
conducta de receptividad sexual caracterizada por facilitacion de lordosis inducida
por progesterona (P) en ratas ooforectomizadas y pretratadas con estrégenos (E,).
Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar aduitas de 200 a 250 g, sin experiencia
sexual y ooforectomizadas a las que se les administré 2 pg (0.00531 pmoles) de
benzoato de estradiol al tiempo O y las 44 h después, les fueron inyectados 2 mg
(6.36 umoles) de P junto con diversas dosis de los siguientes compuestos:
pentobarbital, trifluoperazina (TPZ), prometazina (PMZ), clorpromazina (CPZ),
haloperidol (HAL), pimozida (PIM) y verapamil (VER). La conducta sexual de las
hembras se evalué con machos experimentados cuatro horas después de la
aplicacion de la progesterona y con cada uno de los neurolépticos. Las hembras
recibieron 10 montas vigorosas y su receptividad se expresé por el cociente de
lordosis (CL), que es el resultado de dividir el numero de lordosis entre el nimero de
montas. El tratamiento farmacoldgico se realizd a través de un disefio experimental
doble ciego.

Todos los farmacos experimentados a dosis de 4 mg/kg y 8 mg/kg, inhibieron la
lordosis inducida por el tratamiento secuencial con E, y P. Unicamente HAL, PIM y

VER fueron efectivos para prevenir la lordosis a la dosis de 1 mg/kg.
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El maximo nivel de inhibicidn lo tuvo PIM, aunque a las dosis de 8 mg/kg (17.35
pmoles), no existid diferencia estadistica entre éste y TPZ (19.65 umoles) o
HAL.(21.33 umoles) Los resultados obtenidos con la aplicacion de pentobarbital (25
mg/kg = .100.80 umoles), no mostraron diferencia estadisticamente significativa con
los resultados obtenidos de animales tratados Unicamente con solucién salina
(controles). Los resultados de estos experimentos, muestran que la actividad de los
farmacos experimentados sobre 1a conducta sexual, esta aparentemente relacionado
con su eficiencia como inhibidores de la fosfodiesterasa, dependiente de calmodulina
y como ligandos del complejo Ca*/CaM; asi PIM fue el mas activo, seguido por TPZ,
HAL y CPZ, mientras que PMZ fue solo efectiva en forma discreta. Adicionalmente el
VER, un inhibidor de canales lentos para calcio, produjo efectos que fueron
comparables a los mostrados por los farmacos que se consideran mas efectivos en

su efecto anticalmodulina.
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ABSTRACT

Modifications of the progesterone-induced facilitation of lordosis behavior in
ovariectomized estrogen primed rats after the systemic administration of various
dosages of drugs that participate on the Ca*/Calmodulin system, were studied.
Young, sexually inexperienced, Ovariectomized Wistar female rats were primed with
2 ug estradiol benzoate (time 0) and 44 hr later they were injected with 2 mg
progesterone (P) together with one of various dosages of the following compounds:
Pentobarbital, Trifluoperazine (TPZ), Promethazine (PMZ), Chlorpromazine (CPZ),
Haloperidol (HAL), Pimozide (PIM), and Verapamil (VER). Animals were tested for
sexual behavior with experienced males 4 hr after the applications of P plus the
neuroleptics. Ten vigorous mounts were allowed to each female and their receptivity
expressed as the lordosis quotient (LQ), that is, number of lordosis/number of
mounts. The observer was blind as far as the pharmacological treatment of individual
females was concerned. All tested drugs at doses of 4 mg/Kg, or higher, inhibited
lordosis. Only HAL, PIM and VER were active with the lowest dose utilized (1 mg/Kg).
The maximum level of activity was shown by PIM, although at the doses of 8 mg/Kg
no statistical differences were found between this compound and TPZ, or HAL.
Results obtained by the application of Pentobarbital (25 mg/Kg) showed no statistical
significant difference with the animals treated with saline only (controls). The activity
of the tested drugs on the facilitation of sexual behavior (as demonstrated by the
effects on lordosis), appears to be strictly related to their efficiency as inhibitors of
CaM-dependent phosphodiesterase and as ligands for the Ca **/CaM complex: that
is, pimozide was the most active, followed by Trifluoperazine, while Prometazine was
only marginally effective. In addition, verapamil, an inhibitor of slow calcium channels,
induced effects that were comparable to those elicited by the more effective of the

anticalmodulin drugs.
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INTRODUCCION.

La conducta sexual femenina en la rata esta caracterizada por atractividad,
proceptividad y lordosis. La lordosis es el componente de la receptividad sexual, que
se caracteriza por un arqueamiento del dorso y es producido como una respuesta
refleja a la estimulacién copulatoria por parte del macho (Beach, 1976). Esta
conducta depende, en las ratas hembras, de la accion secuencial del estradiol (E,) y
la progesterona (P) (Boling y Blandau., 1939; Beyer y Larsson., 1979). La extirpacion
de los ovarios. glandulas donde se sintetizan estos esteroides, provocan la
desaparicion de la conducta sexual y el tratamiento secuencial de E, y P la
restablecen en forma adecuada. El tratamiento sélo con estrogenos puede
restablecer el comportamiento sexual, aunque con ausencia de algunos de sus
componentes o con la disminucién de otros por ejemplo, disminuye el tiempo y la
intensidad de la lordosis, aumenta el rechazo al macho y desaparece casi por
completo la proceptividad. Con respecto a la progesterona, ésta por si sola es
iIncapaz de facilitar la conducta sexual femenina (Powers, 1970; Boling y Blandau.,
1939).

El pretratamiento con E, a ratas ovariectomizadas provoca la respuesta a la
administracion de la P, quien a su vez, facilita la receptividad sexual con latencia de

horas (Fadem y col., 1979; Whalen, 1974).
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Hasta ahora no se ha podido dilucidar el mecanismo mediante el cual estos
esteroides modulan la conducta sexual (Delville, 1991). Se ha postulado una forma
de accion general para los estrogenos: la unién del E, a un acarreador
citoplasmatico, la translocacion de este complejo al ntcleo, el inicio de la sintesis de
RNA mensajero y la produccién subsecuente de proteinas receptoras para P (Tsai y
O’ Malley, 1994). Esta idea a sido sustentada sobre la base de los siguientes datos
experimentales: a) el tiempo previo necesario de accién del E, para inducir
receptores para P, es de alrededor de 16 horas (Blaustein y Feder., 1980; McGinnis y
col.,, 1981), b) la prevencidén de la sintesis de estas proteinas receptoras por la
administracion concomitante de inhibidores especificos (Parsons y col., 1981 y 1982;
Rainbow y col., 1980). c) la inhibicion de la sintesis de receptores para P, previene la
conducta sexual femenina inducida por la administracion secuencial de E, y P. d) Ia
ausencia de la receptividad sexual femenina, con la utilizacién de antagonistas de
receptores para estrogenos (Etgen, 1979; Landau, 1977).

Esta propuesta ha sido ampliamente aceptada, para explicar el posible mecanismo
de acciéon de estas hormonas para inducir la receptividad, aunque, se ha venido
proponiendo que la induccion de la sintesis de proteinas por los estrégenos en el
cerebro, y particularmente en el hipotdlamo no parece ser un requisito suficiente para
inducir conducta sexual femenina, ya que no se ha encontrado una relacion directa
entre estos dos eventos (Barfield y col., 1984).

Los esteroides gonadales estrogenos y P actian en muchos érganos y tejidos

periféricos, entre ellos, en las células hepaticas, donde el grupo de Pietras y Szego
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en 1980 descubrieron que estas hormonas se unen a la superficie externa de la
membrana celular y sobre la base de estos hallazgos propusieron, que uno de los
probables mecanismos de accidon de los estrdgenos es a través de receptores
membranales. En el sistema nervioso central (SNC) el E, es una hormona
particularmente ubicua, que como en otros 6rganos blanco mejor estudiados se une
a receptores de membrana (Towley y Sze., 1983), y tiene acciones genémicas y no
gendmicas claras. En el cerebro también ejerce efectos que influyen sobre el estado
emocional (Magi y Pérez, 1985) y sobre la conducta sexual (McEwen, 1994), sobre

el control motor y sobre funciones cognitivas (Kimura, 1995)

EFECTOS RAPIDOS DEL E, EN EL EJE HIPOTALAMO HIPOFISIS

Las gonadotrofinas: hormonas luteinizante (LH) y la foliculo estimulante (FSH) son
sintetizadas y liberadas en la hipdéfisis anterior, por la influencia del factor liberador
de gonadotrofinas (GnRH) producido en el hipotalamo. La liberacion de estas
gonadotrofinas puede ser inhibida o estimulada por el E,. El efecto estimulatorio
parece estar mediado por un mecanismo genomico en el ambito del nucleo
supraquiasmatico y del area preoptica media, ya que su liberacién en la rata ocurre
unas 16 horas después del tratamiento con E, y puede ser bloqueada esta liberacion
con inhibidores de la sintesis de proteinas, como la actinomicina-D y la
cicloheximida, antibidticos que bloquean la sintesis de proteinas a nivel

transcripcional y traduccional respectivamente (Schneider y McCann, 1970; Jackson,
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1973). En cambio, el efecto inhibitorio del E, sobre la liberacién de gonadotrofinas es
relativamente rapido -menor de 30 minutos- (Negro-Vilar y col., 1973).

Con base en lo anterior, éste efecto rapido del E, es dificil de explicar a través de un
efecto gendmico. Ademas hasta el momento no se ha podido demostrar que las
neuronas hipotalamicas que liberan gonadotrofinas contengan receptores
intracelulares para E,, (Shivers y col., 1983). Por otra parte éste evento fisiologico del
E, sobre la inhibicién de la liberacién de las gonadotrofinas no es bloqueado por el
pretratamiento con los antibidticos inhibidores de la sintesis de proteinas (Dufy y col.,
1978) y la administracion intravenosa de E, modifica la actividad neuronal
espontanea del area preoptica media y de la region septal, con latencias muy cortas
que van del orden de milisegundos a segundos (Kelly y col., 1976).

Esta rapida despolarizacion o hiperpolarizacion inducida por esta hormona es
seguida por un aumento de la adenilato ciclasa que induce la formacion de
adenosina mono fosfato ciclico (AMPc) (Minami y col., 1990), quien a su vez induce
la fosforilacion de proteinas del hipotalamo ventromedial con latencias de 15
minutos, tiempo que es considerado no suficiente para un mecanismo de accién
genomico (Zhou y Dorsa., 1994). Por lo anterior se ha pensado que la
retroalimentacién negativa del E, sobre la secrecidon de gonadotrofinas es mediado
por un evento membranal AMPc dependiente, en el que podrian estar participando

los opiodes como reguladores de este sistema (Ferin y col., 1984).
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EFECTOS RAPIDOS DEL E, EN EL SISTEMA CATECOLAMINERGICO

Se ha informado también acerca de los efectos rapidos del E, en el sistema
catecolaminérgico nigroestriatal, sistema que participa en la modulacidén y el control
de algunas conductas dependientes de estrégenos por ejemplo cambios en la
conducta sexual, estado emocional, actividad y coordinacidn motora entre otras. El
E, en ésta regidon cerebral induce una la liberacion de catecolaminas: dopamina (DA)
y norepinefrina (NE), con una latencia de 30 min y en el nucleo dimorfico
hipotalamico ésta hormona, modifica la unién de la DA a su receptor D,, (Hruska y
Silbergeld, 1980) motivo por lo cual algunos autores han propuesto que éste podria
ser tambien uno de los mecanismos de accion de los estrégenos, se ha informado
también del efecto rapido del E, en el cerebelo, donde los de receptores
intracelulares para esta hormona son escasos. (Becker, 1990)

En el hipocampo el efecto de los estrégenos no es bloqueado por antibidticos que
inhiben la sintesis de proteinas ni por el tamoxifen un antagonista estrogénico (Wong
y Moss, 1991), tampoco es bloqueado por el acido cinurenico, un antagonista de los
receptores para glutamato aunque curiosamente es bloqueado por un antagonista
no-NMDA (N- metil-D-aspartarto) y no por un NMDA antagonista.(Wong y Moss,
1994)

En concordancia con una posible accion rapida no gendmica de los estrogenos, se
ha reportado la union de esta hormona a la membrana externa del espermatozoide
humano (Hernandez-Pérez y col.,, 1979) y a las membranas de las células

cancerosas de glandula mamaria (Nenciy col., 1981)
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EFECTOS FISIOLOGICOS DEL E,UNIDO A LA ALBUMINA SERICA BOVINA

Recientemente, utilizando la unidon de esta hormona a la albumina sérica bovina
(ASB) marcada con |I'® | para cambiar su liposolubilidad y transformarla en un
complejo hidrofilico, que impida que este complejo pase facil y rapidamente la
membrana celular y poder detectar la unién de este complejo a la membrana. Se ha
podido saber que la union de ASB en el carbon 6 de la molécula del estrogeno, tiene

los siguientes efectos fisiologicos:

1.- Modula los canales de calcio en neuronas estriatales de la rata

2.- Aumenta la concentracion de calcio intracelular, inositol trifosfato y diacilglicerol
en osteoclastos de ratas hembras

3.- Incrementa la concentracidn intracelular del calcio en évulos

4 - Estimula la liberacion de dopamina en rebanadas del estriado in vitro

para revision véase Ramirez y Zheng,1996.
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RECEPTORES MEMBRANALES PARAE,

Mediante la técnica de fijacién del complejo E, -ASB radioactiva a la membrana
celular se ha propuesto que existen cinco diferentes proteinas receptoras que tienen
un peso molecular de 23kd, 27kd, 30kd, 38kd y 62kd respectivamente. La proteina
de mayor afinidad es la de 27kd, este peso molecular es menor que la mitad del
peso molecular para el receptor nuclear cuyo valor es de 67kd para esta hormona
(Pappas y col., 1995, Zheng y col., 1996)

Podemos mencionar que existen por o menos cuatro evidencias que apoyan el
mecanismo de accion no gendmica del E, en el cerebro:

1- Efectos rapidos de esta hormona sobre la actividad eléctrica en células
hipotalamicas que van de segundos a pocos minutos que podrian excluir la
posibilidad de un efecto gendmico.(Dufy y col., 1976).

2- Efectos fisiologicos de los estrogenos sobre células nerviosas, sin que estos
atraviesen la membrana (Zheng y col., 1996; Shivers y col., 1983)

3- Acciones rapidas de los estrogenos sobre la actividad eléctrica de células
piramidales del hipocampo gque no son bloqueadas por inhibidores de la sintesis de
proteinas (Wong y col., 1991)

4- Efectos estereoespecificos de los estrogenos que pudieran estar mediados por un
receptor membranal

A pesar de todo lo anterior, es sorprendente que no se haya probado el efecto

membranal de los estrogenos en el comportamiento sexual masculino o femenino.
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EFECTO DE LA PROGESTERONA EN EL CEREBRO

La progesterona y sus metabolitos controlan los patrones conductuales relacionados
con la reproduccién. Las modificaciones de los niveles estas hormonas a través del
ciclo ovarico influyen en las funciones normales y patoldgicas, modulando la
excitabilidad cerebral y aumentando el umbral electroconvulsivo, disminuyendo la
frecuencia convulsiva.( (Laidlaw, 1965). Los estudios de la relacidon
estructura/actividad de estas hormonas, sugieren que dependiendo de su
conformacion molecular pueden unirse a un receptor intracelular y ejercer efectos a
través de mecanismos gendomicos o unirse a la membrana y llevar a cabo acciones
no gendémicas. Los primeros son mediadas por aquellas progestinas que tienen una
estructura delta-4-3-ceto, mientras que el efecto membranal es producido por las que
tienen el anillo A reducido (5a o 5p). Para revision consultar a Beyer y Gonzalez-
Mariscal, 1991

El mecanismo gendmico aparentemente se realiza en el hipotalamo ventro medial,
mientras que los efectos membranales parecen llevarse a cabo en la substancia gris
mesencefalica, para inducir la lordosis, aunque esto ha sido probado solo en el

hamster (Frye y col., 1992)
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MECANISMO DE ACCION DE LA PROGESTERONA

Hasta el momento tampoco ha sido completamente establecido el mecanismo de
accion de la P para inducir la conducta sexual en ratas ovariectomizadas pretratadas
con estrogenos, (Delville, 1991). Un nuUmero considerable de resultados
experimentales en los que se encuentra una relacién entre el nimero dé receptores
intracelulares para prog.esterona en el area preoptica y en el hipotdlamo ventro
medial, zonas cerebrales, donde la administracion secuencial de estrogenos y
progesterona facilitan la receptividad (Brown y col., 1987), guardan relacion con el
tiempo para inducir y mantener la conducta sexual (Blaustein y Feder,1989),
evidencia adicional para apoyar el mecanismo de accion gendmico de la
progesterona se ha obtenido por el blogqueo de la conducta sexual con el antagonista
de progesterona RU-486 (Brown y Blaustein, 1986), o con inhibidores de la sintesis
de proteinas, cicloheximida o cloranfenicol (Parsons y col., 1981, 1982; Rainbow y
col., 1980). Como en el caso de los estrogenos, se ha propuesto que la progesterona
pasa la membrana, se une a un acarreador citoplasmico y en el nucleo celular se
une a un receptor especifico (Tsai y O'Malley, 1994). Sin embargo estos resultados
experimentales que apoyan un mecanismo de accion gendmico de la P no permiten
explicar latencias muy cortas de 5, 10, o 15 minutos de accidén de algunas
progestinas para inducir conducta sexual, ademas, de la incongruencia que existe
entre la afinidad de algunas progestinas por su receptor intracelular y su potencia
para inducir receptividad sexual. Asi por ejemplo Lisk en 1960 y Meyerson en 1872

han reportado latencias de 10 minutos para la facilitacién de receptividad sexual por
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la administraciéon intravenosa de 20 a 400 pg de progesterona, Kubli-Garfias vy
Whalen en 1977 reportaron latencias de 5 minutos por la administracion intravenosa
de los metabolitos de la progesterona 20 o hidroxiprogesterona o 5a pregnan-20 o -
ol-3 onay Ross y col., en 1971 reportaron latencias de 15 minutos para induccion de
conducta sexual con la implantacion de P en el cerebro medio.

Con estas latencias tan cortas, antes mencionadas que presentan estas progestinas,
para inducir conducta sexual, parece dificil proponer que estén involucrados los

mecanismos genémicos.

MECANISMO DE LA ACCION NO GENOMICA DE LA PROGESTERONA

Los efectos rapidos de la P. podrian explicarse posiblemente a través de la
participacién de mecanismos no gendémicos (Delville, 1991). En cuanto a la afinidad
de las progestinas por sus receptores intracelulares in vitro, y su potencia para
inducir receptividad, no necesariamente predice su potencia para facilitar la conducta
sexual (Beyer y Larsson, 1989; Glaser y col., 1985.) Asi por ejemplo la 58 pregnan-
3,20 diona, que tiene una menor afinidad por los receptores intracelulares, facilita la
conducta sexual en forma tan efectiva como la P y es mas efectiva que otras
progestinas, que tienen mayor afinidad por el receptor intracelular, como es el caso
de la Sa-pregnan-3a.-0l-20 ona (Beyer y Larsson , 1889, Glaser y col., 1985; Smith y
col., 1974) Por otra parte también se han observado acciones rapidas a nivel

gendmico de la P en oviducto de pollo, en el que los niveles de RNA mensajero
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inducidos por el proto oncogen cmyc disminuyen a los 10 minutos de la inyeccién
intraperitoneal de 250 nug. de progesterona (Fink y col., 1988), aunque no se ha
determinado si la P bloguea la transcripcion o disminuye la vida media del RNA
mensajero.

Este efecto rapido de la progesterona, que pudiera estar mediado por eventos
genomicos con latencia de menos de 10 minutos, guarda relacién con la distribucion
rapida de la progesterona cuando se administra por via intravenosa y con latencias
muy cortas de algunas progestinas para inducir receptividad sexual cuando se
administran por via intracerebral o endovenosa (Lisk, 1960; Meyerson, 1972; Kubli-
Garfias y Whalen, 1977; Beyer y Larsson, 1989). Lo anteriormente expuesto y Ia
facilitacién de la de la conducta sexual inducida por la 58 pregnan-3,20 diona, que
tiene poca afinidad por el receptor intracelular de P y la inhibicion de la lordosis por
la administracion intracerebral del antagonista de la progesterona, el RU-486
(Gonzalez-Mariscal, G. y col., 1989), podrian sugerir que otros factores ademas de
los mediados por receptores intracelulares, participan en los efectos de la
progesterona y sus metabolitos reducidos en el anillo A para inducir la receptividad
sexual.

El descubrimiento de los receptores membranales para cortisona y progesterona por
Towle y Sze en 1883, han estimulado el estudio de los efectos no gendmicos de la
progesterona, a través de abordajes electrofisiolégicos, mediante los cuales se han
encontrado cambios en la excitabilidad neural con latencias muy cortas y estudios

farmacoldgicos en los que se ha reportado una interaccidon especifica de la
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progesterona con receptores membranales (Ramirez y Zheng, 1996) Estos
resultados los consideramos muy importantes para argumentar a favor de la
hipbtesis no gendmica de accion de la progesterona para facilitar la conducta sexual
femenina por lo que a continuacién se describen algunas de las acciones no
gendmicas.

En 1941, Hans Selye, reportd el efecto de la accién anestésica de grandes dosis de
progesterona, sugiriendo la posibilidad de que esta induzca cambios en la
excitabilidad nerviosa.

Posteriormente se demostrd, con registros de actividad unitaria y multiunitaria del
hipotalamo y de la corteza cerebral, el efecto inhibidor sobre la actividad neufonal
por esta hormona. Se encontraron también diferencias en la excitabilidad neural en
las distintas fases del ciclo estral que se correlacionan con los niveles de
progesterona (Barraclough, 1963).

La disminucién de la actividad neural del hipotalamo lateral inducida por estimulos
cervico-vaginales en ratas en estro es amplificada por la administracidn intravenosa
de 400 pg de progesterona. Este efecto dura aproximadamente una hora teniendo
su maxima respuesta a los 30 minutos. Los estudios posteriores de Komisaruk y col.,
1967, utilizando el electroencefalograma, mostraron que dosis de 100 o 200 ug. de
progesterona por via intravenosa, produce patrones electroencefalograficos de
suefo, con latencia de 8 a 16 minutos en corteza, talamo e hipotalamo de la rata.

Kubli Garfias y col., 1976 informaron de latencias mas cortas aun con la
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administracion intravenosa de algunos metabolitos de la progesterona sobre la
actividad eléctrica del cerebro en gatos.

Sin embargo, a pesar de toda esta vasta informacién se le ha dado poca atencién a
las acciones neurotroficas rapidas de los esteroides que van desde milisegundos a
minutos y que incluyen, pero no se limitan solo a inducir cambios en la actividad
eléctrica neural y a la modificar especificamente un neurotransmisor y su receptor o
efector, sino que también inducen modificaciones de algunas neurohormonas vy la
respuesta cerebral a ciertos estimulos. Por ejemplo, la administracion de
progesterona induce la liberacion rapida de LHRH del tejido hipotalamico e
incrementa la accion estimuladora de la anfetamina en la liberacion de dopamina
(Ramirez y col 1985), disminuye la respuesta electroencefalografica al glutamato en
el cerebelo y aumenta el numero y sitios de receptores para oxitocina en el SNC con

un tiempo de 30 minutos.

RECEPTORES MEMBRANALES PARA PROGESTERONA

Ke y Ramirez.,, 1987 han sugerido la presencia de receptores membranales
especificos para P en células del hipotdlamo y mas recientemente este grupo,
utilizando albumina sérica de bovino (ASB) radioactiva con 1'® unida a los carbones
3, 6 y 11 de la molécula de progesterona; compiejos P3-ASB, P6-ASB y P11-ASB
respectivamente, han propuesto dos posibles sitios de unibn membranal de la P,
uno de alta afinidad (sitio 1) que es reconocido por la cadena lateral de la

progesterona, cuando se le adhiere la ASB en el carbdén 3 y otro de baja afinidad
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(sitio 1) que es reconocido por el grupo ceto del carbono 3, como se muestra en el
Esquema |, cuando se le adhiere la ASB en el carbono 11, o en el carbono 6.
También se ha reportado el efecto de P3-ASB es mayor o igual que el complejo P6-
ASB y mayor que el complejo P11-ASB. Es posible que estos dos diferentes sitios de
unidon membranal, con diferente afinidad para la progesterona, tengan que ver con
los diferentes mecanismos de accion de esta hormona sobre la retroalimentacion
positiva 0 negativa para el control de las gonadotrofinas o con la accidn facilitatoria o
inhibitoria de la conducta sexual (Feder y Marrone, 1977) Ya que durante el ciclo
sexual esta hormona tiene diferentes nivel plasmaticos presentando en el proestro
concentraciones de 30nM y de 250nM en la manana del diestro-1 (Park y Ramirez
1987) y dependiendo de la concentracion plasmatica esta hormona facilita o inhibe la
receptividad sexual (Feder y Marrone, 1977). La unién de la P a sus ligandos
membranales depende de la presencia de algunos cationes divalentes como: Mg*",
Ca%, Ba”, o Mn®" y en cambio es inhibida por la presencia de Cu?®*, Fe*", Ni*", o Zn*"
El Cu* y el Zn* cationes que tienen también la capacidad de inhibir la union de la P
a sus receptores nucleares.

Tischkau y Ramirez, 1993 encontraron una proteina membranal ligadora de P,
dependiente de la accion del E, que tiene un peso molecular entre 40- 50 Kda y que
presenta diferencias en cuanto de su concentracidn dependiendo del sexo. Sin
embargo a pesar de que se ha intentado representar en una configuracion planar

las posibles interacciones de la P-ASB con los sitios membranales | y ll, pensamos

que es poco probable que la cadena lateral y particularmente el grupo metilo de la
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molécula de la P. sea este el resposable de la union al receptor y menos ain que
sea este de alta afinidad

Diferentes autores, que a continuacién se citan, utilizando la unién de la ASB a
diferentes carbonos de la P han encontrado diferentes acciones biologicas de esta

hormona dependiendo donde se le une la ASB:

Complejos P-ASB y su efecto Bioldgico

P3-ASB

1.-Liberacién de LHRH in vitro (Ke y Ramirez, 1990)

2.-Modulacién de la anfetamina para liberar dopamina in vitro (Dluzen y Ramirez
1990)

3.-Media la entrada de Ca* en espermatozoides humanos (Blackmore, 1993)

4 -Inhibe la conductancia ionica inducida por acetilcolina (Valera y col., 1992)
5.-Facilita la receptividad sexual en hamster (Frye y col., 1992)

6.-Inhibe la accion de los « adrenorreceptores para aumentar la formacion de AMPc
en el hipotalamo (Petitti y Etgen, 1992)

7.-Aumenta la fosforilacion de proteinas por la tirosina (Tesarik y col., 1993)
8.-Modifica la afinidad de los receptores para oxitocina (Caldwell y col., 1994)
9.-Potencia el efecto estimulador de la serotonina para liberar LHRH (Héry y col,,
1995)

P11-ASB

1.-Modula a la anfetamina para liberar dopamina (Diuzen y Ramirez, 1990)
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2.-Inhibe la conductancia ionica inducida por acetilcolina (Valera y col., 1992)
También se han descrito algunos efectos modulados por el estrégeno unido a la ASB
en el carbono 6, sobre de los canales ionicos de Ca* en neuronas del estriado en la
rata, Estimulacion en la liberacion de la dopamina en rebanadas del cuerpo estriado
in vitro y .aumento del Ca?. intracelular del inosito! trifosfato y del diacilglicerol en
osteoclastos de ratas hembras (Ramirez y Zheng, 1996)

De los androgenos se ha reportado que el complejo ASB testosterona unida en el
carbono 3 de esta hormona, aumenta la concentracién de Ca*. intracelular del
inositol trifosfato y del diacilglicerol en osteoclastos de ratas machos (Lieberherr y
col., 1994)

En concordancias con estos efectos fisiologicos membranales de algunas hormonas
esteroides, en algunos informes se ha comunicado la presencia de receptores
membranales especificos para P. en Células del Hipotalamo de la rata (Ramirez y
Zheng, 1996), oocitos de caracol (Sadier y Maller, 1982) y en espermatozoides
humanos (Tesarik y Mendoza 1993). La unién de la Progesterona a sus receptores
membranales induce modificaciones rapidas a la concentracion intracelular de iones
activos libres, principalmente ClI' y Ca* por lo que es posible que este sea el
mecanismo mediante el cual la esta hormona actue en la membrana celular (Delville
1991, Tesarik y Mendoza 1997). Por otra parte, el trabajo nuestro (Beyer y col 1980)
y el de Whalen y Lauber 1986, como se indica en la tabla 1 sugieren que la accién
de la progesterona para inducir la conducta de lordosis, puede ser substituida en

ratas pretratadas con estrégenos por la prostaglandina E,; LH-RH, forscolina, toxina
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del célera, Nucledtidos ciclicos; norepinefrina; agonistas de receptores alfa y beta

adrenergicos; algunos agonistas colinérgicos como el carbacol, por algunos

agonistas muscarinicos y por algunas otras

siguiente tabla

TABLA 1

Hormonas

substancias que se enlistan en la

LH- RH

Moss y col., 1979,1973

Antisuero LH- RH

Coopery col., 1984

Substancia P

Dorman y Malsbury, 1984

Prolactina *

Harlan y col., 1983

Oxitocina

Caldwell y col., 1984

Hormona estimulante de los melanocitos

Thody y col., 1981

Estradiol*

Kow vy Pfaff, 1975

Dihidroprogesterona

Whalen y Gorzalka, 1972

Desoxicorticosterona

Gorzalka y Whalen, 1977

ACTH

Feder y Ruf, 1969
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Neurotransmisores Agonistas y Antagonistas

Agonistas de Acetilcolina

Carbacol* Clemens y col., 1980; Kaufman y col,
1988
Betanecol* Clemens y col., 1980

Oxotremorina

Clemens y col., 1983

Eserina Clemens y col., 1983

Pilocarpina Lindstrom, 1975; Clemens y col., 1983
Rainbow y col., 1984

Serotonina

Agonistas

d-LSD Everitt y col., 1975

Quipizina* Hunter y col., 1985

S-HTP Hunter y col., 1985
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Antagonistas

Cinanserina*®

Ward y col., 1975

Metisergida* Semlan y col., 1973; Hunter y col., 1985

Dopamina

Agonistas

Apomorfina* Hamburger-Bar y col., 1975; Foreman vy
Moss, 1979

Dopamina Foreman y Moss, 1979.

Antagonistas

Pimozida* Everitt y col., 1975

Haldol Caggiula y col., 1979

GABA

Agonistas

Acido Hidracinopropionico

McGinnis y col., 1980
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Norepinefrina

Agonistas

Norepinefrina

Foreman y Moss, 1978 y 1979

Isoprotereno

Foreman y Moss, 1979

o, B adrenergicos

Fernandez-Guasti, 1985

Antagonistas

Piperoxona Everitt y col., 1975
Yohimbina Everitt y col., 1975
Fentolamina Foreman y Moss, 1979

Fenoxibenzamina

Foreman y Moss, 1979

LB-46

Ward y col., 1975
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Opiodes

Antagonistas
Naloxona Sirinathsinghji y col., 1983.
Naltrexona* Allen y col., 1985

Nucledtidos Ciclicos

AMPc Beyer y col., 1981

GTP* Beyer y col., 1982

Inhibidores de Fosfodiesterasa Beyer y Canchola, 1981
GMPc* Fernandez-Guasti y col., 1983

Otras Drogas

Prostaglandina E2 Moss y col., 1979; Rodriguez- Sierra, 1977
Cicloheximida Renner y col., 1981
Tetrahidrocanabinol* Gordon y col., 1978

(") indica que son agentes efectivos scolo en ratas hipofisectomizadas, adrenalectomizadas o animales

tratados con Dexametasona.

También la P puede ser substituida por algunas drogas que alteran la sintesis, la

captura o el almacén de neurotransmisores como se ilustra en la tabla 2.
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-TABLA 2

Inhibidores de la triptofano hidroxilasa

Paraclorofenilalanina Zemlany col., 1973

Propildopacetamida Everitt y col., 1975

Inhibidores de la tirosina hidroxilasa

Metil-para-tirosina Everitt y col., 1975

Inhibidores del almacén de monoaminas

Reserpina Meyerson, 1964

Tetrabenazina Meyerson, 1964

Inhibidores de la captura de Serotonina

Org 6582 Hamburger-Bar y col., 1978

Fenoxetina Hamburger-Bar y col., 1978

Curiosamente casi todas estas substancias solo son efectivas en ratas

ovariectomizadas y adrenalectomizadas para inducir conducta sexual femenina.

E. Canchola 30




LA PROGESTERONA Y LOS SEGUNDOS MENSAJEROS.

En cuanto el mecanismo de accion membranal de la progesterona, se ha propuesto
que puede interactuar con diferentes proteinas de la membrana unidas a canales
ionicos que modifican directa o indirectamente las concentraciones intracelulares del
Ca?, del inositol trifosfato y de la actividad de la adenilato ciclasa, o a través de
proteinas G unidas a receptores para neurotransmisores. El tratamiento con P.
modifica la concentracion de estos segundos mensajeros en el cerebro vy
particularmente en el hipotalamo donde se supone que actia la progesterona para
inducir lordosis.

En la activacion de la cascada del fosfatidil inositol, como se ejemplifica en el
Esquema Il, el primer evento es la activacion de la fosfolipasa C, enzima que
cataliza la hidrélisis‘ de los fosfoinositidos la cual produce dos compuestos: Ei
trifosfato inositol y el diacilglicerol, quienes a su vez inducen la liberacion del calcio
intracelular y la activacion de la proteina cinasa C respectivamente. El calcio y la
proteina cinasa C pueden actuar solos o en forma conjunta para llevar a cabo su
funcién y particularmente el calcio participa en la funcién de la enzima adenilato
ciclasa quién promueva la sintesis de AMPc a partir del ATP.(Kow y col., 1994;
Greengard, 1987).

La lordosis, puede ser inducida, como ya, se ha mencionado por la accién de los
esteroides gonadales en el cerebro y por muchos otros agentes neuronales como
neurotransmisores y algunos neuropéptidos que comparten el mismo efecto

facilitando o inhibiendo sistemas de segundos mensajeros que guardan relacion con
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la activacion de la via del fosfato inositol trifosfato (Pl,) y la excitacién de neuronas
del hipotalamo ventro medial y del Area Ventral Tegmental, donde también se ha
encontrado que los estrégenos modulan las enzimas que participan en el
metabolismo de esta via. En cambio la relacién del sistema del adenilato ciclasa
(AC) y su relacion con la lordosis ha sido poco estudiada y los resultados hasta
ahora obtenidos guardan una relacidon con su inhibicidén y la facilitacion de la

lordosis, como se muestra en la tabla 3.
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TABLA 3

Comparacién del efecto de Neurotransmisores Y neuropéptides sobre la conducta de lordosis, actividad neural y enzimas

membranales:

Substancia Lordosis Actividad Neurai Sistema: Fosfatidil | Sistema: Adenilato
inositol Ciclasa

NE(a1p) i T i no estudiado

Ach (m) i ft m 1.

5- HT2 ft m i no estudiado.

LHRH i ~ il f

Substancia P i ff f no estudiado

Oxitocina n f i no estudiado.

Prolactina fm - f no estudiado

TRH ff i i no estudiado

GABAA m U f no estudiado

5-HT1A Y U U )

DA it 3 J U

Neuropéptido Y i} U no estudiado. U

f endorfina U g no estudiado U

CRF i ot no estudiado ff

aMSH ! no estudiado no estudiado ii

ACTH U - no estudiado n

Colecistocinina U f U f

Aminoécidos U f f U

Excitatorios( NMAD,

AK)

Péptido vaso activo n [ m U

T Estimulatoriol Inhibitorio - no efecto ~ Modulatorio

(Kow, Mobbs y Pfaff, 1934)
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EL RECEPTOR GABA, Y LA PROGESTERONA.

Una de las acciones no gendmicas mas documentadas de la P. es la interaccion con
el receptor A del acido y-aminobutirico (GABA,), receptor modulador de los canales
de cloro en el sistema nervioso central, que contiene sitios de modulacién alosterica
para benzodiazepinas y barbituricos. Los metabolitos de la P que mas se unen a
este receptor son 3a-hidroxi-5a-pregnan-20-ona y 5a-pregnan-3c, 21a-dihidroxi-20-
ona y los B derivados de la P (Lan y Gee, 1994). El posible efecto de la P para
facilitar la conducta sexual a traves de receptores GABAergicos se sustenta en que
el muscimol, agonista del GABA, facilita la conducta sexual mientras que la
bicuculina un antagonista GABAergico la inhibe (McCarthy, 1995). Sin embargo el
efecto de estos agonistas y antagonista GABAergicos pudiera estar mediado por un
mecanismo genomico, por las siguientes consideraciones: La inyeccion de bicuculina
en el hipotalamo ventro medial, inhibe también la receptividad inducida por la
administracion de E,, lo cual sugiere que la modulacion de la receptividad por este
sistema pudiera ser independiente de la accién de la P, o que las modificaciones
sobre la conducta sexual femenina de la rata inducida por los agonistas o
antagonistas sea independiente de la modulacion del sistema GABAergico por esta
hormona (Delville,1991). Por otra parte las progestinas “A” reducidas 3a, 5, son las
mas activas para incrementar la permeabilidad del CI" (Morrow y col., 1987) vy

curiosamente son muy poco activas para inducir receptividad sexual (Beyer y
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Gonzalez-Mariscal, 1991), es decir no existe una relacion directa entre la capacidad
de estos esteroides para modificar la permeabilidad del CI" e inducir la conducta
sexual.

Muchas de las substancias utilizadas para inducir receptividad sexual en ratas
ovariectomizadas pretratadas con estrogenos, comparten propiedades de accion,
actuando, al menos parcialmente, a través de mecanismos modulados por el sistema
Ca?/Calmodulina, quien regula a su vez a otros mensajeros como el sistema
inositol-trifosfato el adenilato ciclasa y la expresion de algunos receptores incluyendo

a los del GABA (Delorenzo, 1985).

EL SISTEMA CALCIO- CALMODULINA.

La Calmodulina (CaM) es una proteina intracelular que liga Ca*, la cual tiene un
peso molecular de 16,700 daltones y presente en todas las células, su secuencia
esta altamente conservada y es casi idéntica entre los animales y los vegetales
(Means y col., 1980), posee cuatro dominios de union para Ca*, con dos sitios de
alta afinidad a los cuales se une primero el calcio y conforme se eleva la
concentracion del ion, se une a los otros dos.

Es el receptor mas importante para el caicio y su afinidad por éste depende de las
condiciones ionicas.

. Participa en la regulacién de muchas de las funciones atribuidas al Ca%,
contraccion muscular, liberacidn de neurotransmisores y formacion de neurotubulos

entre otras (Klee y Vanaman, 1982, Means y Dedman, 1980). Se requiere CaM para
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la fosforilacion calcio-dependiente de receptores y autoreceptores, mecanismo
importante en el ambito bioquimico relacionados con la induccién de conducta sexual
(Pfaff y col.,, 1994). También se requiere de CaM para la activacion de un gran
numero de enzimas, incluyendo la tirosina hidroxilasa quien participa en la sintesis
de catecolaminas (Goldstein y Greene., 1987), adenilato y guanilato ciclasas y otras
proteinas cinasas dependientes de Ca*. Adicionaimente los complejos Ca*/CaM
regulan el proceso de conduccién del estimulo nervioso y el transporte axonal
(Greengard, 1987; Nair y col., 1987; Nestler y Greengard , 1989) ademas de
participar también en el proceso de secrecidn de hormonas y neurotransmisores en
una gran variedad de células.(Delorenzo, 1985) y como receptor especifico para

Ca* participa en varios de los procesos celulares atribuidos al Ca?".

Con respecto al ion Ca®*, podemos decir que es uno de los principales segundos
mensajeros. El aumento de Ca® citosdlico constituye una sefal reguladora del
metabolismo utilizada por las neuronas, el movimiento de Ca* al citosol esta
controlado por hormonas, neurotransmisores y actividad eléctrica. Ademas, el
inositol trifosfato (IP,) regula el movimiento del Ca* hacia afuera de su sitio de
almacenaje. La mayoria del Ca** intracelular, se encuentra unido a proteinas como
la calmodulina, la parvoalbimina y otras de gran afinidad por este ion.
Particularmente, la Calmodulina funciona como intermediario para regular el efecto

del Ca®" sobre muchas proteinas blanco.
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El aumento de la concentracién citosdlica del Ca* se realiza por medio de dos
mecanismos; por transporte a partir del Ca** presente en el fluido extracelular y a

través de la liberacion del ion de los compartimentos de aimacenamiento intracelular

Mediante el primer mecanismo, el flujo de Ca®* a través de la membrana plasmatica
se inicia por la apertura de canales de Ca*dependientes de voltaje o conformados
por unidades proteicas ligadoras de calcio. Los canales dependientes de voltaje son
altamente especificos para Ca®* y se encuentran a lo largo de la superficie de la
membrana. En el tejido nervioso estos canales se encuentran especificamente
concentrados en las terminales presinapticas, de ésta forma, el influjo local de Ca*
es causado por la despolarizacién de las terminales sinapticas y provoca la fusion de
las vesiculas sinapticas con la membr'ana presinaptica y, por ende, la liberacion de
transmisores. En la membrana postsinaptica, algunos receptores como el receptor
nicotinico de la acetil colina, tienen poros que permiten el paso de Ca**, Na*

y K*. El restablecimiento del gradiente de Ca® se realiza a través de mecanismos de
extraccién activa de Ca® que poseen algunas neuronas y algunos otros tipos de
células. Las membranas neuronales, poseen un intercambiador Na*/Ca®** que acopla
el movimiento de Ca* hacia fuera de la célula contra su gradiente de concentracion
con el transporte activo de Na* hacia dentro de Ia célula a favor de su gradiente de

concentracion.
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Mediante el segundo mecanismo de almacenamiento intracelular, las cisternas
celulares formadas por reticulo endoplasmico liso presentes en las neuronas y otras
células contienen, dos proteinas especializadas; una bomba de Ca*" dependiente de
ATP que concentra Ca* dentro de la luz de la cisterna y una proteina receptora de
IP, que libera calcio al citosol en respuesta a un aumento en la concentracién de 1P,

citosdlico.

La liberacién del Ca® del compartimento intracelular es causada por la unién de
varios ligandos a receptores asociados a proteinas G en la superficie celular, que
activan la hidrélisis del fosfatidil inositol 4,5-difosfato (PIP, ) y generan inositol
trifosfato (1P,).

Los aumentos de Ca* citosdlico producidos por éstos receptores no requieren de la

presencia de Ca®* en el medio externo.

El receptor de inositol trifosfato controla la liberacion de Ca* del almacén interno y
tiene un peso molecular de 313 KDa y siete dominios transmembranales que forman

el canal de Ca* que se abre cuando el IP, se une al receptor.

Como ya se menciono, la calmodulina es el receptor mas importante de caicio y
cuando la concentracion intracelular de este alcanza niveles de 10° M se forma el
complejo activo Ca®* / calmodulina la cual regula a otras proteina incluyendo a las

proteinas cinasas, estas proteinas cinasas catalizan la transferencia de un grupo
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fosfato del ATP a un residuo especifico de serina, treonina o tirosina. La carga
negativa introducida por el grupo fosfato cambia el doblamiento de la cadena
polipeptidica, alterando su funcién. Este mecanismo se utiliza para regular

receptores, canales, enzimas y proteinas estructurales.

La proteina cinasa tipo |l dependiente de Ca* / calmodulina se encuentra
particularmente concentrada en el cerebro, especificamente en las neuronas del
cerebro anterior. Forma aproximadamente el 2% de las proteinas del hipocampo y
dentro del cerebro anterior aproximadamente la mitad de la cinasa esta distribuida en
el citosol de la neurona, la restante se encuentra asociada a estructuras particulares
incluyendo la “densidad post-sinaptica” (especializacién del citoesqueleto adherida a
la membrana postsinaptica). Del 20 al 30 % de la calmodulina se encuentra asociada
a ésta y por tanto constituye un blanco probable para el Ca®** que entra por canales
ionicos abiertos por ligandos. La proteina cinasa calcio calmodulina posee al menos
cinco subunidades diferentes, pero solo la alfa y la beta se expresan en las neuronas

(Hidaka y Nairn. 1996).

El descubrimiento de que algunas drogas podrian interferir con la calmodulina, fue
realizado por serendipia, cuando se estudiaba el efecto de agentes antipsicéticos
sobre el metabolismo de nucledtidos ciclicos, mostrando que los agentes
antipsicéticos inhibian la actividad de la adenilato ciclasa, proponiéndose la hipotesis

de que la actividad antipsicotica podia estar asociada con la inhibicion de la
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formacidn del AMPc (Uzonov, 1971). Posteriormente se demostré que los agentes
antipsicoticos no sdlo bloqueaban la actividad de la adenilato ciclasa sino también de
la fosfodiesterasa. (Levin y Weiss, 1976). Hacia 1976, se demostro que las drogas
antipsicoticas inhibian selectivamente formas de fosfodiesterasa Ca?* - calmodulina
dependientes y que en formas independientes de Calmodulina no se alteraba la
actividad basal. Este hecho sugeria, por tanto, que los antipsicéticos actuaban sobre
el sistema Ca* - calmodulina mas que sobre la fosfodiesterasa (Levin y Weiss,
1976). Mas adelante, lo anterior fue confirmado con técnicas de equilibrio de dialisis
y ligandos marcados radiagtivamente (Levin y Weiss, 1979). Ademas también se
pudo conocer que otros complejos enzimaticos muy importantes que regulan la
sintesis de los Nucledtidos ciclicos como son la adenilato y guanilato ciclasas son
enzimas Ca®"- calmodulina dependientes. (Levin y Weiss, 1979)

En cuanto a las acciones bioquimicas de los antipsicéticos podemos decir que gran
variedad de drogas clinicamente efectivas se unen a la calmodulina con alta afinidad
y que esta a su vez regula el metabolismo de los nucleétidos ciclicos que median la
accion de los neurotransmisores catecolaminérgicos que juegan un papel importante
en enfermedades del sistema nervioso como la esquizofrenia y los estados de

estado del animo..

La calmodulina también esta involucrada en la contraccién del musculo liso que es
especialmente bloqueada por antipsicéticos. Otras observaciones relacionadas con

los efectos colaterales de la terapia con agentes antipsicéticos son la aparicion de
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alteraciones en la funcion endocrina principalmente incluyendo neurotransmisores y
hormonas; la estimulacién de la liberacidn de noradrenalina y dopamina es un
proceso Ca* - Calmodulina dependiente (De Lorenzo y col., 1979) y los

antipsicéticos bloquean la liberacién de catecolaminas de las terminales nerviosas.

Por otra parte, la terapia con antipsicéticos incrementa la concentracion de prolactina
y disminuye las concentraciones de hormona de crecimiento, oxitocina y vasopresina
en sangre y las de gonadotrofinas en orina.

También se sabe que la liberacion de algunas hormonas esta relacionada con la
funcién de agentes neurotransmisores y que en éste proceso es indispensable la
presencia de Ca*, pues la eliminacion de Ca* del fluido extracelular bloquea la
liberacién de neurotransmisores (Trifaro, y Vitale 1993).

Los inhibidores de CaM son antagonistas de la interaccion neurotransmisor/receptor,
incluyendo  receptores dopaminérgicos, adrenérgicos, serotoninérgicos vy

muscarinicos (Rainbow y col., 1984, Roth y col., 1987; Weiner y Motinoff, 1989).

En base al conocimiento de que la receptividad sexual femenina de la rata hembra
puede ser inducida por la administracion secuencial de E, y P y que la P puede ser
mimetizada por una gran variedad de sustancias como: nucleétidos ciclicos, algunos
neurotransmisores, algunos peptidos y prostaglandinas, que tienen en comun el
utilizar al sistema Ca?" calmodulina como uno de sus mediadores de accion para

actuar, consideramos importante estudiar el efecto de algunos inhibidores de este
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sistema en la receptividad sexual de ratas ovariectomizadas y pretratadas con E,

inducida por la progesterona.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:

1.- Contribuir al conocimiento de los mecanismos de accidn de las hormonas

esteroides

2.- Conocer si en los mecanismos membranales de accion de la progesterona para

inducir conducta sexual femenina participa el sistema Calcio-Calmodulina.
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OBJETIVO PARTICULAR:

1.- Evaluar el efecto de la administracion de algunos farmacos inhibidores del
sistema Calcio-Calmodulina sobre la conducta sexual femenina inducida por el

tratamiento secuencial de estrogenos y progesterona en la rata hembra adulita.
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HIPOTESIS:

El sistema Calcio- Calmodulina participa en el mecanismo de accién membranal de

la progesterona para inducir conducta sexual homotipica en la rata hembra.
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MATERIAL Y METODOS.

FARMACOS

Para este experimento utilizamos E,, P verapamil, pentobarbital, aceite de cartamo y
dos tipos de neurolépticos:

Las fenotiazinas de la cual utilizamos: la prometazina la cloropromazina, la
trifluoperazina y la pimozida .

Las butirofenonas de las que utilizamos el haloperidol y un farmaco inhibidor de los
canales lentos de Ca**, el verapamil

Las fenotiazinas, son derivados de la tiodifenilamina, en la cual los dos anillos
bencenicos estan unidos por un atomo de azufre y uno de nitrégeno. Las
substituciones usuales se realizan en las posiciones 2 y 10. La fenotiazina, formula
C,, Hy NS, peso molecular 199.3, fue sintetizada en 1883 por la fusion de la
difenilamina con azufre y se usd por primera vez como antihelmintico, antiséptico

urinario e insecticida en 1934.

Prometazina (PMZ)

Al final de la década de los 30's, se sintetizd la prometazina derivado de la
fenotiazina, que tiene cualidades antihistaminicas y al igual que muchos otros
antihistaminicos también una accidén sedante. En 1950 Guiraud y col., probaron la
prometazina (con nombre comercial Phenergan) para el tratar la agitacién motora de

las enfermedades mentales con relativo éxito. Descubriendo en cambio, que la
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prometazina es muy eficaz para potenciar el suefio inducido por barbituricos en la
rata y en 1952 el cirujano Francés Laborit, H. y sus col, la emplearon como
substancia potenciadora en la anestesia clinica.

Nombre quimico N,N,a-trimetil-10 H-fenotiazina-10-etanamina. Féormula Cl,;H,,N,S-
HCI. Peso molecular 320.9.d. Se utilizé posteriormente como: sedante, antiemético y

antihistaminico.

Cloropromazina (CPZ)

Este hecho tan importante en el ambito médico y de gran relevancia econdmica
acelero la busqueda de otros derivados de la fenotiazina con mayor actividad en el
sistema nervioso central y como potenciadoras de la anestesia, y es asi como
Charpentier en el mismo afo de 1952 sintetizd la Cloropromazina, uniéndole un CI
en la posicion 2. En el mismo afo Laborit y col. Describieron que esta substancia
potenciaba los efectos de Ios anestésicos y causaba “hibernacion artificial”.
Observaron que la cloropromazina no causaba pérdida de la conciencia, pero
producia tendencia a dormir y carencia acentuada de interés en lo que pasaba en el
ambiente del individuo.

En 1953, Courvoisier y col., describieron un asombroso nimero de acciones
gjercidas por este medicamento (de ahi el nombre comercial francés de Largactil)
gangliolitica, adrenolitica, antifibrilatoria, antiedema, antipirética, antichoque,
anticonvulsiva y antiemética. Ademas que aumentaba la actividad de varios

analgésicos y depresores del sistema nervioso central. Este farmaco se uso por
E. Canchola 47



primera vez en el tratamiento de las enfermedades mentales por Delay y col., en
1952.
Nombre Quimico: 2-cloro-N, N-dimetil-10H-fenotiazina-10 propanamina. Férmuia C,,

H,, CIN,S. peso molecular 318.88 d

Trifluoperazina.(TPZ)

La Trifluoperazina es un derivado de la fenotiazina, que tiene un grupo CF; en el
sitio 2 y un anillo de piperazina en el sitio 10, esta fenotiazina tiene una aumentada
potencia antiémetica y antipsicdtica y la tendencia a causar signos extrapiramidales
en comparacion con las otras fenotiazinas.

Nombre quimico N, N-dimetil-trifluorometil-10H-fenotiazina-10  propanamina.

Formula: C,s H,s F; N, S.. HCI. peso molecular =407.4d

Pimozida (PIM)

La pimozida cuyo nombre quimico es: 1-1-4, 4-bis 4-fluorofenil, butil-4-piperidinil-1-3-
dihidro-2H-bencimidazol-2-ona y su formula: C, H,s F, N, O peso molecular =
461.5d fue sintetizado por Janssen y col., como una variante de la butirofenona,
represento en su momento una alternativa muy interesante para el tratamiento de las
psicosis resistentes a las fenotiazinas o al haloperidol una butirofenona, fue
ampliamente utilizada en Europa y los Estados Unidos, actualmente esta
parcialmente fuera de mercado ya que se descubrid que produce alteraciones en

celulas de la sangre, particularmente leucopenia..
E. Canchola 48



Haloperidol (HAL)

Este farmaco surgié de las investigaciones para aumentar la potencia analgésica de
las 4-piperidinas afines a la meperidina.

Fue sintetizado por Janssen en 1958 e introducido en la terapéutica para el
tratamiento de las psicosis en Europa y 10 afilos mas tarde en los Estados Unidos de
Norteamérica, alterna eficazmente con las fenotiazinas su nombre quimico es: 4-4-4-
clorofenil-4-hidroxi-1-piperidinil-1-butanona, su formula: C,, H,; CIFNO, vy su peso

molecular = 375.8d

Verapamil (VER)

Es un farmaco inhibidor de los canales lentos o “L" del calcio. Su principal accion es
impedir el movimiento a través de la membrana del caicio ionico extracelular, que
participa en la contraccién de las células de la musculatura lisa vascular, lo que
produce una reduccion de la resistencia vascular sistémica disminuyendo la presion
arterial. El verapamil es uno de los farmacos mas utilizados en los Estados Unidos
de Norteamérica en el tratamiento de la hipertension arterial. Su nombre quimico es:
5-(3-4-dimetoxifenil-etil-metil-amino) -2-(3-4-dimetoxi-fenil)-2-isopropil valeronitrilo.,

su formula es: C,;, H;s N, O, y su peso molecular = 454.5 d
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Pentobarbital

El petobarbital fue uno de los primeros farmacos utilizados en los problemas del
insomnio y en los problemas convuisivos y posteriormente fue utilizado como un
anestésico, su nombre quimico es: 5-etil-5-(1-metilbutil)-2, 4, 6 (1H, 3H,5H)-
pirimidinatriona , 5-(1metilbutil) barbiturato

Férmula C,,H,;N,Na O, Peso Molecular 248.26d

Estradiol Benzoato (E,)
Nombre quimico:
3, 17 B dihidroxi-1, 3, 5 (10) estratieno 3- benzoato.

Formula C,sH,,0,. Peso Molecular 376.5 d

Progesterona (P)

Nombre quimico A, pregnan-3, 20 diona Férmula C,,H,, O, Peso Molecular 314.5 d
La trifluoperazina (TPZ) y la pimozida (PIM) con grado de reactivo para analisis
fueron donados por Laboratorios Janssen (Bélgica). El verapamil (VER)fue obtenido
de Laboratorios Knoll (México, D.F.) en su presentacion parenteral. La clorpromazina
(CPZ) Laboratorios Rhone Poulenc Mexico, prometazina (PMZ) donada por el
Laboratorio DIBA México. El benzoato de estradiol (E,) y la progesterona (P)
provienen de Sigma Chemical Co. (San Luis Missouri, EEUU).

Para estos experimentos utilizamos ratas hembras de la cepa Wistar, jovenes y

sexualmente inexpertas de 250 t 20g. de peso, provenientes del bioterio de la
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Universidad Autdénoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, fueron cuidadas desde su
nacimiento y se les mantuvo en condiciones de bioterio bajo un ciclo normal de luz
obscuridad. A los 90 dias de edad se les ooforectomizd y se les cambié al cuarto de
observacién del mismo bioterio, que tiene un ciclo controlado e invertido de
luz/obscuridad (12hr/12hr) la luz se apaga a las 8:0 AM, a una temperatura de 21+ 1
°C fueron colocados 4 animales por jaula de acrilico de 23 cm. de ancho, 38 cm largo
y 19 cm de altura y se les alimentd con purina y agua ad libitum. Las ooforectomias
se practicaron en forma bilateral bajo anestesia con éter. Dos o tres semanas
después de este procedimiento, recibieron un pretratamiento con 2ug (0.00531
umoles) de BE al tiempo O y a las 44 h., después les fueron inyectados 2 mg (6.36
umoles) de P disueltos en 0.2 ml de aceite de cartamo y divididos en grupos de 10
animales. Inmediatamente después de la aplicacion de P, cada grupo recibid, una
administracion intraperitoneal de alguno de las siguientes substancias (ver Tabla 4):
Solucion salina (controles); Pentobarbital sddico (25 mg/kg = 100.80 umoles);
Trifluoperazina (TPZ 1, 2, 4, y 8 mg/kg = 2.45 491, 9.82 y 19.65 umoles);
Prometazina (PMZ 1, 2, 4, y 8 mg/kg = 3.11, 6.23, 1246 y 24.89 umoles);
Clorpromazina (CPZ 1, 2, 4 y 8 mg/kg = 3.14, 6.28, 12.57 y 25.15 umoles);
Haloperidol (HAL 1, 2, 4 y 8 mg/kg = 2.66, 5.33, 10.66 y 21.33 umoles); Pimozide
(PIM 1,2, 4y 8 mg/kg = 2.16, 4.33, 8.67 y 17.35 umoles) y Verapamil (VER 1,2, 4y
8 mg/kg = 2.20, 4.40, 8.81 y 17.62 umoles) disueltos en un volumen de 0.2 ml de la

manera previamente descrita (Rodriguez Medina y col 1993)
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Las pruebas de conducta sexual de las hembras tratadas se realizaron 4 h. Después
de la aplicacion de P mas uno de los neurolépticos, utilizando machos con
experiencia sexual. Las observaciones de la conducta sexual se realizaron bajo luz
roja tenue siempre durante la fase de obscuridad del ciclo diario en arenas circulares
de Plexiglas (de 53cm de diametro y 45 cm de altura). Después de 10 montas
vigorosas se midio en cada hembra su receptividad, representada por el cociente de
Lordosis (CL), calculado de la siguiente manera: Numero de lordosis/Numero de
montas.

Los diferentes tratamientos farmacoldgico utilizados en los sujetos experimentales se

realizaron utilizando un disefio experimental doble ciego..

Para discriminar el efecto sedante de los farmacos, cada hembra fue
cuidadosamente probada inmediatamente antes del estudio de conducta sexual para
detectar si existia alguna afectacion significativa en su locomocién o sus reflejos
posturales. Aquellas cuyos reflejos no eran considerados normales fueron

descartadas del experimento.

Como una comprobacion adicional de que los animales no presentaran un efecto
sedante importante, se midié la calidad de la lordosis en una escala de 0 a 3: sin
lordosis, ligera, moderada y dorsiflexion completa respectivamente de acuerdo con
Hardy y DeBold. 1971. Cualquiera correspondiente a los grados 2 y 3 fueron

considerados positivos.
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Se tomaron observaciones adicionales de los patrones conductuales precopulatorios
femeninos, o sea: presentacién de saltos cortos(hoping) carreras cortas(darting) y
movimientos de orejas (wiggling), tal como fue propuesto por Madlafousek y Hlinak

1977.

El analisis estadistico fue realizado en una PC 486DX2, compatible con [BM,
utilizando el paquete estadistico Microstat Il. La informacién fue procesada por un
Analisis Multifactorial de Varianza (ANOVA) para dos variables: la administracién del
compuesto y la dosis. Se utilizé un intervalo de confianza del 95% para la
comparacidn entre grupos Las tablas de la Prueba Exacta de Fisher fueron utilizadas
para establecer las diferencias significativas de la proporcion de ratas que
presentaron conducta sexual. Los grupos se compararon con la prueba "t" de

Student.

RESULTADOS.

Los resultados de estos experimentos se muestran en las graficas 1 al 9 y en las
tablas 4 y 5.

La cuidadosa observacion de los sujetos experimentales, mostré que los farmacos
con bajo efecto antipsicético, como la prometazina, mostraron los niveles mas altos

de sedacion en el periodo inmediato a su aplicacién (Hollister, 1973). Asi mismo,
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éste farmaco también fue el menos efectivo en la modificacion de la conducta
lordética inducida por progesterona. El pentobarbital también tiene un efecto
hipnético tan importante o mayor y mas prolongado que cualquiera de los inhibidores
del sistema calcio-calmodulina que se utilizaron y solo algunos de los animales
tratados con esta substancia mostraron ligeras alteraciones en sus reflejos durante la
prueba de conducta sexual. Los resultados obtenidos mostraron que el nivel de esta
alteraciéon no fue suficiente como para interferir con la produccién del reflejo
lorddtico. Estas observaciones nos permitieron dar por descontado el efecto sedante
de los farmacos como una posible causa de las modificaciones observadas en la
conducta sexual. Adicionalmente, es importante mencionar que existié un
balanceado patrén de actividad precopulatoria (Madiafousek y col., 1977) en todos

los animales que mostraron una conducta lordética.

La Figura 1 muestra una comparacion grafica entre nuestros resultados sobre la
efectividad de los farmacos probados como inhibidores de conducta sexual facilitada
por progesterona y la informacion previamente publicada por Levin-y Weiss en 1979
sobre su actividad como inhibidores del sistema Ca®/CaM dependiente de
fosfodiesterasa y como inhibidores de la unién de iones de Ca*" por parte de la CaM.
La actividad de los farmacos, experimentales en la inhibicion del efecto facilitatorio
de la conducta sexual femenina, demostrada por su efecto sobre Ia lordosis, inducido
por progesterona en ratas ooforectomizadas y pretratadas con estrogenos, parece

estar especificamente relacionado con su eficiencia como inhibidores de la CaM
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Iso de inhibicion de la activacion de la fosfodiesterasa (uM)
(Modificado de Levin y Weiss, 1979)

Figura 1.- Comparacisn de la efectividad de los farmacos probados (2 y 8 mg/kg de peso) como
inhibidores de la receptividad inducida por P en ratas ovariectomizadas pretratadas con E,, con su
potencia inhibitoria de la fosfodiesterasa dependiente del sistema Calcio-Calmodulinay su union
especifica al calcio-calmudulina
Los simbolos de cada barra corresponden a los indicados en la linea de afinidad Calcio-
Calmodulina y la actividad fosfodiesterasa

Farmaco 1 mg/Kg. 2 mg/Kg. 4 mg/Kg. 8 mg/Kg.
= umoles = umoles = umoles = umoles
PIM (461.5) 2.16 4.33 8.67 17.35
TPZ (407.0) 2.45 4.91 9.82 19:65
HAL (375.8) 2.66 5.33 10.66 21.33
CPZ (318.8) 3.14 6.28 12.57 25.15
PMZ (320.9) 3.1 6.23 12.46 24 .49
VER (454.5) 2.20 4.40 8.81 17.62
Pent. (248) 100.80 '




dependiente de fosfodiesterasa y como ligandos para el complejo Ca?/CaM, siendo
la PIM el mas activo, seguido de la TPZ, HAL y CPZ, mientras que la PMZ solo fue
marginalmente efectiva; el VER (un inhibidor de los canales lentos de calcio), indujo
efectos comparables a los producidos por los farmacos anticalmodulina mas

efectivos.

La Tabla 4 resume los resultados obtenidos de estos experimentos. Como se puede
observar todos los farmacos a dosis de 4 mg/kg. o mayores inhibieron la lordosis.
Unicamente el HAL, el PIM y el VER fueron activos con la dosis inferior utilizada (1
mg/kg.). El nivel maximo de actividad fue mostrado por la PMZ, aunque a dosis de 8
mg/kg. no se encontro diferencia estadistica entre este compuesto y la TPZ o el HAL.
Los resultados obtenidos por la aplicacion del pentobarbital (25 mg/kg.) no mostraron
diferencia estadistica significativa con el grupo de animales tratados solo con

solucion salina (controles).
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TABLA 4

Efecto de algunos compuestos inhibidores del sistema Ca®*" Calmodulina sobre

la conducta de lordosis inducida por el tratamiento secuencial de E2 y P. en

ratas ovariectomizadas

COMPUESTO |CONTROL |1 mg/kg. 2mg/kg 4mg/kg 8mg/kg
Prometazina 0.95£0.08 |0.92%0.07™ |0.91£0.06* [0.77£0.22* |0.55%0.28*°
Cloropromazina [1.00£0.00 |0.96+0.03* [0.91+0.05* |0.41£0.26*® |0.26%£0.10*°
Haloperidol 0.92+0.08 |0.83+0.06* |0.66+0.14*° |0.28+0.16*° |0.12+£0.05*
Trifuoperazina {1.00+0.00 |0.93%£0.06® {0.54%0.25* {0.21%0.07* |0.10£0.03*
Pimozida 0.95+0.05 |0.38+0.07* ]0.26%£0.11* |0.19+0.06° |0.08%0.02*°
Verapamil 0.97+0.02 |0.71£0.13** |0.48+0.09® [0.34%0.13° |0.22+0.05*
Pentobarbital 0.89%0.10

Cociente de lordosis (promedio % desviacién estandar)

*<0.05 comparado con el grupo inmediato de la lzquierda.

Letra diferente del supraindice indica que existe diferencia estadistica significativa (p<0.05 o menor)

entre los valores de la misma columna.

E. Canchola 56




La Tabla 5 muestra una comparacion entre nuestros resultados sobre la efectividad
de los agentes farmacoldgicos probados como inhibidores de la facilitacién de la
conducta sexual femenina inducida por la P, y los datos previamente publicados por
Levin y Weiss en 1979, sobre su actividad, como inhibidores de la fosfodiesterasa
dependiente del sistema Ca?/CaM y como inhibidores de la union especifica de la
CaM con el Ca*"

La actividad de las drogas probadas sobre la facilitacion de la conducta sexual
caracterizada por lordosis , inducida por la P. en ratas ovariectomizadas pretratadas
con E,, con la posible excepcion de la CPZ, estan aparentemente relacionadas con
su eficacia para inhibir la actividad de la fosfodiesterasa dependiente del sistema
Ca;*/CaM y de su capacidad para unirse al complejo Ca**/CaM: PIM fue el farmaco
mas efectivo seguido de la TPZ y la PMZ tuvo solo efectos marginales.
Adicionalmente el VER inhibidor de los canales lentos de Ca?*, mostro efectos que
son comparables con los del farmaco mas potente la PIM en su accidon

anticalmodulina.
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TABLA S

Efectividad inhibitoria de los farmacos probados sobre la facilitaciéon de la

conducta sexual femenina, comparados con su actividad como inhibidores del

sistema Ca?-Calmodulina

COMPUESTO Inhibicion - IDso: ) Unidn especifica de | Inhibicion 1D,
Activacion de la|Ca* (nmol/mg || Cociente de
fosfodiesterasa (uM) || Proteina) Lordosis (mg/Kg)

Pimozida 7.5 68.7 0.82

Trifluoperazina 10.4 58.3 1.8

Cloropromazina 42.2 22.7 3.8

Haloperidol 63.0 12.8 24

Prometazina 334.0 3.8 10.3

Dato calculado del trabajo de Levin y Weiss 1979.
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DISCUSION.

Nuestros resultados indican que, existe una buena correlaciéon entre la efectividad de
los farmacos antipsicoticos utilizados como inhibidores de la conducta sexual
facilitada por progesterona y la actividad de los mismos farmacos como inhibidores
del sistema Ca*/CaM dependiente de la actividad de la fosfodiesterasa y como
inhibidores especificos de la unién de iones de calcio con calmodulina. Esta
correlacion valida la posible participacion del sistema Ca®/CaM en el mecanismo de
accion de la progesterona como facilitador de la respuesta lordética de la rata
ooforectomizada y pretratada con estrogenos. Como una posibilidad adicional para
sustentar lo anterior se tiene la accién inhibitoria mostrada por el VER, un
bloqueador de los canales de transporte lento de Ca®*. Se ha demostrado por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear que los bloqueadores de canales
de Ca* como la felodipina, nifedipina, diltiazem y prenilamina, entre otros,
interactuan con la CaM (Bostréom y col.,, 1981, Johnson, 1983). Estos resultados
conducen a la posibilidad de que la CaM pueda servir como un sitio intracelular de
accion para este tipo de agentes farmacoldgicos, tal vez siendo el elemento

responsable de sus principales efectos farmacoldgicos (Roufogalis, 1985).

Se ha sugerido que el sistema de transmision adrenérgica central esta involucrado
en el mecanismo de accion de esteroides para inducir la conducta lordética en

roedores (Pfaff y col.,1994). Por lo que, la administracion de norepinefrina, epinefrina
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o de agonistas adrenérgicos puede substituir a la progesterona en la induccion de
lordosis en roedores pretratados con estrogenos (Foreman y Moss, 1978). Es mas,
el bloqueo de la sintesis de norepinefrina o los antagonistas adrenérgicos previenen
la expresiéon de la lordosis producida por la acciéon secuencial de estrogenos y
progesterona (Fernandez-Guasti y col.,, 1985). Es bastante claro que cualquier
hipotesis que aspire a explicar el mecanismo por el cual se induce conducta lordética
con estrégenos mas progesterona, debe dilucidar como la estimulacion adrenérgica
activa la produccién de lordosis en la ausencia de progesterona en ratas
ooforectomizadas pretratadas con estrégenos. (Para revisién ver a Whalen y

Lauber, 1986).

Muchos antagonistas de CaM tienen una gran potencia como antagonistas de
receptores dopaminérgicos, adrenérgicos, serotoninérgicos y muscarinicos (Rainbow
y col., 1984; Roth y col., 1987; Weiner y Molinoff, 1989). Muchas de las acciones de
estos farmacos, independientemente de la que tienen sobre la CaM, pueden
entenderse por su actividad sobre otros parametros del metabolismo del caicio,
como: a) inhibicién de las proteinas cinasas dependientes de calcio, proteinas
fosfatasas y fosfodiesterasas; b) movilizacién del calcio de sus sitios especificos en
la membrana; c) interacciones con otras proteinas que liguen calcio, participando con
ello en eventos tales como la sintesis de transmisores y su liberacién (Roth y col.,

1987) d) bloqueo tanto de los procesos de transporte activo como del pasivo de
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calcio, incluyendo el transporte no regulado por CaM del reticulo endoplasmico

(Roufogalis, 1985).

Es bien conocido que el proceso de fosforilacion de proteinas se encuentra
involucrado en la regulacién de la funcién neuronal (Nairn y col 1985, Nair y Peifrey,
1987) y constituye un paso muy importante en la activacion genética por los
complejos receptor-hormona, este proceso es también importante para facilitar Ia
conducta sexual, ya que el dibutyryl AMPc la induce en forma similar que la
progesterona (Beyer y col., 1981) y el efecto inductor de lordosis por la progesterona,
es también potenciado por inhibidores de la fosfodiesterasa (Beyer y Canchola,
1981). Al menos tres clases diferentes de proteinas cinasas se encuentran
involucradas en la fosforilacion de un gran nimero de proteinas neuronales: Cinasa
A, Cinasa C y la Cinasa [l dependiente de CaM. La primera, que es al mismo tiempo
el paso limitante en el proceso de biosintesis de catecolaminas, es catalizada por la
tirosina hidroxilasa (thx), (Weiner y Molinoff, 1989, Hidaka y Nairn, 1996). La thx es
una oxidasa mixta cuya actividad es modulada por fosforilacion reversible (Goldstein
y col 1987). Las propiedades cinéticas de la enzima fosforilasa la hacen cambiar de
tal manera que adquiere una mayor afinidad por el cofactor de hidropteridina y se
vuelve menos sensible a la inhibicidn por producto final. thx es un substrato para los
tres tipos de cinasas mencionadas anteriormente (Goldstein y col., 1987; Hidaka y
col., 1996). Existe considerable evidencia que sugiere que los procesos de

fosforilacion dependientes de Ca* , mediados por la cinasa del sistema Ca*/CaM
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y/o la proteina cinasa C, que son los responsables principales de la activacion in

vivo e in situ de thx (Nestler y Greengard, 1989).

Los procesos dependientes del sistema Ca®*/CaM también parecen estar
involucrados en el mantenimiento de la actividad basal de la tirosina hidroxilasa (thx)
medida en rebanadas de tejido de cuerpo estriédo. Es conocido que la actividad
sostenida de neuronas simpaticas causa un incremento en el movimiento interno de
Ca” y consecuentemente incrementa la fosforilacion de thx a través de la activacion
de la proteina cinasa dependiente de CaM (Goldstein y col 1987). Las diversas
evidencias sugieren que la modificacidon en la activacidon de thx posterior a la
administracion de neurolépticos también puede ser debida a la fosforilacién de la
enzima (Goldstein y col., 1987). Esta activacidén enzimatica puede resultar de la
inhibicion de la proteina cinasa Ca®'/CaM dependiente y un incremento en el proceso
de fosforilaciéon por una proteina cinasa independiente del sistema AMPc (Nestler y
Greengard, 1989). Los cambios inducidos por neurolépticos en la actividad de thx
pueden reflejar el estado de equilibrio entre las formas fosforilada y defosforilada de
la enzima. A este respecto se ha postulado que la thx activada por haloperidol,
representa una mezcla de las formas fosforilada y defosforilada de la enzima (Lazar
y col. 1982). La interpretacion de estos resultados se complica por la posibilidad de
que la thx pueda ser regulada en forma diferente por otros efectores. Por ejemplo,

los ésteres de forbol incrementan la actividad de thx en células cromafines y del
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ganglio cervical superior, pero no en rebanadas de nicleo estriado (Naim y col

19895).

Aungue los estrogenos sean administrados en dosis elevadas no son suficientes per-
se para estimular la lordosis en ratas ooforectomizadas. Los resultados publicados
por Beyer, Canchola y Larsson en 1981, muestran que el dibutiril AMPc administrado
en forma directa el cerebro o administrado sistémicamente produce conducta
lordotica solo en ratas previamente tratadas con estrégenos. La administracion del
dibutiril AMPc Unicamente en ratas ocoforectomizadas, atin por periodos prolongados,
no es suficiente para producir lordosis. Estos resultados sugieren que la mayor parte
de las moléculas proteicas inducidas por estrégenos se encuentran en una forma
“inactiva" y requieren de otro estimulo para ser "activas" para la induccion de
conducta lorddtica (Beyer y col., 1981, Fernandez-Guasti y col.,, 1985).
Aparentemente la activacion se lleva a cabo a través de fosforilacion de proteinas
debida a la induccion de actividad de proteinas cinasa C. De hecho, la fosforilacidon
de proteinas produce cambios substanciales en el funcionamiento neuronal (Nestler
y col 1989) y los estudios recientes han demostrado su papel en los procesos
conductuales complejos como el aprendizaje y la formacion de memoria (Kincaid y

col., 1992; Tsien y col., 1990; Wu y col 1992).

El factor liberador de la hormona luteinizante (LHRH) puede facilitar la conducta

lordética en ratas hembra (Moss y McCann, 1973; Beyer, y col., 1982a) y ha sido
E. Canchola 63



sugerido que, participa también en la sincronizacion de la conducta sexual y de la
ovulacién (Pfaff y col., 1994). Debido a que la facilitacion de la conducta lordética se
puede llevar a cabo en animales hipofisectomizados, el efecto de LHRH debe

efectuarse directamente sobre las neuronas hipotalamicas (Pfaff, 1973).

La administracion de progesterona a ratas ooforectomizadas y pretratadas con
estrogenos, es capaz de estimular la liberacion de LHRH del hipotalamo mediobasal
(Levin y Ramirez., 1980). Por otra parte la administracion de progesterona in vitro es
capaz de producir un aumento marcado en la liberacion de LHRH por rebanadas del
hipotalamo mediobasal obtenidas de ratas adultas y ooforectomizadas y que
recibieron un tratamiento con estrogenos antes del sacrificio (Drouva y col., 1985).
Se ha demostrado que los estrégenos al cambiar las propiedades membranales de
manera selectiva y especifica, se encuentran involucrados tanto en el proceso de
despolarizacién de la terminal nerviosa, como en la liberacion de LHRH (Drouva y
col., 1884). Como en todos los otros procesos de secrecion inducidos por
despolarizacion, el incremento en la liberacion de LHRH debe ser dependiente de
Ca*. Asi, la omision de Ca* en el medio o la adicién de un bloqueador de canales
de calcio (D600, 10* M), o de un inhibidor de proteina cinasa dependiente de CaM
como la trifluoperazina, o un inhibidor de proteinas-cinasas dependiente de CaM-,
como fa fenitoina a dosis deS50 uM, farmacos que inducen una completa prevencion

del efecto estimulador de la progesterona sobre la liberacion de LHRH. Cuando los
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canales de sodio son bloqueados con tetrodotoxina (5x107 M), el efecto estimulador

de la progesterona también es completamente abolido (Drouva y col., 1985).

Estos resultados indican que la secrecion de LHRH debida a progesterona, necesita
del pretratamiento con estrdgenos, y que es un proceso dependiente de Ca* e
implica la modificaciéon de CaM y de un sistema de cinasas dependiente de CaM,
todos estos procesos fisioldgicos de las hormonas gonadales esteroides es muy

posible que sean mediados por procesos no genomicos.

Adicionalmente al posible papel de la participacion en la produccién de conducta
lorddtica por LHRH inducida por P (Moss y McCann, 1973) por nucledtidos ciclicos o
por ésta via (Beyer y col., 1982), es posible sugerir que la accién de la progesterona
en la facilitacién de la conducta sexual puede estar mediada por mecanismos no
gendmicos similares a los ya mencionados. El reconocimiento membranal directo de
la P (Ramirez y Zheng 1996) seria seguido por modificaciones en el metabolismo
intracelular de Ca* mediado por CaM. Si esto es asi, podriamos sugerir que el
tiempo necesario (cuatro horas) para el efecto facilitatorio de la P puede ser
explicado por la participacion de procesos complejos que involucran: primero, la
union de los sitios de reconocimiento del esteroide a las enzimas y/o a los receptores
directamente involucrados en la regulacidon de flujos ionicos y, segundo, la

subsecuente modificacion de los procesos intracelulares dependientes de Ca*". Uno
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de estos procesos puede ser la fosforilacion de una tubulina del citoesqueleto por

enzimas dependientes de Ca*"/CaM

Se ha demostrado que el bloqueo farmacolégico del transporte axoplasmico por
infusion intracraneal de colchicina, afecta tanto a ia induccidon como el mantenimiento
de la respuesta lordética mediada por estrégenos (Harlan y col., 1982). Aunque la
inhibicion del transporte axoplasmico por colchicina ha sido adecuadamente
demostrada (Schwartz, 1980), también es importante tomar en cuenta la
participacién de esta substancia como un inhibidor de la secrecion exocitica de
productos celulares entre ellos neurotransmisores (Woosten y col., 1975), ya que
como previamente se menciond éstos participan también en el mecanismo de accion

de la progesterona para facilitar fa receptividad sexual en la rata.

En tejidos excitables, los cambios en la concentracion de Ca*® intracelulares,
acompafiados por cambios en nucledtidos ciclicos, son responsables del proceso de
transmision nerviosa y de la transduccion de sefales (Berridge, 1984). Dentro de los
sistemas que son dependientes de Ca®, los mediados por CaM y parecen ser
particularmente importantes en la funcion neuronal (Kincaid y col 1992). Es posible
proponer entonces que en forma similar al mecanismo de accién de la colchicina, los
inhibidores del Sistema Ca*/CaM afectan la respuesta lordética al interferir con las
funciones citoesqueléticas incluyendo: el recambio y liberacion de neurotransmisores

regulados por Ca*/CaM (Delorenzo, 1985; Roth y col., 1987; Weiner y Molinoff,
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1989), asi como la dinamica citoesquelética (Van Eldik y Vattérson, 1985; Miller y
Kennedy, 1987), la funcion de las vesiculas sinapticas (incluyendo la exocitosis) y la
fosforilacion de las proteinas sinapticas (Nestler y Greengard, 1989). El Sistema
Ca®'/CaM también puede interferir, al menos parcialmente, con el transporte
axoplasmico rapido de substancias provenientes del hipotalamo medial al
mesencéfalo dorsal, proceso que ha sido postulado como importante en la accién
inductora de lordosis de los estrogenos (Harlan y col 1982). Con respecto a esto es
importante recordar que la inhibicion de la proteina cinasa || CaM-dependiente,
bloquea la induccion de la potenciacion en el largo plazo de la transmisidn sinaptica
(Miller y Kennedy, 1986; Tsien y col., 1990) y que la fosfodiesterasa del GMPc
estimulada por Ca®/CaM juega un importante papel en la regulacion de la
transduccion de sefiales excitatorias mediada por oxido nitrico/GMPc (Wu y col

1992).

Aunque los resultados presentados pueden fundamentar la hipdtesis de que la
actividad de la progesterona en la facilitacion de la conducta sexual de la rata
hembra puede ser mediada a través de mecanismo no genomicos, debemos
recordar que ha sido demostrado que la CaM tiene algunas actividades genéticas
importantes (Miller y Kennedy, 1987, Rodriguez-Medina y col., 1993). Entre ellas,
podemos mencionar la inhibicion de la sintesis de proteinas producida por la
fosforilacion del Factor 2 de alargamiento, proceso que es catalizado por una

proteina cinasa Ill dependiente de CaM- (Hidaka y col., 1996; Nair y Pelfrey, 1987).
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Este tipo de actividad debe también ser considerada como una via importante en la
regulacion de la sintesis de proteinas, particularmente en los tejidos cerebrales con
altas concentraciones de CaM. Lo anterior fundamenta, por tanto, la posibilidad de
que los farmacos anticalmodulina puedan actuar interfiriendo con las propiedades

estimuladoras a nivel gendmico de sintesis de proteinas de las hormonas esteroides.

Los iones calcio participan en la regulacién de un gran numero de procesos
celulares.
Aunque su mecanismo de accién, particularmente a nivel del sistema nervioso
central, se conoce poco, es posible que su efecto regulador sea mediado, a través
de su fijacion a proteinas especificas, de las cuales la mas abundante en el tejido
cerebral es la caimodulina (CaM).
La fosforilacion de proteinas, la cual provoca aumento o disminucidn de la actividad
de algunas enzimas, desempefia también un papel muy importante en la
regulacion del metabolismo celular. Este mecanismo participa en varios procesos
de regulacion homeostatica mediada por receptores membranales, tales como la
regulaciébn hormonal, la actividad de factores de crecimiento y de los
neurotransmisores. Todos estos procesos desempefian su accion mediante la
transduccion de su reconocimiento membranal por medio de la activacion de las
proteinas cinasas intracelulares (Hunter y col., 1990).
En el momento actual se conocen 5 tipos de proteinocinasas dependientes del

Sistema Ca?*/CaM (Blackshear y col., 1988). Estas son la fosforilasa cinasa, la
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cinasa de la cadena ligera de la miosina y las llamadas cinasas |, Il y lll. La cinasa
IIl, cuya concentracién es particularmente elevada en el tejido cerebral, llamada
también cinasa multifuncional dependiente de Ca*/CaM, esta constituida por un
grupo de isoenzimas de gran importancia para el funcionamiento del sistema
nervioso central. Esta cinasa se encuentra localizada presinapticamente y regula la
actividad de la enzima clave en la biosintesis de las catecolaminas, la tirosina
hidroxilasa (Waymire y col, 1988); la liberacién de neurotransmisores por exocitosis
depende de caicio por medio de la fosforilacién de la sinapsina | (Llinas y col.,
1985); El fenomeno de conduccidén nerviosa, modificando la estructura de los
neurotubulos por fosforilacion de la proteina MAP-2; la llamada potenciacion de
tiempo largo, un fendmeno de gran importancia en el establecimiento de circuitos
facilitados, mediante la fosforilacion de la membrana post-sinaptica (Kennedy y col.,
1983).

La Ca®'/CaM cinasa lll, parece poseer un solo substrato, el factor de alargamiento
EF-2 que cataliza la translocacién del peptidil-tRNA sobre el ribosoma. La
fosforilacion de este factor inhibe fuertemente su actividad, interrumpiendo la
sintesis de proteinas (Nairn y Palfrey, 1987). Los trabajos del grupo de Nairn han
demostrado que una de las acciones iniciales de las hormonas sobre las células
nerviosas es la inhibicion de la sintesis de proteinas provocada por la fosforilacion
del factor EF-2 (Nairn, 1990). Esta inhibicidn es habitualmente transitoria y

depende del equilibrio existente entre los procesos de fosforilacion y defosforilacion

E. Canchola 69



del tejido; es decir, entre la activacion de la cinasa Il (sistema Ca*/CaM) y la
activacion de la proteina fosfatasa.

Nuestros resultados previos sobre la posible participacién de mecanismos Ca®
/CaM dependientes en la accidon de las hormonas gonadales para inducir
diferenciacion hipotalamica (Rodriguez vy col.,, 1993), estan de acuerdo con el
creciente numero de observaciones que indican la presencia de diferencias
sexuales en la morfologia del sistema nervioso central (Gorsky y col., 1978; MaC
Lusky y Naftolin, 1981). Estas diferencias son sobre todo notables en algunas
estructuras hipotalamicas (Gorsky y col., 1978). Este fendmeno, que comprende
fundamentaimente el area anterior del hipotalamo y el area preoptica, ha dado lugar
al concepto de dimorfismo sexual hipotalamico. De particular importancia son los
resultados de cariometria realizados en algunas regiones del hipotalamo (Dérner y
Staudt, 1968; Staudt y Ddérner, 1976) demostrando que los nlicleos de las neuronas
presentes en la region medial del area predtica y en el nucleo ventromedial del
hipotalamo son significativamente mas grandes en las hembras que en los machos.
Las ratas machos castradas durante el primer dia de vida extrauterina demostraron
un aumento en el volumen nuclear de las neuronas de estas regiones, de manera
que alcanzan un tamano semejante al de las ratas hembras. Por el contrario, las
ratas hembras inyectadas con testosterona durante los primeros dias de vida
mostraron nucleos celulares de tamano menor, semejante al de los machos. Estos

resultados son relacionables con la presencia de una cantidad significativamente
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mayor de DNA en el hipotalamo de las ratas hembras, diferencia que es anulada
por la inyeccion de testosterona.
Es importante resaltar que en los trabajos mencionados anteriormente se
establecié la existencia de una correlacion positiva entre el volumen nuclear de las
neuronas de estos centros hipotalamicos y la frecuencia de presentacion de
conducta sexual de tipo femenino, lo cual puede también relacionarse con Ila
actividad que algunos de los farmacos utilizados en el presente trabajo tuvieron
sobre el desarrollo de la conducta sexual (Rodriguez y col., 1993) y su efecto sobre
la concentracion de DNA del hipotalamo (Canchola y col., 1997).
Se ha descrito que las lesiones del nucleo septal en Ia rata son seguidas por un
crecimiento acelerado de axones con inervacion simpaticos que van al hipocampo
(Loy y Milner y Loy 1980). Este crecimiento post-lesion es significativamente mas
rapido en las hembras que en los machos. Las observaciones cuantitativas de
Raisman y Field 1973 demostraron que el numero de sinapsis en el area predptica
es cerca de dos veces mayor en las hembras que en los machos. La gonadectomia
del macho, o la inyeccidén de testosterona a la hembra, en el periodo neonatal es
capaz de invertir estas conductas de crecimiento neuronal (Milner y Loy, 1982;
Arold y Breedlove, 1985). Estos resultados reflejan, posiblemente, la mayor
capacidad de sintesis de RNA y proteinas que poseen las hembras adultas,
diferencia que es abolida por el tratamiento con testosterona al animal recién nacido.

Practicamente todos los farmacos inhibidores del sistema Ca%*/CaM utilizados, son
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capaces de interferir con la actividad de la testosterona en el animal recién nacido
(Canchola y col., 1997).

Estas observaciones constituyen pues la primera evidencia de que el sistema
Ca*'/CaM suele participar de manera importante en el proceso de diferenciacion

sexual del hipotalamo.

CONCLUSIONES

Toda la evidencia de la accidn de los esteroides sexuales sobre el SNC es una
confirmaciéon soélida de la relevancia y la generalidad del concepto de continuidad
para la accion de los esteroides de Clara Szego, 1994 el cual trata de explicar la
diversidad de mecanismos involucrados en la accion de los esteroides en el ambito
celular.

Hemos iﬁtentado resumir este concepto universal en el Esquema lll considerando la
captura inicial del esteroide (S) en la superficie de la célula y su destino final a
diferentes puntos terminales dentro de la céluia.

Los datos de la fijacion especifica de S a la membrana de las células neurales junto
con los mecanismos de accidon nos han llevado a considerar seis rutas importantes
involucradas en el reconocimiento y en la accion membranal de las hormonas
liposolubles.

La hormona es transportada por proteinas plasmaticas (plasma sanguineo), por

ejemplo la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHGB.S en inglés) Ya sea que
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Esquema 111
Modificado de Ramirez y Zheng, 1996
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la fraccién libre de S (S=, estrogenos (E), testosterona (T), progesterona (P) es
capturada por un receptor membranal especifico con una constante de afinidad
dentro de los niveles fisiologicos de S (ruta 1), o que el complejo SHBG-S sea
reconocido por la célula (ruta 2). La ruta 1 se ha demostrado para el E en el
hipotalamo (Garcia-Segura y col., 1994) donde esta molécula es endocitada. El
hecho de que ciertas ATPasas, la llamada del tipo V (Forgac, 1987), asi como las
proteinas G relacionadas (Rothman, 1994), estén involucradas en tales mecanismos,
indica que este reconocimiento inicial y el subsecuente transporte intracelular de S
constituyen una via metabdlica muy importante. EI colesterol, "la molécula
progenitora de todos los esteroides” tanto en el higado como en otras ceélulas
(Goldstein, J. L. y col.,, 1985) es un ejemplo sin duda alguna de este tipo de
mecanismo. Subsecuentemente, el receptosoma intracelular después de la digestion
enzimatica por la actividad lisosomal (Schumacher,1990), libera al receptor (el cual
puede ser reciclado) y el S libre se vuelve accesible a las acciones celulares,
incluyendo la degradacion enzimatica. El S obtenido ya sea por esta via o por la via
de la difusion (ruta 3), la ruta convencional, se puede encontrar con el receptor de
esteroides nuclear (nSR) el cual esta a su vez unido con proteinas de choque
caldrico (hsp), en su estado de reposo, para ser activado e iniciar una cascada de
eventos llevando a la activacion gendmica al nivel nuclear (Beato, 1989) o puede
encontrarse con la proteina que confiere sensibilidad a la oligomicina (OSCP en
inglés), una subunidad de la ATPasa sintasa al nivel mitocondrial para regular la

produccidon de ATP (Pedersen y Amzel, 1993)
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Parece obvio, de los datos en la literatura, que en varias células incluyendo las
neuronas, S dispara cambios rapidos en los flujos de Ca* (Blackmore, 1993) o en
otros canales ionicos dependientes de cloro (Wong, y Moss, 1994; Hardy vy
Valverde., 1994), particularmente algunos metabolitos de S. Muy probablemente
esos canales ionicos (ruta 4) se activan ya sea directa (Valera, y col., 1892) o
indirectamente después de la fijacion de S a su receptor membranal especifico (ruta
6) para activar los mecanismos de transduccion, llevando a la formacién de
AMPciclico o IP,;, los cuales indirectamente podrian alterar la apertura de
canales.(los canales abiertos).

Otra enzima membranal que parece estar regulada directamente por los esteroides
gonadales es la ATPasa dependiente de sodio y de potasio (ATPasa Na+ K+) ruta 5
cuyo ejemplo tipico es el efecto de la testosterona sobre la préstata (Farnsworth,
1990) y probablemente también sobre los sinaptosomas. También resulta interesante
que la unién de la P a su receptor membranal especifico en las células neurales esta
modulada por los iones de Mg+, un cation clave en la funcién de esta ATPasa.
Colateralmente a estas rutas hay suficiente evidencia que indica que los esteroides
actian a nivel membranal para inducir la formaciéon rapida y transitoria de
mensajeros intracelulares. La formacidn de los mensajeros AMPc, IP, y DAG
constituye la ruta 6, la cual probablemente involucre a un receptor especifico para
esteroides unido a través de una proteina G a la adenilato ciclasa (AC) o a la
fosfolipasa C (PLC) para aumentar los niveles ya sea de AMPc, IP, y DAG. Ejemplos

de esta ruta son los efectos de E, y P sobre algunas células (Kostellow y col., 1993)
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y la accion de la corticosterona en el cerebro de anfibios (Orchinik y McEwen, 1995).
Un aspecto muy excitante de esta via es que el AMPc puede activar eventos
genomicos como sucede con el Estradiol (Aronica y col 1994), estableciendo, por lo
tanto, una unién directa entre eventos membranales y eventos nucleares.
Recientemente se ha mostrada también que la administracion de dopamina en el
SNC puede inducir lordosis (Mani y col., 1994) por un evento membranal que sin
embargo, depende de la activacion de receptores nucleares para P. La
caracteristica intracelular de esteroides es la via nuclear convencional (Beato, 1989)
y/o la via mitocondrial recientemente adicionada a los mecanismos de accién de las
hormonas esteroides (Ramirez y Zheng, 1996). Otros componentes celulares como
el citoesqueleto, el reticulo endotelial y el aparato de Golgi, pueden también ser
6rganos blancos de los esteroides (Zsego, 1994).

En resumen parece que ios mecanismos de accidén membranal de los esteroides via
receptores membranales, junto con los receptores nucleares para estas hormonas
forman parte de un mecanismo convergente continuo que unifica la acciéon de los
esteroides en el ambito celular.

Finalmente en resumen, nuestros resuitados sugieren que las modificaciones en el
funcionamiento del sistema Ca2+/CaM pueden tener importantes acciones sobre la
actividad facilitatoria de la conducta sexual femenina que la progesterona tiene en

ratas ooforectomizadas y pretratadas con estrégenos.
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SINTESIS DE INVESTIGACION

Avances recientes en el estudio bioldgico
del alcoholismo

Enrique Canchola, Efrain Mercado, Héctor Duenas-Tentori

y
Adolifo Rosado

Se revisa el conocimiento actual acerca de las causas de un complejo grupo de alteraciones conductuales
que incluyen al alcoholismo y secundariamente a otros transtornos conductuales, que se reflejan en la
farmaco-dependencia, la tendencia a comer con exceso, el deseo patdlogico de apostar y en algunas otras
alteraciones patoldgicas mds dificiles de clasificar, como la personalidad obsesivo-compulsiva (trastomo
bipolar), la deficiencia en la atencién y el sindrome de Tourette (Tics faciales y alteracién del lenguaje).
La revision concluye que no se puede decir atin que exista un factor especifico determinante tnico
para este grupo importante de transtornos de la conducta, denominado "Sindrome de deficiencia
recompensatoria”, sin embargo el estudio de todos ellos permite ahora visualizar las adicciones como
un grupo heterogéneo de enfermedades de causas multifactoriales que prodrian expresarse a través
de una via nerviosa final comun: la dopamina y la expresién de los varios alelos que codifican para
la sintesis de su receptor D2. Estos nuevos conocimientos presentan una mejor oportunidad para lograr
la prevencién y el tratamiento de este nuevo sindrome y la solucién a uno de los problemas mas grandes
al que se ha enfrentado la especie humana.

Introduccion

El alcoholismo, junto conotros muchos desérdenes col, 1996). La principal razén para esta nueva tendencia
adictivos: abuso de drogas, tabaquismo, comer es la propuesta de que todas estas alteraciones tienen,
conexceso, deseo patologico de apostar y algunas otras aparentemente, unsubstrato anatomo-bioquimico
alteraciones patoldgicas mas dificiles de clasificar, comiinconsistente en modificaciones del

como la personalidad obsesivo-compulsiva (trastorno funcionamiento de algunas neuronas y moléculas
bipolar), la deficiencia enlaatencién y el sindrome de neuro-transmisoras responsables de la producciénde
Tourette (Tics faciales y alteracion del lenguaje), hasta la sensacion de satisfaccion y placer. Bajo condiciones
hace pocotiempo, se habian considerado transtornos normales estos circuitos mesocorticolimbicos
conductuales determinados ensuaparicidn y progreso participan enel reforzamiento de conductas normales.
mads por factores sociales, ambientales y familiares que

por factores hereditarios. Sinembargo, la tendencia Hasta ahora, se ha considerado que el alcoholismo
actualtiende aenglobarestecomplejogrupode depende de factores predisponentes y desencadenan-
transtornos conductuales dentrode unnuevo tes y que refleja una interaccién compleja de factores
sindrome, para el cual se ha propuesto el nombre de sociales, psicoldgicos, fisioldgicos y econdmicos. Sin
"Sindrome de deficiencia recompensatoria” (Blumy intentar llegar a la definicion de una “personalidad
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preaicondlica”, Plaut {citado por Velasco, 1938) sefiala
como factores personales predisponentes a aquellos
gue determinan que algunos individuos tengan
mayores posibilidades de convertirse en alcohdlicos;
dichos individuos responden a las bebidas alcondlicas
con una mayor sensacion de alivio, placer, entusiasmo
v relajacidon. Poseen también ciertas caracteristicas de
la personalidad que les impide enfrentar con éxito los
estados depresivos, la ansiedad y la frustracién. A
estas caracteristicas podriamos afiadir las siguientes:
son individuos incapaces de manejar de manera
adecuada sus conflictos personales, sus impulsos y sus
tendencias, y acusan graves desajustes en su fisiologia

sexual.

Desde el punto de vista sociccultural, Velascocita
el concepto de anomia (Velasco, 1988), enel cual se
propone que hay individuos que se sienten alienados
de la sociedad en que deben vivir, y noaceptan, no
comprenden o nose adaptan con facilidad niasus
valores éticos, ni a sus conceptos de relacién
interpersonal, Este concepto de anomia ha sido
utilizado con frecuencia para explicar la génesis de
muchas conductas desviadas, como la delincuencia
juvenil, la drogadiccion y el alcoholismo.

Desde el punto de vista de los factores
predisponentes y desencadenantes del ambiente
sociocultural, se ha mencionado que los sujetos
alcoholicos pertenecen a culturasenlasquela
ingestion de bebidas alcohélicas se acompana de
rechazo social y provoca culpabilidad y angustiaenel
bebedor, a pesar de que se le da a dicha ingestidn la
expresion de conducta viril, machista. El medio social
en que se desarrolla la tendenciaa beberes
habitualmente un medio ambiente agresivo, el cual
crea sentimientos de frustracidn, confusidn, rechazoy
desubicacidn en el bebedor. De estas alteraciones las
mas destacadas son las distorsiones de las relaciones
interpersonales que repercutendirectamenteen la
vida familiar. El alcoholismo es mds acentuadoen
grupos familiares desunidos, donde los padres son
grandes consumidores de alcohol. Es frecuente o
habitual la disarmonia sexual y social de la pareja
conyugal, la pérdida del respeto familiarala figurade
los padres y también frecuentes la pobrezay la

marginacion, aunque su importanciaen la generacion
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del alconolismo ha sido un poco exagerada (Calde
1985), pues por ellas mismas, enausencia de las
caracteristicas personales predisponentes, no para
ser capaces de desencadenar esta patologia. Todo <
hace que los sujetos sustituyan su adaptacidn socia
por el alcohol, el cual funciona como un medio
sustitutivo para la lubricacién social, proveedor de
satisfaccidn y placer y satisfactor de necesidades

Aunque estas caracteristicas medio ambiental:
que fortalecen la decision de buscar alivioen la beb
hansido siempre consideradas de la mayor
impertancia, no hay duda de que por debajo de tod
los factores etioldgicos que se han propuesto para e
alcoholismo, subyacen las caracteristicas de alteraci
dela personalidad que han llamado la atencidn de
todos los investigadores interesados en este probler
(Velasco, 1985, 1988; Calderon, 1985; Tarter y col,
1984). De todo lo anterior, es posible concluir que
aquellos individuos que presentan alteraciones de!
circuitodereforzamiento compensatorio que provo
la sensacion de placer, son personas con gran
predisposicon a graves alteraciones conductuales,

entre las cuales se encuentra el alcoholismo.

El "Sindrome de deficiencia recompensatoria”
(Blum y col, 1996) comprende formas de privacion
sensorial cerebral de placer y puede tener
manifestaciones clinicas discretas o severas, quellev
al individuo a no experimentar recompensa por las
actividades ordinarias y cotidianas, expresando cor
regla general, no encontrar gusto por vivir. Segunes
propuesta, este grupo de desdrdenes, que al parecer
comienza a establecerse desde la infancia y se
consolida a través de la vida, esdebidaala
acumulacién de experiencias desagradables, las cual
alteran el substrato celular y molecular de las zonas
cerebrales responsables del proceso dereforzamient,
La suma de estas experiencias, debidas al ambiente
mas 0 menos agresivo en que se desarrolla el
individuo, conduce finalmente a la alteracion de la
conducta normal del individuo, sustituyendola
esperada sensacion de recompensa por ansiedad,
hambre, o por la necesidad de substancias que
compensen o alivien estas alteraciones.
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Recientemente se ha propuesto que la causa de
este sindrome es la presencia de un alelo especifico del
gen que codifica para la sintesis del receptor D2 de la
dopamina (una de las substancias que funcionan como
transmisoras de los impulsos nerviosos entre
neuronas). De los cuatro alelos hasta ahora descritos
de este gene, uno de ellos, el llamado Ay, presenta una
fuerte asociacion con la presencia de alcoholismo y su
expresion se ha encontrado ligada a ciertas
alteraciones de las vias cerebrales dopaminérgicas
responsables de la sensacion de recompensa. Dicha
variacion genética se ha encontrado también asociada
alos otros desdrdenes adictivos antes expuestos.

La publicacién original de Blum y sus
colaboradores en 1990, en donde se llamaba la
atencién sobre la asociacion de alcoholismo severoy
prolongado y la presencia del alelo A1 del receptor D2
de la Dopamina, llevd a la idea equivocada de que
estos investigadores habian descubierto el “gendel
alcoholismo”, lo cual implicaria que hubiera una
relacién uno a uno entre la presencia del genyla
conducta alcohdlica, idea que hasta el momento no ha
podido ser sustentada, es decir que no existe un gen
especifico para el alcoholismo o un tipo particular de
personalidad (Blum y col, 1990).

La posibilidad de que existan factores genéticos
asociados directamente a fa ocurrencia deabusoy
dependencia de substancias, cambia la perspectivade
estudio de este problema e impone la necesidad de
considerar la importancia de factores genéticos como
causantes del alcoholismo en relacidn a los otros
factores postulados por Jellinek y otros autores en los
afios cuarentas: ambiente, desarrollo y circunstancias
sociales, y que hasta ahora habian sido aceptados

como determinantes de este transtormno.

Elinterés por el estudio del alcoholismo, ahora
renovado por el descubrimiento de Blum y Col. (1990)
es apenas el que debia necesariamente dedicarse al
estudio de un transtorno conductual que figura entre
las causas mas importantes de problemas
socio-econdmicos en todas las naciones del mundo.

Aunque no pareceria necesario tratar de destacar
la importancia del alcoholismo en el mundo actual, es

obvio que, a pesar de las enormes cantidades de dinero
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El medio social en que se desarrolla
la tendencia a beber es habitual-
mente un medio ambiente agresivo,
el cual crea sentimientos de
frustracion, confusion, rechazo y

desubicacion en el bebedor.

y esfuerzo dedicados a su prevencidn, intereses
iguales, o mds fuertes, han propiciado un aumento
notable en el nimero de personas que tratan de
encontrar su satisfaccion en el alcohol, o enel consumo
deotras drogas. Por tal razon queremos hacer resaltar
tres hechos que nos parecen deimportancia

fundamental parajustificar esta revision:

lo. La frecuencia del alcoholismo ha aumentado
sobretodoen la poblacion de jovenes adultos, en 1992,
en los Estados Unidos de América 13.8 millones de
personasentre 18 y <8 afios de edad, mas del 9% dela
poblacidn de estas edades, tuvieron problemas
ocasionados por la ingestion de alcohol. En este mismo
pais, el alcoholismo provoca anualmente la muerte de
mas de 100 000 personas jovenes por su participacion
enla produccién de accidentes, principalmente
automovilisticos, pero tambiénaumentando
notablemente el nimero de homicidios y de suicidios.
Elalcoholismo constituye la causa principal de muerte
accidental y la tercera causa de mortalidad evitable en
nuestro pais vecino.

20. Es de fundamental interés la demostracion de
que el consumo habitual de alcohol durante el
embarazo constituye la causa principal de retraso
mental en los recién nacidos. Este hecho adquiere
mayor importancia porque se sabe que el 74% de las
mujeres alcohdlicas, 0 con otras farmacodependencias,
son objeto de abuso sexual, lo cual ha producido un
aumento alarmante en la frecuencia de nifos nacidos

con retraso mental.
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3o. Finalmente, aunque a nosotros las causas
2condémicas no nos parecen las fundamentales, no
debe olvidarse que, también en los Estados Unidos d2
América en donde las estadisticas son mas confiables
que en nuestro pais, el impacto econdmico del
alcoholismo subid 40% entre 1985 a 1990, alcanzando
la fabulosa cantidad de 98.6 miles de millones de
dolares en el ultimo afio. Si este costo se ha seguido
elevando al mismo ritmo, en la actualidad el costo de
esta alteracidn conductual debe llegar a casi 150 miles
de millones de délares por afio.

La intencidn de esta revision es presentar un
panorama actual de conocimientos acercadela
participacidn de los diferentes factores genéticos y
ambientales en el origen del alcoholismo y de otros
trastornos relacionados con las alteraciones del
reforzamiento conductual.

El alcoholismo como un modelo para
estudiar la vulnerabilidad genetica al
abuso de sustancias

Estudio en familias
E ldiseno basico de estos estudios es compararel
riesgode desarrollodel trastornoenlos parientes
delosindividuos que manifiestan el problema. Se
comparatambién la incidencia de presentaciéndela
adiccidnenlos parientes de grupos controlesoenla
poblacidn general. Los resultados han demostrado que
latendencia a desarrollaralcoholismoes
significativamente mayor en parientes de pacientes
alcohdlicos, que en parientes deindividuos no
alcohdlicos, encontrandose unriesgodetres a cuatro
veces mayor enel desarrollo del problema en los hijos
de alcoholicos. Este riesgo parece ser especificopara el
alcoholismo, ya que, enlos mismos grupos nose
encontré la misma incidencia para el trastorno bipolar
{Schuckit, 1987; Cotton, 1979; Schuckit, 1986).

Aunque estos estudios familiares provean de una
evidencia preliminar de la concordancia entre los
factores genéticos y el alcoholismo, no son per se
concluyentes, ya que pudieran también reflejar las
influencias sociales, de desarrolloy de educacidnen el

mismo ambiente que los parientes alcohdlicos. Porotra

parte se conoce también que sujetos marginados sor
los que mayor predisposicion presentan a la ingesta
alcohol y otras drogas, aunque no provengande
parientes alcohdlicos.

Estudios de concordancia en gemelos
monocigotos y dicigotos

El objetivo de este tipo de estudios es comparar la
similaridad de determinadas caracteristicas entre
gemelos que comparten absolutamente toda su
informacidn genética (monocigotes) con gemelos qu
solo comparten la mitad de su infomacién (dicigotos
De esta manera sila similaridad entre los factores
estudiados es mds alta en el caso de los primeros, se
podria inferir que existe un factor genético detras del
problema estudiado. Con respecto a lo anterior se ha
encontrado una concordancia mayor en gemelos
monocigotos: 538% contra 28% en los dicigotos, con
respecto al desarrollo del alcoholismo (Kail, 1960). D«
manera interesante esta similaridad también se
encuentra respecto a la severidad del alcoholismo,
dando una informacidn adicional acercade que la
posibilidad de la transmision genética de esta
enfermedad sea importante, Unica, especialmente en
caso del alcoholismo severo y cronico, en lo cual
coinciden otros autores. (Hrubec y Omenn, 1981).

Asimismo, se han realizado estudios que intenta
concentrarse en otros factores, como son los patrones
en la forma de beber, y en los ritmos de absorcidn y
eliminacidon del alcohol. En el caso de estas
investigaciones, se ha descubierto una gran disparida
en los resultados, dado que se encuentran frecuencias
y cantidades poco relacionables (Partanen y col, 1966)
(Johnsson y Nilsson, 1968). Algunos estudios de
concordancia con respecto a la absorcidn o eliminacid
del alcohol, muestran altos niveles de posible
heredabilidad (Vesell y col, 1971), (Radlow y Conway
1978); en cambio, otros muestran que no existe tal
relacién (Kopun y Propping, 1977).

Como se puede apreciar, la disparidad en estos
resultados refleja los multiples factores que afectan el
metabolismo del alcohol y la importante interaccion
entre los factores genéticos y ambientales, siendo, de
hechoel principal problema a resolver, locual exige el

desarrollo de nuevas metodologias de estudio que
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intenten separar los factores genéticos de los factores

ambientales.

Estudios en individuos adoptados.

Estas investigaciones estudian a individuos separados
de sus padres después del nacimiento y que s2
desarrolian bajo el cuidado de padres adoptives que
no tienen ninguna relacion de parentesco con los
padres biolégicos. Schuckit y sus colaboradores (1972)
evaluaron a un grupo de individuos que habian sido
adoptados y los agruparon en dos subgrupos, el
primero cumplia con las caracteristicas de que por lo
menos uno de sus padres bioldgicos era alcohélico y el
segundo, en el que ninguno de los padres tenia esta
caracteristica, pero cumplia con la circunstancia de
que por lo menos uno de los padres adoptivos, era
alcoholico. Los resultados que encontraron
comparando ambos subgrupos fueron que aquellos
sujetos que tenfan un padre bioldgico con problemas
de alcoholismo lo desarrollaban con mayor frecuencia.
También se han hecho otros estudios de estas
caracteristicas en lugares en donde se encueniran muy
desarrollados y tecnificados los sisternas de registro
civil, como son Dinamarca, Suecia y los Estados
Unidos de América, con resultados similares alos
encontrados por Schuckit. Goodwin y sus
colaboradores (Goodwin, 1979: y 1983). Encontraron
que los hijos de alcohélicos tenfan cuatro veces mas
incidencia de alcoholismo que en los hijos de no
alcahdlicos, y que éstos no presentaban riesgo de
alcoholismo a pesar de que uno, 0 ambos, de sus
padres adoptivos eran alcohdlicos (Goodwin, 1979).
Otro dato importante que reportan es que aunque los
hijos de alcohdlicos tienen una mayor probabilidad de
desarrollar esta adiccidn, no parece haber una
tendencia similar para desarrollar otros trastornos
psiquidtrices. De manera consistente con los anteriores
resultados son los datos de Cloninger y cols. (1981}, asi
como los de Cadoret y Cols (1980) y los de otros
grupos de investigacion (Goodwin, 1985; Cloninger y
col, 1986, Anthenelli y Schuckit, 1990).

Marcadores fenotipicos en el aicoholismo
En general, en esta técnica se utilizan marcadores
estables, facilmente medibles y que estén bajo un
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control genético, va sea influenciando el riesgo de
presentar alcoholismo o estar ligados a las variaciones
genéticas enrelacidn al desarrollo del trastorno. Se
utiliza mds frecuentemente el paradigma dela
poblacién de alto riesgo y se parte de las siguientes
premisas principales:

1. Son caracteristicas asociadas con el factor de
riesgo a desarrollar el trastorno y difieren en su
frecuencia de presentacion en grupos dealto y bajo
riesgo.

2. Son caracteristicas que se encuentran antes del
desarrollo de la enfermedad y que pueden seguir
siendo observadas durantela fase activadeella, o
durante los perfodos de remisién de la misma.

3. Algunos marcadores de estado nosolégico, es
decir durante la enfermedad activa, dependen para ser
detectados de la presencia de la substancia ala cual se
esdependiente.

Marcadores bioquimicos

Los sistemas enzimaticos plaquetarios han sido muy
estudiados pese a las referencias de su inespecificidad
(Schuckit, 1987; Anthenelli y Schuckit, 1990) o la
puesta en duda de su correlacion con los niveles
enzimaticos realmente presentes en las células
cerebrales (Young y col, 1986). Se ha encontrado
disminucién enla actividad de monoamino-oxidasa
(MAOQ) plaquetaria en los pacientes con dependencia
alcsholica (Sullivan y col, 1978; Von Knorring y col,
1985; Tabakoff y col, 1988) y se tienen reportes del
mismo hallazgoen hijos de alcohodlicos {(Raush y col,
1991). Se han reportado también aumentos en la
velocidad mdxima (Vmax) de recaptura de serotonina
(McBride y col, 1989), especialmente en los hijos
varones de alcoholicos. Se encuentran en espera de
confirmacidén los resultados positivos de los trabajos
que comparan a pacientes alcohélicos, o sus parientes
en primer grado, con sujetos controles con respecto a:
el gen D del grupo Rh, la arilsulfatasa A, el AMPciclico
{Hill y col, 1980; Hulgalkar y col; 1984, Diamond y col,
1989), los antigenos de histocompatibilidad (Devor y
Cloninger, 1989; Tabakoffy Hoffman, 1989; Corsico y
col, 1988) y la B endorfina (Topel, 1988; Genazzaniy
col, 1982).

[9%)
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Monteiro y Cols. (1990) reportan en un grupode
hijos de pacientes alcohdlicos, unaumentoenla
respuesta a la hormona estimulante de la tiroides
(TSH), como respuesta a la aplicacién exdgena del
factor liberador de las hormonas tircideas (TRH),
mientras que la respuesta es normal en los hijos de los
sujetos no alcohdlicos utilizados como grupo control.
Moss y col (1990), demuestra que los hijos de
alcohdlicos tienen una menor actividad del dcido gama
amino butirico (GABA) plasmatico con respecto a los
controles y que el alcohol aumenta dicha actividad, lo
que sugiere un posible mecanismo bioquimico
reforzador de los efectos del alcohol. De hecho, se
plantea la hipdtesis de la presencia de alteraciones en
la reactividad de algunas variables neurochormonales y
de la respuesta electro-encefalografica (EEG), como
una circunstancia que bloquea la retroalimentaciéon
natural que deberfa permitir al paciente susceptible,
percatarse de las fases iniciales de la intoxicacion
(O Malley y Maisto, 1985;Pollock y col, 1986; Schuckit,
1991). Conrespecto a la reactividad del Sistema
Nervioso Simpdtico, se ha encontrado en alcoholicos y
en los hijos de pacientes alcohdlicos, unaumentoenla
conductancia eléctrica dela piel, habituacion a series
de tonos, aumento en la frecuencia cardiaca y
vasoconstriccidn periférica. En los pacientes
estudiados, esta actividad incrementada del Sistema
Nervioso Simpatico se ateniia después del consumo de
alcohol (Finn y col, 1990).

Los estudios que se han realizado conrespecto a
diferencias en el desermpeno cognocitivo, aunque
importantes, presentan todavia demasiadas
incongruencias entre si, por lo que su asoclacion conel
riesgo de alcoholismo necesita de mayor informacion
para poder ser aceptada con firmeza (Gabrielliy
Mednick, 1983; Knop y col, 1984; Tarter y col, 1984).
Hasta el momento no se ha demostrado una asociacion
especifica entre un perfil de personalidad dado y el
riesgo para desarrollar alcoholismo (Anthenelliy
Schuckit, 1990; Kammeier y col, 1973; Schukit, 1973;
Schuckit, 1983).

Genes y alcoholismo
Las evidencias de las bases genéticas del alcoholismo

se han venido acumulandoa lolargo delas dltimas
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cince decadas, los primeros indicios de una
participacidn importanta del genoma 2n el desarrc
delalcoholismo fueron proporcionados en 1932 oc
Blumy col, (1596). Este investigador encontré que
ciertos ratones, si se les deja elegir, prefieren tomar
alcohol que agua. La primera evidencia claradela
heredabilidad del alcoholismo fue presentada por
McLearnen 1939. Este autor desarrolld una cepa
hibrida de ratones que tienen una marcada prefere
por el alcohol, la cepa es conocida como C37 y quec
perfectamente claro que esta preferencia por el alcc
es heredada a sus descendientes (MclLeam v col, 19
En 1972, Schuckit y colaboradores obtienen las
primeras evidencias de que el alcoholismo en
humanos también tiene ciertas bases genéticas v
demuestran que nifos adoptados cuyos padres
bioldgicos eran alcohdlicos presentaban mayor
susceptibilidad a desarrollar alcoholismo, que los h
adoptivos provenientes de padres no alcohdlicos.
Como yasefnalamos, esta participacidondela
informacién genética en el desarrollo del alcoholisn
hasido confirmada por los trabajos de Goodwin v ¢
(1979), Goodwin, 1983, Goodwin, 1983). Goodwin
(1979) y Cloninger (1985) sugieren que pudieran
existirdiferencias genéticas importantes entre
alcohdlicos y no alcohdlicos. Sin embargo, los intent
iniciales de Blum y col. (Blum y col, 1996 y 1990), pa
demostrar la veracidad de esta tesis utilizando
marcadores genéticos asociados con varios
neurotransmisores tales como, serotonina, opiodes
endogenos, GABA, transferrina, acetilcolina, alcoho
deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa, no
pudieron demostrar alguna relacién importanteent:

genes y alcoholismo.

A pesar del fracaso antes mencionado, Oliver
Civelli (1993), clona y secuencia el gen que codifica
para el receptor D2 de la Dopamina, receptor que se
expresa en neuronas de la corteza cerebral yenel
sistema limbico, incluyendo el nuicleo accumbens, la
amigdala y el hipocampo, zonas cerebrales, a
excepcidn de la corteza, que participanenel
alcoholismo. El gen que codifica al receptor D2 de la
dopamina, esta localizado enel brazo largo (q) del
cromosoma 11. El estudio de los patrones
electroforéticos producidos mediante la digestion de

gen con enzimas de restriccion ha permitido llegar a
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conclusion de que existen 4 alelos diferentes de este
gen{Al, A2, A3, A4). Mas importante todavia es la
demostracion de que las diferencias entre estos alelos
se expresanjusto en el sitio que determina la secuencia
de aminoéacidos donde el receptor D2 fija la dopamina.
Elalelo Al, se encuentra aproximadamente enel 25%
de la poblacion, el A2 encercadel 75% y los alelos A3 y
A4, sonraros. Cuantificando estos alelos, Blumy Cols.
(1996), encuentran que en 35 pacientes con
alcoholismo severo (que incluso los habia llevadoala
cirrosis), 69% tienen alelo Al y solo el 31% presentan el
alelo A2, mientras que en un grupo de sujetos no
alcoholicos predomina ampliamente el alelo A2 (80%),
mientras que el alelo Al se encuentraensolo el 20% de
los sujetos no alcohdlicos estudiados. Lo anterior ha
permitido a este grupo de investigadores asociar al
abuso de drogas en general, y al alcoholismo en
particular, con la presencia del alelo Aly, més atin, el
incremento de este alelo por la ingesta de alcohol y

otras drogas.

Sin embargo, es importante mencionar que estos
resultados no han podido ser claramente reproducidos
y que, como dijimos arriba, sclo el 75% de los pacientes
alcohdlicos graves presentan esta variacion genética,
por lo que la presencia del alelo Al enel gen del
receptor D2 no puede ser la tinica causa del
alcoholismo, aunque pudiera estar asociado.

E.P. Noble en 1996 (Noble, 1996), encuentra que
solo el 27% de los alcohdlicos podrian asociarse con
una alteracion del alelo Al, mientras que el 33% estan
asociados a otros alelos y el 40% a ninguna alteracion
genética, lo que podria asociar a la enfermedad conel

medioambiente.

Alcoholismo, neurotransmisores y hormonas

Los grupos de investigacién comandados por
Cloninger (Cloninger y col, 1986) y Blum (Blum y col,
1990), estudiando las bases bioldgicas de la

dependencia a drogas han demostrado que los
nucleos cerebrales y las moléculas transmisoras de la
recompensa estdn intimamente relacionadas. El
alcohol, porejemplo, activa el sisterna noradrenérgico
en el circuito limbico, a través de la cascada

intercelular que involucra a la serotonina, a las
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encefalinas (opiodes enddgenos) v a la dopamina. O
bien, puede actuar directamente sobre la produccién
de neuroaminas que actian sobre receptores opiodes
(encefalinas) o sobre el sistema dopaminérgico
(Alvaksineny col, 1984; Blum y col, 1990). En
concordancia con la propuesta de cascada de
neurotransmisores y alcoholismo, una serie de
experimentos en ratas alcohdlicas han permitido
conocer que este tipo de animales tiene pocas neuronas
serotoninérgicas y altos niveles de encefalinas enel
hipotilamo, poseen un mayor nimero de neuronas
Gabaérgicas y relativamente, pocas neuronas
dopaminérgicas en el niicleo accumbens y baja
densidad de receptores dopaminérgicos D2 (Russell y
col, 1988; McBride y col, 1990; McBride y col, 1993). La
administracién de substancias que aumenten fa
actividad de las sindpsis serotoninérgicas o que
estimulen los receptores dopaminérgicos D2, reducen
la preferencia por el alcohol en sujetos que padecen
esta enfermedad vy, por el contrario, la administracién
de substancias que inhiben la actividad de los
receptores dopaminérgicos D2, aumentan la
preferencia por el alcohol y la adiccidn a drogas
(Russell y col, 1988; Mcbride y col, 1990; McBride y col,
1993).

Lacascada de neurotransmisores y nticleos
nerviosos del sistema limbico involucra conexiones
excitatorias e inhibitorias que se expresan a través de
una via nerviosa final comiin: la dopamina y su
receptor D2 en el niicleo accumbens y en el
hipocampo. La cascada comienza en el hipotalamo
liberando serotonina, la cual causa la liberacion de
encefalinas (opiodes) en el drea ventral tegmental que
inhiben a su vez, la actividad de las neuronas que
liberan el neurotransmisor inhibitorio del GABA,
proveniente de la substancia negra mesencefalica. Esta
accion, consecuentemente, desinhibe a las neuronas
que contienen dopamina en el drea ventral tegmental y
enlaamigdala, aumentdndose la liberacion de la
dopamina en el nicleo accumbens y en ciertas partes
del hipocampo, permitiendo todo este complejo de
eventos neurales, la activacion de la via final comun
(D2), posiblemente relacionada con el alcoholismo.
(Fig1)
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También se conoce
que la ingesta de alcohol
alteralos niveles de
secrecién de hormonas,
loque conduceauna
serie de transtornos
metabdlicos y de
comportamiento de todo
tipo, incluyendola
alteraciéndelos
componentes apetitivos y
consumatorios de la
conducta sexual; se
conoce que incrementa el

apetito y disminuye la

o REGION VENTRAL
posibilidad de consumar TEGMENTAL
X3

laconducta gi)p;ml}i.l

(Duenas-Tentoriy col,
1930).

Conclusiones

Lademostracién 7 : — (G484 |
realizada por McCaul y /

L (1990) y BI l Gl e
(clogg(é )y dumyclo SUBSTANCIA
yacercadequela NIGRA

|

administracionde

secobarbital, cuyo

mecanismo de accidn inhibicion

T TS ®
radica enla modificacion __> . ..
Estimulacion

delas membranas

Receptor D2

celulares y su interaccion

conneurotransmisores
especificos, induce

Fig 1 Enla parte superior se muestran los centros nerviosos y su localizacion en el
cerebro, en la parte inferior Ias, vias nerviosas y los mediadores quimicos que

_ o . participan en el circuito del reforzamiento que utiliza a la Dopamina como via final
historia positiva familiar comuin

efectos dereforzamiento

ensujetos con una

de alcoholismo, mientras

que tal reforzamiento no

se manifiesta en un grupo control de sujetos no abuso de otros tipos de substancias. Enla actualidad s

alcoholicos, inicié una nueva linea de investigacion propone que esta susceptibilidad conductual

enfocada a la demostracidn de si la vulnerabilidad al involucra un cortejo de centros nerviosos y sus
desarrollo del alcoholismo es especifica para el etanol,

0 puede estar relacionada con una vulnerabilidad

neurotransmisores correspondientes, que se activan er
forma de cascada y utilizan a la dopamina, o mas
generalizada del sistema de estimulo recompensatorio especificamente a sureceptor D2, como via final

que puede conducir a cualquicr tipode adiccion y /o al comun.
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A pesar de la enorme trascendencia que tiene para
el mejor entendimiento de varias alteraciones
importantes de laconducta el tratar de englobarlas
todas en un mecanismo comun, la deficiencia del
sistema bioldgico de produccién de la sensacidn de
recompensa y autovaloracion, nosotros consideramos
que estas propuestas, v las relaciones que postulan
entre los aspectos genéticos, neurobioquimicos y
psicosociales que participanen el alcoholismo, noson
aincompletamente aceptables. Para empezar
pensamos que existe cierta deficiencia en los disefios
experimentales seguidos conrespectoa la incidenciay
vulnerabilidad especifica del alcoholismo entre sexos.

Hasta ahora la mayoria de los estudios realizados
han sido hechos en varones y no se ha analizado la
incidencia del problema en hijas de pacientes
alcohdlicos y mds aun, no se ha determinado por cudl
de los padres podria transmitirse esta predisposicion

genetica.

Es evidente la necesidad de realizar estudios en
que se distinga entre los diferentes tipos de
alcoholicos, empezando por establecer unaclara
diferencia entre los pacientes con alcoholismo severo,
delarga duracién, y los pacientes con alcoholismo
temprano, ocasional o susceptible al tratamiento.
También se requiere establecer con mayor claridad la
existencia de farmacodependencia en una estricta
relacidn con la triada ambiente, genética y
circunstancia social. Consideramos que serian
provechosos mas estudios longitudinales para
establecer las diferencias existentes entre los multiples
niveles de organizacion bioldgica presentes en
alcoholicos y no alcohdlicos, y de €sta forma poder
integrar un mejor campo conceptual de la conjuncion
de todos los factores importantes que participanen la
produccion de adicciones y otros transtornos

CIENCIA, 1996

conductuales. Larealizacién de este tipo de estudios
redundaria en mejores estrategias de prevencidn y

tratamiento.
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Los recursos forrajeros tropicale
nativos de México y su potencial ¢
aprovechamiento ganader

Jorge Pérez P«

Adrian R. Quero Car

En este trabajo se sefialan las principales especies forrajeras tropicales nativas de México que se emple
mads frecuentemente en los sistemas de produccion animal, en climas cdlido himedos; se describe st
capacidad productiva, tanto de forraje, como de carne o leche en pastoreo, bajo diferentes estrategias
manejo de las praderas. Los datos obtenidos por investigadores mexicanos con diversas especies de
gramineas y leguminosas forrajeras, evidencian que son de aceptable a buen rendimiento y valor
nutritivo, al compararlas con especies introducidas de otros paises. Lamentablemente, se han
desatendido las especies nativas, dindose preferencia a las introducidas, por considerar a las locales «
menor rendimiento y calidad nutritiva, lo cual es erréneo, ya que las comparaciones efectuadas pued:
no ser validas al estudiar especies de porte y hdbito de crecimiento diferentes. Se discute también, la
problemadtica para mejorar las especies nativas tropicales, dado sus caracteres reproductivos y presenc
de esterilidad en la semilla producida, principalmente en numerosas especies de gramineas, por lo que
siembra se efectia con material vegetativo a base de tallos, estolones, etc. Tampoco existe a nivel nacior
un programa de mejoramiento genético de especies f{orrajeras nativas, por lo que se importa semillad
diferentes paises, para satisfacer las necesidades nacionales. Los problemas senalados deben atenders
por los organismos y personal capacitado correspondientes y asi mejorar los sistemas de produccion
animal en praderas tropicales.

Introduccion
Las regiones con clima célido himedo en México, 2500 mm anuales, segun la regién y ocupa la mayor
comprenden aproximadamente el 25% del superficie, mientras queel cilido himedo, con

territorio nacional y se localizan principalmenteen las presencia en regiones pequenas delos Estados de
franjas costeras, desde el nivel del mar, hastaalrededor Chiapas, Veracruz y Tabasco, con lluvias todoelaro,
de los 1000 mdealtitud y abarcan desdeelsurde en las que el mes mas seco, durante el periodode
Sinaloa y Tamaulipas, hasta la frontera con Guatemala sequia, presenta una precipitacion superior a60 mm
y el Mar Caribe y algunas dreas de la depresion central y con mas de 2500 mm promedio anual. En todas esta:
del Rio Balsas. En estas regiones existen diversas regiones la temperatura del mes mds frio es mayor de
variantes del clima cdlido, destacandoel cdlido 18°C (Garcia, 1988), lo que caracteriza este
subhimedo, con precipitacion que fluctdaentre 1000 a tipodeclima.
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LORDOSIS is an estrogen-dependent essential reflex for re-
production in rats and many other mammals. This characteris-
tic sexual behavior is produced as a response to copulatory
stimulation by the male (2). [t has been shown experimentally ior (1).
that in ovariectomized (Ovx) females, adequate sexual behav-
ior depends on the sequential action of estradiol (E.) and pro-
gesterone (P) (4). However, despite numerous experiments
(36), the intimate brain mechanisms of these steroids on the
modulation of sexual behavior are still insufficiently under-
stood. A generalized mechanism of action for estrogens in-
volves an association between estrogen and a cytoplasmic re-
ceptor, translocation of this estrogen complex to the nucleus,
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level of activity was shown by PIM, although at the dose of § mg/kg no statistical differences were found between this
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initiation of messenger RNA synthesis, and eventual produc-
tion of new protetns. However, it seems that this increase in
protein synthesis is insutficient to induce female sexual behav-

There is more uncertainty concerning the mechanism of
action of P (8). As in the case of estrogens, P is generally
thought to pass through the plasma membrane and act at the
level of the nucleus. However, some experimental results seem
to be better explained by the participation of nongenomic
mechanisms (8). Recent reports have clearly shown the pres-
ence of specific membrane receptors for P in some cells, in-
cluding hypothalamic (20), oocytes (42), and spermatozoa



(). P 5inding to theses c2lls induced immediate modifications
Y A

Cl™ and Ca™~ (8,43).

Beginaing with the pionsering work of Meyerson (28), an
increasing number of rasearch papers have approached the
study of neural regulation of rodent sexual behavior from the
pharmacologic point of view. In effect, our work and that of
other groups indicates that the participation of P in lordosis
behavior can be mimetized, in E,-primed rats, by P-E, (39),
luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) (31), for-
skolin, cholera toxin, cyclic nucleotides, both cyclic AMP and
cyclic GMP (5), norepinephrine (12), «- and 3-raceptor ago-
nists (11), and cholinergic agonists such as carbachol (19), and
also presumably through muscarinic receptors (37). On the
other hand, the sexuality-inducing behavior of P can be inhib-
ited by some antagonist of these reagents (8,36). Reviewing
these works, Whalen and Lauber (48) came to the conclusion
that because serotonergic, dopaminergic, and noradrenergic
agonists and antagonists, as well as cholinergic agonists, all
facilitate sexual receptivity, it is possible that drugs from a
variety of neurotransmitter categories act through a common
nonspecific mechanism, possibly one involving increasing neu-
ral levels of cyclic guanosine monophosphate (cGMP) (48).
On the other hand, most of these active substances share the
property of acting, at least partially, through mechanisms
modulated by the calcium/CaM system (7).

Calmodulin, a widely distributed Ca’"-binding protein,
participates in the regulation of many of the functions pre-
viously ascribed to intracellular Ca®~ (22,27). Among other
important biochemical mechanisms related to the induction of
sexual behavior, CaM is required in the calcium-dependent
phosphorylation of receptors and autoreceptors (36). Canl is
also required for the activation of a great number of enzymes,
including the rate-limiting step in catecholamine synthesis, ty-
rosine hydroxylase (TS) (13), adenylate and guanylate cy-
clases, the Ca’~-dependent protein kinases, and so forth. CaM
inhibitors behave as important antagonist of neurotransmit-
ter-receptor interactions, including dopaminergic, adrenergic,
serotoninerzgic, and muscarininc cholinergic receptors (37,40,
47). In addition, Ca*"-CaM complexes participate in nerve
conduction and/or transport (14,33,34) and also as promoters
of hormonal and neurotransmitter secretion in a wide variety
of cells (7).

On basis of these data, we considered it interesting to study
the effects of some inhibitors of the Ca’~-CaM system on the
P-facilitated sexual receptivity of ovariectomized estrogen-
primed rats.

METHOD
Chemicals

Analytic-grade haloperidol, trifluoperazine (TFP), and pi-
mozide were graciously donated by Janssen Pharmaceuticals
(Beerse, Belgium). Verapamil was obtained from Knoll Phar-
maceutical (Mexico City, Mexico), on its therapeutic paren-
teral presentation. Estradiol benzoate (EB) and P (P,) were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

Young, sexually inexperienced Wistar female rats (250 =
20 g) were used in this study. They were maintained at 23°C
under a controlled reverse 14 L: 10 D and fed with Purina
chow (BioServ, Frenchtown, NJ) and water ad lib. Ovariecto-
mies were performed under ether anesthesia. Then, 2-3 weeks
after ovariectomy, rats were primed with 2 xg EB (time 0),
and 44 h later, they were injected with 2 mg P and divided into
groups of 10 animals each. Immediately after thg application
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of P, zach group received, contralaierally, one of the follc
ing trzatments (Table 1): saline (controls), sodium pentobar
tal (25 mg/kg body wt.), TFP, promethazinz (PMZ), chl
promazine (CPZ), haloperidol (HAL), pimozide (PIM), a
verapamil (VER). All injections wsre given subcutaneous
EB and P were dissolved in sesame oil and injected in a volur
of 0.2 ml. The active agznts were used at concentration of
2,4, and 8 mg/kg body wt. and were dissolved and applied
the manner previously described (38).

Animals were tested for sexual behavior with experienc
males 4 h after the applications of P plus the neuroleptic
Observations were performed under subdued light, alwa
during the dark phase of the life cycle, in circular Plexigl
arenas (33 cm in diam. and 43 ¢m in height). We allowed
vigorous mounts for each female; their receptivity was e
pressed by their lordosis quotient (LQ), or the number «
lordosis per number of mounts. The observer was blinded
the pharmacologic treatment of individual females.

To discriminate between sedative and behavioral effect
each female was carefully checked immediately before tf
study of sexual behavior to detect any significant impairmet
of locomotor and/or postural reflexes. Animals whose
flexes were not considered normal were discarded from a
subsequent observations. To further detect the presence ¢
undesired sedation, the lordosis quality (13) was scored on
scale from 0 to 3, representing no lordosis, and light, mode:
ate, and full dorsiflexion, respectively. Only lordosis corre
sponding to grades 2 and 3 were considered positive. [n add
tion, we also observed the occurrence of precopulator
patterns of behavior on the part of the female: presentin
posture, hopping, and darting, in the way proposed by Madla
fousek and Hlindk {26).

We performed statistical analysis using a 486DX2 [BM
compatible PC and the Microstat [, Ecosoft inc. (Indianapo
lis, IN, USA) statistical Package. Data were processed b
multitrial analysis of variance (ANOVA) for two factors
compound administration and dose. We used 95% confidenc:
for the mean test for post hoc comparison between groups
Fisher's exact tables were used to assess the significance o
differences in the proportion of rats showing sexual behavior
Group comparisons were carried out by the Student’s r-test.

RESULTS

Careful observation of the treated animals indicated that,
as was previously observed (17), drugs with a low antipsy-
chotic effect, such as prometazine, showad the highest levels
of sedation of the tested drugs in the period immediately fol-
lowing the injection. This drug was also the least effective in
modifying P-induced lordosis behavior. In addition, pento-
barbital had a sedative effect equal to, and frequently more
than, any of the anticalmodulin agents tested. Also, the hyp-
notic effect of pentobarbital was more prolonged, and some
of the animals treated with this substance showed mild alter-
ations of postural reflexes at the time of the sexual behavior
test. The obtained results show that this mild impairment was
not enough (o interfere with the occurrence of the lordosis
reflex. These findings allowed us to eliminate the role played
by the sedative effect of the tested drugs as the main cause for
the modifications observed in the sexual behavior. In addi-
tion, a balanced pattern of precopulatory activity (26) was
generally observed in all animals that showed lordosis be-
havior.

Table 1 summarizes the results obtained in these experi-
ments. All drugs tested at doses of 4 mg/kg or higher inhibited
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TABLE !

EFFECT OF SOME COMPOUNDS THAT INHI3IT THE Ca*"-CaM SYSTEM ON THE
HOMOTYPIC SEXUAL BEHAVIOR OF OVARIECTOMIZED RATS SEQUENTIALLY TREATED WITH EB AND P

Compound Control ! mg/k3 2mg kg 4 mg’/kg 3 mg/kg
Prometazine 0.95 = 0.08 0.92 = 0.07 0.91 = 0.06 0.77 = 0.22% 0.55 = 0.28=*
Chlorpromazine 1.00 = 0.00 0.96 = 0.03* 0.91 = 0.03° 0.41 = 0.26%° 0.26 = 0.10*°
Haloperidol 0.92 = 0.08 0.83 = 0.06°7 0.66 = 0.14=° 0.28 = 0.16*° 0.12 = 0.05*°
Tritfluoperazine 1.00 = 0.00 0.93 = 0.06" 0.54 = 0.25*° 0.21 = 0.07* 0.10 = 0.03*
Pimozide 0.95 = 0.05 0.38 = 0.07% 0.26 = 0.11* 0.19 = 0.06° 0.08 = 0.02*¢
Verapamil 0.97 = 0.02  0.71 = 0.13* 0.48 = 0.09*° 0.34 = 0.13° 0.22 = 0.05*°
Pentobarbital (25 mg/kg) 0.89 = 0.10
Lordosis quotient {mean = SD).

*p < .05 compared with the group immediately t0 the left. Different superscript letters indicate the existence of a
statistically significant difference (< p < .05) between the values on the same column.

lordosis. Only HAL, PIM, and VER were active with the
lowest dose used (1 mg/kg). The maximum level of activity
was shown by pimozide, although at a dose of 8 mg/kg, no
statistical difference was found between this compound and
TPZ or HAL. Results obtained by the application of pento-
barbital (25 mg/kg) showed no statistically signiticant differ-
ence from the animals treated with saline only (controls).

Table 2 shows a comparison between our data on the effec-
tiveness of the pharmacologic agents tested as inhibitors of
P-facilitated sexual behavior and the data previously pub-
lished by Levin and Weiss (24) on their activity as inhibitors
of Ca’~-CaM-dependent phosphodiesterase activity, and as
inhibitors of the CaM-specific binding of calcium ions. The
activity of the tested drugs on the facilitation of sexual behav-
ior (as demonstrated by the effects on lordosis) induced by P
in Ovx estrogen-primed rats, with the possible exception of
chlorpromazine, appeared to be strictly related to their effi-
ciency as inhibitors of CaM-dependent phosphodiesterase and
as ligands for the Ca®*-CaM complex: pimozide was the most
active, followed by trifluoperazine, whereas prometazine was
only marginally effective. In addition, verapamil, an inhibitor
of slow calcium channels, induced effects that were compara-
ble to those elicited by the more effective anticalmodulin
drugs.

DISCUSSION

A good correlation exists between the effectiveness of the
antipsychotics drugs tested as inhibitors of P-facilitated sexual
behavior and the activity of these same drugs as inhibitors

of Ca’*-CaM-dependent phosphodiesterase activity, and as
inhibitors of the CaM-specific binding of calcium ions. This
correlation validates the possible participation of the Ca'*-
CaM system on the mechanism of action of P as a facilitator
of the sexual copulatory responsiveness of the Ovx estrogen-
primed rat. This possibility is further sustained by the similar
inhibitory activity shown by verapamil, a blocker of the slow
Ca’~ channels. In effect, nuclear magnetic resonance spectros-
copy has recently shwon that Ca®*-channel blockers (felodip-
ine, nifedipine, diltiazem, prenylamine, etc.) interact with
CaM (6,18). These results lead to the possibility that CaM
may act as an intracellular site of action for this kind of phar-
macologic agent, perhaps even accounting for its major phar-
macologic effects (41).

[t has been suggested that the central adrenergic transmis-
sion system is involved in the steroid induction of lordosis
behavior in rodents (36); for example, the administration of
norepinephrine, epinephrine, or adrenergic agonists may sub-
stitute for P in inducing lordosis in estrogen-primed rodents
(12). Many CaM antagonists have great potency as receptor
antagonists, including dopaminergic, adrenergic, serotoniner-
egic, and muscarininc cholinergic receptors (37,40,47). How-
ever, many of the seemingly indirect CaM activities of the
drugs tested may be interpreted as their action upon other
parameters of the calcium metabolism (40,41).

Protein phosphorylation is known to be involved in the
regulation of neuronal function (32,34). At least three distinct
classes of well-characterized protein kinases are involved in
the phosphorylation of a large number of neuronal proteins:
kinase A, kinase C, and CaM-dependent kinase [I. The first,

TABLE2

EFFECTIVENESS OF PHARMACOLOGIC AGENTS TESTED AS INHIBITORS OF
P-FACILITATED SEXUAL BEHAVIOR COMPARED WITH THEIR ACTIVITY
AS INHIBITORS OF THE Ca* -/CaM BIOCHEMICAL SYSTEM

1D, Inhibition: Activation

Specific Calcium Binding

[Dy Inhibition: Lordosis

Agent Tested of Phosphodiesterase (pM)* (nMol/mg Protein)* Quotient (mg/kg)
Pimozid 7.5 68.7 0.82
Trifluoperazin 10.4 58.3 1.8
Chlorpromazin 42.2 22.7 3.8
Haloperidol 63.0 12.8 2.4
Prometazin 334.0 3.8 10.3

*Data are calculated from the work of Levin and Weiss (24).
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activity in striatal slices (13). Also, Ca’~-dependent phosphor-
vlation processes mediated by Ca’~-CaM-dependent kinase,
and/or protein kinase C, are primarily rzsponsible for the in
vivo and in situ activation of TH (34).

Several lines of evidence suggest that the activation of TH
following neuroleptic administration might also be due to
phosphorylation of the enzyme (13). Therefore, neuroleptic-
induced changes in TH activity might reflect the state of equi-
librium between phosphorylated and dephosphorylated forms
of the enzyme (13,34). In this regard, it was postulated that
HAL-activated TH represents a mixture of phosphorviated and
nonphosphorylated forms of the enzyme (23). The interpretation
of these results is complicated by the possibility that TH may be
regulated differently in different systems. For example, phorbol
esters increase TH activity in adrenal cromaffin calls and supe-
rior cervical ganglion but not in striatal slices (32).

Luteinizing hormone-releasing hormone, like noradrena-
line, can mediate the lordosis-facilitating effect of P (11,

2,33), and its release seems to be stimulated by the steroid
activity on the Ca’"-CaM system. Progesterone applied in
vivo to estrogen-primed ovariectomized rats is able to stimu-
late LHRH release from mediobasal hypothalamus (23). In
vitro administration of P is able to produce a marked incredse
in LHRH release by mediobasal hypothalamic slices obtained
from adult Ovx rats, provided the animals has received E,
before sacrifice (10). It has been shown by changing mem-
brane properties, E, appears selectively and specifically to be
involved in the process coupling nerve-ending depolarization
and LHRH release (9). As in all other instances of depolariza-
tion-induced secretion, enhancement of LHRH release must
be Ca**-dependent. In effect, the omission of Ca*” in the
medium or the addition of a Ca®"-channel blocker (D600,
107* M) or 2 CaMl-dependent protein kinase inhibitor (trifluo-
perazine, 30 pM) results in a complete cancellation of the
stimulator effect of P on LHRH release. When sodium chan-
nels were blocked with tetrodotoxin (5 x 1077 M), the stimu-
latory effect of the steroid was completely abolished (10).
These results indicate that the secretor response of LHRH to
P requires priming with estrogens, is Ca’~-dependent, in-
volves the mediation of CaM and a CaM-dependent kinase
system, and may be mediated through a nongenomic process

[n addition to the potential assisting role of P-inducsd
LHRH release on lordosis behavior (31), it is possible that the
direct participation of P on the facilitation of sexual behavior
may be realized through nongenomic mechanisms similar to
those mentioned earlier. Direct membrane recognition of the
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steroid (3) would be followed by modifications of the intracs
lular Ca’~ metabolism madiated 5y CaM If this is 50, W
suggest that the delayed response to the racilitazing efrect of

could be explained b_\ the participation of a complex proce:
involving: a) coupling of rscognition sites of the steroid ¢
enzymss and/or receptors directly involved in the regulatio
of ionic fluxeS' and b) the subsequent modification of intrace
lular Ca"-dependent processes. One of these processes ma
be the Ca’~-CaM-dependent phosphorylation of the neurocy
toskeleton protein tubulin.

In excitable tissuss, changes in the intracellular Ca*~ con
centration, frequently accompanied by changes in cyclic nucle
otides, provide an important mechanism for nerve transmis
sion and signal transduction (3). Among the systems that ar
Ca’~-dependent, those mediated by calmodulin appear to b
particularly important in neuronal function (21). Blockade ¢
axoplasmic transport by the intracranial infusion of colchicin:
disrupts both estrogenic induction and maintenance of lor
dotic responsiveness (16,43). It is thus possible to propos:
that, similarly to the mechanism of action of colchicine, inhib
itors of the Ca’~-CaM system disrupt lordotic responsivenes:
by interfering with cytoskeletal functions, including Ca®~-
CaM-regulated neurotransmitter turnover and release (7,40
47,49y, cytoeskeletal dynamics (46,29), synaptic vesicle func
tion (including exocytosis), and synaptic protein phosphoryla
tion (34). The Ca*"-CaM system may also interfere, at l2as
partially, with the fast axoplasmic transport of substance:
from the medial hypothalamus to the dorsal midbrain, a pro-
cess that has been proposed to be important for estrogenic
action on lordosis (16). Also, inhibition of CaM-dependent
protein kinase I blocks the induction of long-term potentia-
tion of synaptic transmission (30,45), and the Ca’ -CaM-
stimulated ¢cGMP phosphodiesterase plays an important role
in the regulation of nitric oxide/cGMP-mediated excitatory
signal transduction (50).

Although the results presented here may support the hy-
pothesis that the activity of P on the facilitation of rodent
sexual behavior may be realized through nongenomic mecha-
nisms, it has been shown that CaM has some important ge-
netic activities (29,38). Of these, the most crucial is the inhibi-
tion of protein synthesis produced by phosphorylation of
elongation factor 2, a process that is catalyzed by the CaMt-
dependent protein kinase Il (33). This CaM-related activity
must be carefully considered as an important way of regulai-
ing protein synthesis, particularly in CaM-rich brain tissues,
and therefore, as supporting the possibility that anticalmo-
dulin drugs act by interfering with the genomic protein synthe-
sis-stimulating properties of the steroid hormones.

In summary, our results suggest that modifications to the
function of the Ca’~-CaM system may have important effects
on the sexual behavior facilitatory activity of P on estrogen-
primed rats.
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Inhibidores del sistema calcio-Calmodulina y
diferenciacién sexual hipotalamica en la rata.

inecologia
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Pardmetros bioquimicos

ENRIQUE CANCHO[A-MART]'NEZ, ** MARCELA VERGARA-ONOFREY,
MARCO ATONIO RODRIGUEZ-MEDINA * GLORIA MERCADO-SANCHEZ, *

RESUMEN
Se estudi6 el efecto de la administracién perinatal de algunos farmacos psicotrépicos (haloperidol,

_penfluridol, trifluoperazina, pimocida y verapamil) sobre algunos pardmetros morfologicos y

bioquimicos del hipotdlamo, en ratas machos y en hembras androgenizadas por la administracién de
propionato de testosterona a las 72 horas de vida extrauterina. El verapamil indujo el crecimiento
hipotalamico tanto en machos como en hembras androgenizadas. Todos los farmacos disminuyeron
el peso testicular, siendo mas eficaces el haloperidol (1.50+0.49 g) y la pimocida (2.0030.11 g). En Ias
hembras neonatas, la testosterona disminuyé el desarrollo ovarico (46. 3 4.5 vs 23.132.7 mg). El
haloperidol y la pimocida revirtieron parcialmente dicho efecto mientras que el verapamil fue
ineficaz. Las concentraciones de proteinas, DNA y RNA fueron mayores en el hipotalamo de la
hembra adulta, tanto normal como tratada, que en el macho (fig. ). La testosterona disminuy6 las
concentraciones de las tres macromoléculas al nivel encontrado en los machos; todos los farmacos
utilizados revirtieron este efecto. En los machos, todos los tratamientos mostraron tendencia a elevar
la concentracion de proteinas, DNA y RNA a los niveles encontrados en la hembrm adulta; la
trifluoperazina, el verapamil y el penfluridol fueron los mas eficaces, la pimocida sélo elevé las
proteinas y el haloperidol Gnicamente elevé el DNA.

(Canchola M, E y col.: Inhibidores del sistema calciocalmodulina y diferenciacion sexual hipotaldmica
en la rata. Pardmetros bioquimicos. Ginec Obst Mex 1997; 65:508).

Summary :

The systemic action of certain psycotropic drugs (haloperidol, penfluridol, trifluoperazine
pimozide and verapamil) inhibitors of calcium-calmodulin-system, some biochemical and
morphological parameters during the sexual differentiation of hypothalamus in neonatal (72
hours) male and androgenized female rats were studied. The hypothalamic weight in normal
adult rats of both sexes not changed (39.7 + 3.79 vs 40.57 + 7.60 mg); however, verapamil
increased the hypothalamic weight (tabe II), haloperidol and pimoxide were the most effective
{1.50 £ 0.49 g and 2.00 % 0.11 g respectively). The testosterone adminestered to newborn
females decreased the ovary development (46.3 £4.5 mg. vs 23.1+ 2.7 mg), the haloperidol and
pimoxide partially reverted this effect.
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Vhile verapamil vas ineffective (table II). The proteins, DNA and RNA concentrations were
greater in the hypothalamus of the adult female rat, both normal and under all tretament, that
in the male (fig. I). The testosterone decreased the concentrations of all the macromolecules at the
levels found in the adult males (fig. 1); all psycotropic compounds reverted this effect. In the males
(fig. 2) all treatments increased the concentrations of the proteins, DNA and RNA to the levels
found in the adult female rat; trifluoperazine, verapamil and penfluridol were most effective. The
pimozide increased only proteins and haloperidol increased only DNA.

(CancholaM.Ey col: Inhibitors of calcium-calmoduline systen and hypothalamic sexual diferentration.
Biochemical parameters. Ginec Obst Mex 1997; 65:508).

Eldesarrollodimérficode laconductasexual y del patrén
de secrecidn de gonadotrofinas en los roedores es el resul-
tado de la presencia (masculinizacidon) o ausencia
(feminizacidén) de andrdgenos (0 metabolitos de androge-
nos, principalmente estradiol), durante los dltimos dias de
la vida intrauterina y/o los primeros dias después del
nacimiento.’

E! hipotdlamo, una estructura perteneciente al diencéfa-
lo, es el drgano encargado de controlar o regular los
procesos reproductivos antes mencionados.? En relacidn
con esto, se han encontrado en este drgano importantes
diferencias morfoldgicas en relacidn al sexo: tamafio de
algunos nicleos, nimero de neuronas, estructura neuronal,
volumen neuronal, nimero y localizacién de sinapsis.

La importancia del ambiente hormonal para dirigir u
organizar el dimorfismo sexual hipotalimico ha sido de-
mostrada por dos tipos de experimentos: a) la castracién de
ratas machos recién nacidas, «desmasculiniza» o «feminiza»
tanto el patrén de secrecion de gonadotrofinas. como la
conducta sexual del animal adulto; y b) la administracién
deandrdgenos aratas hembras recién nacidas, «masculiniza»
o «desfeminiza» tanto el patrén de secrecidn de
gonadotrofinas como laconducta sexual del animal adulto.

Se ha propuesto que, por lo menos en los roedores, los
andrégenos actian durante ladiferenciacion sexual hipota-
ldmica primero «organizando» vias O sustratos nerviosos
que serdn los responsables del desarrollo neurobioquimico
acorde con la maduracién posterior de una funcién sexual
adecuada y, posteriormente, en el estado adulto «activan-
do» oregulando las vias o sustratos neuronales previamen-
te «organizados», loque hace posible lafuncidnreproductiva
normal.* Segin esta hipdtesis, todos los individuos, sin
importar su sexo genético, seguirdn un proceso de diferen-
ciacién inherentemente femenino, a menos que durante el
periodo perinatal existan, en el ambiente hormonal del
hipotdlamo, concentraciones adecuadas de testosterona o
de otras hormonas derivadas de este andrégeno, fundamen-
talmente estrégenos.’

La «masculinizacién» del hipotdlamo, provocada por la
administracién de testosterona a ratas hembras recién naci-
das, se manifiestaen el estado adulto, por alteracionesen el
ciclo estral, estro persistente, presentacidn de altos niveles
de conducta sexual heterotipica (conducta sexual no acorde
al sexo genético gonadal y somato fenotipico),t asicomo la
presencia de ovarios de menor tamafio, anovulatorios y
polifoliculares.” La inhibicién de la «masculinizacién» del
macho, provocada en ratas machos recién nacidas por
orquidectomia o por la aplicacidn de fdrmacos anti-estro-
génicoscomoel tamoxifeno, se manifiestaenlaedad adulta
por la ausencia de conducta sexual homotipica, masculina,
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y la presentacién de altos indices de conducta sexual
heterotipica, femenina.

En cuanto al sustrato bioquimico mediante el cual los
androgenos regulan la diferenciacién funcional del hipota-
lamo se conoce sélo parcialmente.® La participacién del
sistema calcio-calmodulina (S-Ca2+/Cam), en varios de
los procesos neurobioquimicos y de neurotransmision que
participan, directa o indirectamente, en el proceso de dife-
renciacién sexual hipotaldmica' hace interesante investi-
gar la funcidn que esta molécula puede tener sobre los
componentes bioquimicos del hipotdlamo durante este
importante proceso. EI S-Ca2+/Cam participa.nosdloenla
activacion de algunas enzima importantes para el fenéme-
no de interaccidn receptor/ligando,'! sino en eventos como
la neurosecrecién hormonal,'? sintesis y transmisidn
sindptica,'* acople eléctrico,' transporte de calcio," re-
cambio de receptores postsindpticos.'®

En el presente trabajo presentamos algunos datos que
permiten comprobar la accidn que tiene la utilizacidn de
algunos firmacos psicotrépicos que actian selectivamente
sobre laactividad del S-Ca2+/Cam (haloperidol, penfluridol,
trifluoperazina, verapamil y pimocida),” sobre algunos
pardmetros morfoldgicos y bioquimicos que acompafian a
la diferenciacidn sexual del hipotdlamo en la rata.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron crias de la cepa Wistar, de ambos sexos. Las
madres seleccionadas eran ratas adultas, sanas, multiparas,
mantenidas a lo largo de suembarazo encajas individuales,
bajo condiciones estdndares de bioterio (12 h de luz por 12
h de obscuridad ciclo normal), sanitizacién programada y
alimentadas con agua y purina ad libitum. Para asegurar
cuanto fuera posible la hora del nacimiento y consecuente-
mente la edad al aplicar el tratamiento, ¢l parto de las crias
se registrd (mediante inspeccidn visual) cada hora dentro
de un horario de 6:00 AM a 22:00 PM (los partos registra-
dos fuera de este horario se excluyeron del experimento).
Después del parto, madres y crias fueron transferidas a
nuestro cuarto de observacién, dentro del mismo bioterio
de la Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la
Universidad Auténoma Metropolitana.

A las 24 horas de vida extrauterina las crias fueron
sexadas de acuerdo al criterio de la distancia anogenital
(mayor en los machos por el descenso posterior de los
testiculos). Después de cualquier manipulacidn se frotd a
las crias con un poco de aceite de cdrtamo para ocultar el
olor del sudor de las manos y evitar el rechazo de lacria. A
las 72 horas de vida extrauterina, las crias de ambos sexos
fueron tratadas sistémicamente (administracién subcutd-
nea) de acuerdo al siguiente esquema:
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Experimento 1 (machos)

GrupoI.  Control: solucién salina 30 ml /rata (7 ratas).
Grupo II 150 mg/rata de haloperidol en 30 ml (%10 ratas).
Grupo 1I. 20 mg/rata de pimocida en 40 ml (%10 ratas).
Grupo IV. 190 mg /rata de trifluoperazina en 40 ml
(10 ratas).

37.5 mg/rata de verapamil en [5 ml (10 ratas)
200 mg/rata de penfluridol en 40 ml (10 ratas).

Grupo V.
Grupo VI.

Experimento 2 (hembras)

Grupo 1. Control: aceite de cdrtamo 50 mi (16 ratas).

Grupo II.  Aceite + haloperidol 150 mg en 30 ml /rata
(6 ratas).

Grupo III.  PT30mg/rataen 50 mlaceite mds SOmlsalina
(16 ratas).

Grupo IV.  PT 30 mg/rata en 50 ml aceite mds verapamil
37.5 mg/rata en 15 ml (4 ratas)

Grupo V. PT30mg/rataen 50mlaceite mds Haloperidol
150 mg/rata en 30 m} (4 ratas)
Grupo VI PT 30 mg/rata en 50 ml aceite mds pimocida

20 mg/rata en 50 ml (11 ratas)

La via de administracidn fue subcutdnea para todos los
tratamientos. En el caso de las hembras se administrd el
andrégeno o el aceite (en los casos controles) y, 20 minutos
después, el farmaco con actividad anticalmodulina o la
solucidn fisioldgica. Los sitios de administracién para la
testosterena y la droga fueron diferentes. Para todos los
tratamientos se utilizaron microjeringas.

Los fdrmacos penfluridol, trifluoperazina y pimocida,
fueron generosamente donados por los Laboratorios Janssen
Pharm., de Bélgica. Los otros farmacos con actividad
anticalmodulina, haloperidol y verapamil, fueron adquiri-
dos en su presentacidn comercial como solucién inyectable
y los esteroides de Sigma Chemical Company (Mass,
U.S.A).

Posteriormente a la administracidn del tratamiento elegi-
do, se formaron camadas de ocho crias (ambos sexos),
utilizéndose de ser necesario, crias «forasteras», siempre y
cuando €stas tuviesen el mismo tratamiento. En el estado
adulto (120 dias de edad en los machos y 125 en las
hembras), se estudid la conducta sexual homotipica (con-
ducta sexual mostrada acorde a su sexo genético, gonadal
y somatofenotipico), y heterotipica (conducta sexual mos-
trada no acorde con su sexo genético, gonadal y
somatofenotipico). Posteriormente (135 dias de edad en los
machos y 140 en las hembras) se pesaron los animales y se
les practic6 la gonadectomia bilateral bajo anestesia con
éter, los ovarios y los testiculos fueron pesados por triplica-
do utilizando una balanza con exactitud de 0.1 mg.

Una vez concluidos los estudios de conducta sexual, los
animales fueron sacrificados por dislocacién cervical (pre-
vio registro de su peso corporal) y se procedi6 a disecar el
hipotdlamode acuerdo alatécnicapropuestapor Vangatla.'®
Los hipotdlamos aislados fueron pesados y divididos en
mitades para formarse pozas que fueran sus propios contro-
les, los hipotdlamos fueron homogeneizados utilizando un
homogeneizador Potter-Elvehjem con émbolo de teflén; se
extrajeron proteinas y dcidos nucleicos mediante el método
propuesto por Munro'” y se procedié a cuantificarlos:
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Proteinas,”® DNA (dcido desoximibonucleico).”' y RNA
(dcido ribonucleico).?

RESuLTADOS

Los resultados del presente trabajo pueden agruparse en
dos grandes grupos: anatémicos y bioquimicos. Dentro de
los primeros encontramos ¢l efecto de las drogas adminis-
tradas sobre el peso del hipotdlamo y de las génadas. En la
Tabla [ puede observarse que el peso del hipotdlamo entre
machos (39.7£3.9) y hembras (40.6£7.6) en condiciones
normales no presenta diferencia significativa. Estos datos
estdn completamente de acuerdo con los datos publicados
anteriormente por May y Grenell.™

Se ha descrito que en las ratas de cinco dias de edad el
hipotdlamo de las hembras (17.5 % 2) es notablemente
menorque el de los machos (21.7% 1.6).** Esto quiere decir
que el crecimiento postnatal de este drgano es mayoren las
hembras que en los machos.

También puede observarse que de los tratamientos utili-
zados en el macho, los animales tratados con verapamil
presentaron un hipotdlamo de mayor tamafio que ¢l de los
machos controles. Este resultado parece ser importante
porque el verapamil tuvo un efecto semejante en las hem-
bras tratadas con testosterona (Tabla I)

En el caso del peso testicular (Tabla II), todos los
compuestos disminuyeron significativamente el desarro-
llo testicular, siendo los mas eficaces el haloperidol y Ia
pimocida. En este caso es necesario recalcar que la
pimocida y el verapamil se administraron a una dosis
mucho menor que la utilizada para fos firmacos restantes.
Laaplicacién de testosteronaa las hembras recién nacidas
disminuy6 notablemente el desarrollo ovdrico (de 46.3 +
4.5 a 23.1 £ 2.7 mg) (tabla II). Haloperido! y pimocida
fueron capaces de revertir parcialmente esta accion de la
testosterona, mientras que el verapamil fue ineficaz desde
este punto de vista (tabla II). Cabe mencionar que la
aplicacidn de haloperidol solo, sin testosterona, indujo un
pequefio, pero significativo, retardo en el crecimiento
ovdrico. <

En cuanto a las determinaciones bioquimicas, la figura
| muesira que las concentraciones de las tres macromolé-
culas estudiadas, proteinas, DNA y RNA, son mayoresen
el hipotdlamo de Ia hembra adulta, tanto en condiciones
normales como bajo todos los tratamientos estudiados. La
concentracion de estas tres macromoléculas en el hipotd-
lamo de las hembras adultas fue disminuida significativa-
mente, llegando a ser semejante al nivel encontradoen los
machos normales, por el tratamiento con testosterona
(Figura 1)

El tratamiento con los inhibidores del S-Ca2+/Cam fue
capaz, en la mayoria de 10s casos, de revertir este efecto
inhibitorio de la testosterona, siendo en todos los casos el
verapamil el mds eficaz y la pimocida la que presenté el
menor efecto.

Enlos machos (Figura?2), el tratamiento con los firmacos
mostrd tendencia a elevar la concentracién de proteinas,
DNAy RNA alos nivelesencontrados en la hembra adulia.
En ¢l caso de los machos, las drogas mds eficaces fueron la
trifluoperazina, el verapamil y el penfluoridol, mientras
que la pimocida sélo fue eficaz en el caso de la concentra-
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Tabla }

EFECTO DE LA ADMINISTRACION NEONATAL DE FARMACOS INHIBIDORES DEL S_CA2+/
CAM SOBRE EL PESQO DEL HIPOTALAMO DE RATAS ADULTAS

n TRATAMIENTO Peso hipotaldmico (mg)
Machos 7 Salina 397+ 402
10 Haloperidol 40.1£ 9.3
11 Penfluridol 423 +9.5°
10 Pimocida 429 £ 7.2
10 Triflucperazina 445 £ 9.6%°
10 Verapamil 516 £886°
Hembras 16 A 40.6 + 4.602
16 PT 409 £ 54a
11 PT + Pimocida 371+ 6.3
4 A + Haloperidol 438+ 6.1°
& PT + Haloperidal 478+ 2.4°
4 PT + Verapamil 43.0 £ 1.8°

PT = Propionato de testosterona
A = Aceite

Los datos indican el promedio (la desviacidn estandar). Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre los datos del mismo grupo. Anova méas prueba de Tukey

Tabla H

EFECTO DE LA ADMINISTRACION NEONATAL DE FARMACOS
INHIBIDORES DEL S_CA2+/CAM SOBRE EL PESO GONADAL

n Tratamientcs Peso gonadal (mg)
Machos 7 Salina 2.0%01

10 Haloperidol 1.5+05

10 Pimocica 186+£02

10 Triftuoperazina 1.7+ 0.1

11 Penfluridol 1.8+ 01

10 Verapamil 1.8+ 02
Hembras 18 PT 23.1%£27 -

4 PT+ Verapamil 250z 22

8 PT+ Haloperidoal 296+ 1.1

11 PT+ Pimocida 30971

4 A + Haloperidol 412+28 °

18 A 46.3+ 45

' PT = Propionato de testosterona
A = Aceite

Los datos indican el promedio t la desviacion estandar

cién de proteinas y el haloperidol sélo en el caso de la
concentracién de DNA.

COMENTARIO

Nuestros resultados estdn de acuerdo con el creciente
numero de observaciones que indican la presencia de
diferencias sexuales en la morfologia del sistema nervioso
central.” Estas diferencias son sobre todo notables en algu-
nas estructuras hipotaldmicas.? Este fendmeno, que com-
prende fundamentalmente el drea anterior del hipotdlamo y
el drea predptica, ha dado lugar al concepto de dimorfismo
sexual hipotalamico. De particular importancia para noso-

VOLUMEN 63, DiciemsRre 1997

TN AN WA . W1

rros son los resultados de cariometria realizados en algunas
regiones del hipotdlamo™ demostrando que los nicleos de
las neuronas presentes en la regién medial del drea predtica
y en el ndcleo ventromedial del hipotdlamo son significati-
vamente mds grandes en las hembras que en los machos. Las
ratas machos castradas durante el primer dia de vida
extrauterina demostraron aumento en el volumen nuclear de
las neuronas de estas regiones, de manera que alcanzan un
tamafio semejante al de las ratas hembras. Por el contrario,
las ratas hembras inyectadas con testosterona durante los
primeros dias de vida mostraron nticleos celulares de tamanio
menor, semejante ai de los machos. Estos resultados se
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Figura 1. Cambios de los parametros bioquimicos, proteinas, DNA y RNA. Se prasentan las diferencias porcentuales
entre los valores encontrados en las hembras tratadas vy el valor promedio obtenido en los machos normales, que esta
indicado en la parte superior de cada grafica. Se indican los tratamientos utilizados. La barras claras indican que los
valores encontrados no son significativamente diferentes det valor encontrado en los machos normales. Las barras
oscuras, significativamente diferentes de los valores del macho normal, indican que el tratamiento utilizado fue capaz de

innibir el efecto de la aplicacion exdgena de Propionato de Testosterona.

relacionan con la presencia de una cantidad significativa-
mente mayor de DNA en el hipotdlamo de las ratas hembras.
Diferencia que es anulada por la inyeccidn de testosterona
(Figura 1).

Es particularmente importante resaltar que en los traba-
jos mencionados anteriormente se estableci6 la existencia
de una correlacién positiva entre el volumen nuclear de las
neuronas de estos centros hipotaldmicos y la frecuencia de
presentacidn de conducta sexual de tipo femenino, lo cual
puede también relacionarse con la actividad que algunos de
los fdrmacos utilizados en el presente trabajo tuvieron
sobre el desarrollo de laconducta sexual'® y su efecto sobre
la concentracidn de DNA del hipotdlamo (Figuras 1 y 2).

Se ha descrito que las lesiones del septum en la rata son
seguidas por un crecimiento acelerado de axones simpdticos
que van a inervar el hipocampo.”” Este crecimiento post-
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lesidn es significativamente mds rdpido en las hembras que
en los machos. Las observaciones cuantitativas de Raisman
y Field™ demostraron que el nimero de sinapsis en ¢l drea
predpticaes cercade dos veces mayoren las hembras que en
los machos. La gonadectomia del macho, o 1a inyeccidn de
testosteronaa la hembra, en el periodo neonatal. son capaces
de invertir estas conductas de crecimiento neuronal.” Estos
resultados reflejan, posiblemente, la mayor capacidad de
sintesis de RNA y proteinas que poseen las hembras adultas
(Figura I), diferencia que es abolida por ¢l tratamiento con
testosterona del animal recién nacido. Las figuras 1 y 2,
indican que prdcticamente todos los fdrmacos inhibidores
del S-Ca2+/Cam utilizados. son capaces de interferir con la
actividad reguladorade ladiferenciacidn sexual hipotaldmica
de la testosterona en el animal recién nacido.
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