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RESUMEN

El tratamiento neonatal con clomipramina (CLI) en ratas ha sido considerado como un
modelo de depresion, que en la edad adulta produce alteraciones que se asemejan a signos de
la depresion enddgena en humanos. Estas alteraciones se atribuyen a deficiencias en sistemas de
neurotransmision tales como; el sistema noradrenérgico y el sistema serotoninérgico provocadas
por el tratamiento en etapas criticas del desarrollo. Dentro de las alteraciones en el sistema
serotoninérgico encontramos niveles disminuidos de serotonina (5-HT) en &reas limbicas, un
incremento de la conducta de inmovilidad acompafiado de disminucion del nado en la prueba de
nado Forzado (PNF) y un incremento en la tasa de disparo neuronal en el nucleo del rafé dorsal,
indicando una posible alteraciéon en la funcion del receptor 5-HTa (receptor que inhibe el
disparo neuronal, la sintesis y la liberacién de 5-HT), que se encuentra sobre expresado en
pacientes deprimidos victimas de suicidio y en algunos modelos de depresion, y constituye un
importante blanco de farmacos antidepresivos. Otra de las alteraciones observadas en ratas
tratadas neonatalmente con CLI es un deterioro de la conducta sexual masculina (CSM), cuyo
despliegue es controlado por hormonas como la testosterona, que se metaboliza a
dihidrotestosterona (DHT) y el 17-B estradiol (E,), esta ultima es la responsable de los efectos
centrales de la testosterona sobre la copula, asi como de regular multiples procesos fisioldgicos
tanto en el estado de animo como en la depresion. El interés del presente trabajo fue analizar el
papel del receptor 5-HT.» y del E, en las alteraciones conductuales que presentan las ratas
tratadas neonatalmente con CLI. Para lo cual se utilizaron ratas Wistar que fueron inyectadas
con CLI o solucion salina en la etapa neonatal (8-21 dias de edad). Tres meses después se
dividieron en grupos para realizar los siguientes objetivos; 1) Evaluacién de la funcionalidad del
receptor 5-HT;o por medio de la administracion del agonista 8-hydroxy-2-(di-n-
propylamino)tertralina (8-OH-DPAT) en la Prueba de Nado Forzado (PNF), 2) Andlisis del
efecto del tratamiento con CLI sobre la expresion de receptor 5-HT.n y 3) Efecto de la
administracion de E, y DHT sobre la CSM alterada en ratas tratadas neonatalmente con CLI.
Los resultados muestran que el tratamiento neonatal con CLI afecta el despliegue conductual en
la PNF, incrementando la inmovilidad y disminuyendo la conducta de nado. Por otro lado, la
administracion de 8-OH-DPAT disminuye la inmovilidad incrementando el nado a niveles
similares a los observados en el control evidenciando que no existen alteraciones funcionales en
el receptor 5-HT 4. El analisis de la expresion de este receptor muestra que el tratamiento
neonatal con CLI disminuye los niveles del ARNm para el receptor 5-HT ;4 en el nicleo del rafé
y que por el contrario lo incrementa en hipotdlamo e hipocampo alterando la sintesis y
liberacion de 5-HT en diferentes areas cerebrales. Por Gltimo, corroboramos que el tratamiento
neonatal con CLI afecta negativamente la CSM disminuyendo la frecuencia de eyaculacion e
incrementando las latencias de monta, intromision y eyaculacion, ademas de disminuir los
porcentajes de individuos que intromiten y eyaculan. Dichas alteraciones se revierten con la
administracion de E, exdgeno en combinacion con DHT, abriendo la posibilidad de que la
sintesis o0 la respuesta a estas hormonas se pueda ver alterada por el tratamiento neonatal con
CLI. Nuestros resultados sugieren que el tratamiento neonatal afecta diferentes componentes del
sistema serotoninérgico y asi mismo afecta la accion de hormonas sexuales como E, sobre
conductas como la CSM.
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1. INTRODUCCION

Se suelen denominar trastornos afectivos a los problemas relacionados con el
estado de animo. La depresion es un trastorno afectivo que se ha convertido en los
ultimos afios en uno de los mas relevantes dentro de las enfermedades mentales y en un
grave problema de salud publica debido tanto a su alta prevalencia como a la
incapacidad que produce. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2006) ha
previsto que para el afio 2020 se convertira en la primera causa de discapacidad laboral
en paises industrializados y la segunda a nivel mundial, s6lo detras de las enfermedades
isquémicas (infartos, insuficiencia coronaria, etc.). Este padecimiento en casos severos y
sin una terapia adecuada tiende a hacerse recurrente y a causar discapacidad que se
acentta con el tiempo y puede poner en riesgo la vida de los afectados, ya que se ha
estimado que cerca del 70% de los suicidios a nivel mundial estan relacionados con
episodios depresivos mayores no tratados (OMS, 2006). De modo que la depresion se
encuentra entre las diez primeras causas de mortalidad y morbilidad en el mundo
(Mathers, et al., 2004).

En México, las estadisticas de este padecimiento en el afio 2005 mostraron que
alrededor del 8% de la poblacion general padece depresion, con importantes diferencias
entre géneros: 5.8% en las mujeres y 2.5% en hombres, ademas de que este porcentaje
se incrementa en relacion con la edad (Bello, et al., 2005).

Por mucho tiempo se crey6 que la depresidn no existia en nifios, pero estudios
recientes sugieren que la edad de inicio para el trastorno depresivo y la aparicion del
primer episodio de depresién mayor esta disminuyendo (Sandanger, et al., 1999; Mazza,
et al. 2009). Se estima una prevalencia del 2% entre los 9 y 17 afios (Benjet, et al.
2004). De acuerdo con la Encuesta Nacional de Exclusidn, Intolerancia y Violencia, el
54.6% de los estudiantes de nivel bachillerato en México reporta haber presentado
sintomas depresivos tales como: disminucion del apetito, tristeza, o sentimientos de
culpa y minusvalia; y un 8.8% de estos jovenes dice haber intentado quitarse la vida
(SEP, 2008).

Desafortunadamente, y a pesar de la gravedad de los datos sélo una tercera parte
de los individuos con depresion reciben tratamiento adecuado debido no solo a la falta

de reconocimiento clinico, sino también a que los individuos suelen concebirla como un

B.E. Ofelia Limdn Morales Pagina 11



UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Posgrado en Biologia Experimental

defecto de caracter que puede ser superada unicamente con esfuerzo y al mismo tiempo

es causa de verglenza que debe ocultarse (Stahl, 2002).

1.1. ANTECEDENTES

En la actualidad se considera que el término depresion mayor se atribuye a diversos
estados patoldgicos con un curso temporal y una respuesta variable a los tratamientos
antidepresivos, que en realidad, constituyen un “sindrome depresivo” mas que una
enfermedad. Sus principales manifestaciones se expresan en el plano psicologico,
aunque involucra alteraciones neuroquimicas y en los sistemas neuroendocrino e
inmunoldgico. Actualmente se piensa que este sindrome se origina de la interaccién
compleja entre una predisposicion genética y factores ambientales que producen
cambios significativos en la actividad del Sistema Nervioso Central (SNC) (Mc Laren,
2004; Mathers, et al., 2004; Tsankova, et al., 2007). Asi, se ha considerado a la
depresion como un trastorno bioldgico y al mismo tiempo una respuesta al estrés
psicosocial que incapacita al individuo para afrontar dicha situacion. Clinicamente se
pueden considerar dos formas basicas de depresién: la depresion reactiva o exdgena que
se produce por eventos de la vida externa que afectan el estado de &nimo del individuo,
como la perdida de algin familiar, desempleo, enfermedades invalidantes, etc.; y la
depresién enddgena o mayor, la cual se presenta sin que exista causa externa aparente y
que persiste mas alla de un periodo justificado de tiempo, este tipo de depresion es
generada por cambios bioquimicos en el SNC y el curso de este es usualmente
autonomo, es decir; mantiene independencia de estimulos externos en el inicio y
mantenimiento del desorden y se cree que se encuentra relacionado con cierta
predisposicion genética (DSM_IV_TR, 2003).

De acuerdo con la Asociacion Americana de Psiquiatria, un episodio depresivo
mayor debe tener, una duracion de por lo menos dos semanas, durante las cuales se
presentan dos sintomas principales: tristeza (talante disforico) e incapacidad para
experimentar placer o pérdida de interés en casi todas las actividades (anhedonia)
(DSM-IV-TR, 2003; Berton y Nestler, 2006).

Para que un paciente pueda ser diagnosticado con depresidn se requiere que
presente los dos sintomas principales o solo uno de ellos acompafiado de al menos
cuatro sintomas secundarios entre los que se incluyen cambios en el apetito, alteraciones

del suefio (insomnio 0 exceso de suefio) y alteraciones de la actividad psicomotora
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(agitacion o aletargamiento), falta de energia, sentimiento de culpa, dificultad de pensar,
de concentrarse 0 para tomar decisiones, pensamientos o ideaciones de muerte, planes o
intentos suicidas, asi como una reduccion del deseo sexual y; alteraciones en diferentes
ritmos circadianos (secrecion de cortisol, temperatura corporal, etc) (Bunney y Bunney,
2000; Gouin, et al., 2010).

1.1.1. Neuroquimica de la Depresion

El conocimiento de los diferentes neurotransmisores y neurohormonas ha
permitido formular varias hipotesis acerca del origen de diversas psicopatologias, entre
ellas la depresion, estableciendo la posible relacidn entre estados afectivos y patologias
neuroendocrinas. Diferentes evidencias experimentales vinculan la hipofuncion de vias
neuronales especialmente de las aminas biogénicas centrales como: noradrenalina (NA)
y serotonina (5-HT) con la patogénesis de los trastornos afectivos, ya que estas
participan tanto en la expresion como en la regulacion de varias de las conductas que
acompafian a este tipo de padecimientos. Mientras que por otra parte, la mayoria de los
tratamientos farmacoldgicos van dirigidos a modificar la funcion de estos sistemas (Van
de Kar, 1989; Manji, et al.2001).

Hipotesis Monoaminérgica.

Una de las primeras hipotesis en ser formuladas y una de las mas aceptadas en la
actualidad, es la hip6tesis monoaminérgica postulada durante los afios 60. Schildkraut y
cols. (1965), sugirieron que la depresion era debida a una deficiencia en la transmisién
de monoaminas, principalmente NA y 5-HT. Esta idea se apoyaba en la evidencia de
que ciertos farmacos que reducian la cantidad de estos neurotransmisores podian inducir
depresion, la primera observacién a este respecto fue que la reserpina, farmaco utilizado
para el tratamiento de la hipertension, el cual precipitaba el sindrome depresivo en
algunos pacientes. Aunado a esto se demostré6 que la reserpina podia inhibir la
formacion de vesiculas de almacenamiento de monoaminas, haciendo que tanto NA
como 5-HT no pudiesen ser almacenadas para su liberacion en la hendidura sinaptica,
sino que se mantuvieran en el citoplasma donde podian ser degradados por la
monoaminoxidasa (MAOQ), dando como resultado una disminucion de los niveles 5-HT
y NA (Kandel y Schwartz, 1991).
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Otra evidencia importante es que compuestos triciclicos, los cuales bloquean la
recaptura de monoaminas, e inhibidores de la MAO, que disminuyen la degradacion de
NA y 5-HT, pueden mejorar el estado de animo depresivo (Akiskal, 1995; Kandel y
Schwartz, 1991).

Asi también estudios que determinaron la cantidad de monoaminas Yy de sus
metabolitos, revelaron que los pacientes depresivos victimas de suicidio mostraron
concentraciones bajas de 5-HT en el tallo cerebral y el ndcleo del rafé. En el caso de sus
metabolitos, se ha observado que hay niveles bajos de acido 5-hidroxiindolacético
principal metabolito de la 5-HT en pacientes con historia de depresion (Meltzer y
Martin, 1987; Jans, et al., 2006).

En resumen, esta hipotesis plantea que los niveles normales de
neurotransmisores monoaminérgicos, se puede ver de algin modo disminuido, quiza
por un proceso patolégico desconocido, por estrés o por farmacos, lo que puede
conducir a sintomas de depresion y los farmacos que pueden incrementar sus niveles

mejoran la sintomatologia de estos padecimientos (Stahl, 2002; Jans, et al., 2006).

1.1.2 Neuroanatomia de la Depresion

El sistema limbico es un sistema formado por varias estructuras cerebrales que
se encarga de regular las correspondientes respuestas fisiologicas ante estimulos
emocionales. Esta relacionado con la memoria, la atencion, la conducta sexual, las
emociones (por ejemplo placer, miedo, agresion), etc. El sistema limbico interacciona
con el sistema enddcrino y el sistema nervioso autonomo. Esta formado por el tdlamo,
hipotdlamo, hipocampo, amigdala cerebral, cuerpo calloso, séptum y mesencéfalo, las
cuales reciben inervaciones de diferentes sistemas de neurotransmision que se han
vinculado con la etiologia del trastorno depresivo como son: serotonina, noradrenalina
y dopamina (MacQueen, et al., 2003).

La depresion provoca en cambios funcionales en la neuroanatomia del cerebro.
Asi, dafios en areas especificas del cerebro como: I6bulo temporal e hipotalamo pueden
resultar en episodios depresivos severos. Existen multiples evidencias de que subsisten
anormalidades estructurales en el circuito limbico-talamo-cortical en pacientes con
depresion unipolar (MacQueen, et al., 2003) algunas de las cuales se revisaran a

continuacion.
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Nucleo del Rafé

Los cuerpos celulares de las neuronas serotoninérgicas se encuentran en nueve
conglomerados, la mayoria de ellos localizados en los nucleos del rafé del mesencéfalo,
protuberancia y bulbo raquideo. Los dos grupos mas importantes se encuentran en los
nacleos del rafé dorsal y medial, las proyecciones de las neuronas serotoninérgicas en
estos nucleos constituyen uno de los sistemas anatomicos y funcionales méas complejos
y extensos del cerebro de los mamiferos y su principal funcién es la de liberar 5-HT al
sistema nervioso central, enviando sus proyecciones al tdlamo, hipotalamo (ndcleo
supraquiasmatico, ventromedial e hipotalamo posterior, area predptica media; APOm),
hipocampo, corteza cerebral y bulbo olfatorio, por mencionar algunas (Jacobs y
Azmitia, 1992; Carlson, 2004). En el SNC de los mamiferos la 5-HT se encuentra
implicada en la regulacién de la temperatura corporal, regulacion del dolor, control del
vomito, ciclo suefio-vigilia, regulacion del apetito, conducta sexual y secrecion de
hormonas (por ejemplo la secrecion de hormona liberadora de corticotropina, CRH) y
procesos de memoria y aprendizaje (Contreras, et al., 2002). Ademas su actividad esta
regulada por diferentes sistemas de neurotransmision, por lo que expresa receptores para
noradrenalina (al), dopamina (D2), GABA (GABAA Yy GABAg) ademéas de estos
presenta retroalimentacion negativa del propio sistema serotoninérgico, por lo que el
nucleo del rafé expresa los receptores 5-HT1a y 5-HT1g1p. La amplia distribucion del
sistema serotoninérgico lo implica en numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos
dentro y fuera del SNC (Jacobs y Azmitia, 1992). Tanto el trastorno depresivo mayor
como el comportamiento suicida se asocian con un déficit en la neurotransmisién
serotoninérgica. Pacientes depresivos victimas de suicidio presentan una disminucién en
la concentracién 5-HT en el tallo cerebral y el nucleo del rafé, ademas de una
disminucion en los niveles de acido 5-hidroxiindolacético principal metabolito de la 5-
HT en pacientes con historia de depresion (Meltzer y Martin, 1987; Jans, et al 2006).
Ademas en tejido cerebral posmortem de pacientes deprimidos, se han observado
alteraciones en receptores presinapticos y postsindpticos en corteza y tallo cerebral,
incrementando los sitios de unién para el receptor 5-HT14 (Welner, et al., 1989; Fanelli
y McMonagle-Strucko, 1992; Sibug, et al., 1998; Le Poul, et al., 2000; Berney, et al.,
2008) y 5-HT>,a (Underwood, et al., 1999) asi como, una reduccion del transportador de

monoaminas en corteza prefrontal (Arango, et al., 1990). Aunado a estas alteraciones
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del sistema serotoninérgico, se ha reportado que victimas de suicidio presentan un
incremento del 35% en la densidad y nimero de neuronas en el nicleo del rafé dorsal
sugiriendo que este incremento se acompafia de una disminucion en su capacidad
funcional (Underwood, et al., 1999). Al respecto Underwood y cols. (1999) proponen
que quizéas estos cambios sean provocados por alteraciones en el neurodesarrollo en el
que los mecanismos apoptdticos normales no ocurren, asi una reducida funcién
serotoninérgica 0 una inervacion de neuronas incompleta llevaria a cambios
compensatorios como por ejemplo; una reducida tasa de muerte celular. Por otro lado,
estudios realizados de forma paralela no muestran cambios morfoldgicos o variacion en
el nimero de neuronas (Stockmeier, et al., 1998). Sin embargo, faltan mas estudios

sobre cambios morfométricos en el ndcleo del rafé de pacientes depresivos.

Hipotalamo

El hipotadlamo se localiza en la base del encéfalo, debajo del tdlamo, formando
parte del diencéfalo. Tiene el control sobre el sistema nervioso neurovegetativo y el
sistema endocrino, y organiza conductas relacionadas con la supervivencia de la especie
(por ejemplo lucha, ingesta, huida y apareamiento), ademas de estas también regula
procesos fisioldégicos como; ritmos circadianos, ingesta de agua, temperatura y presion
arterial (Carlson, 2004; Hernandez-Gonzalez y Prieto-Beracoechea, 2002). Como parte
del sistema limbico el hipotdlamo se encarga de la expresion conductual de las
emociones (Bear, et al., 2008). Se encuentra inervado por diferentes sistemas de
neurotransmision entre ellos el serotoninérgico, por lo que en el hipotdlamo se expresan
diferentes receptores como son 5-HTig, 5-HTa, 5-HT7 y 5-HT;a este Ultimo se puede
encontrar en el hipotalamo en altas concentraciones (Jacobs y Azmitia, 1992). Algunas
de las cuales se encuentran alteradas en la depresién manifestindose en sintomas
depresivos como cambios en el apetito, alteraciones del suefio y disminucion de la
libido.

El hipotalamo libera al menos nueve hormonas que actian como inhibidoras o
estimulantes de la secrecion de otras hormonas en la adenohipdfisis por lo que se le ha
denominado “la glandula maestra” (Carlson, 2004), entre ellas la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) que estimula la liberacion de la hormona corticotréfica (ACTH)

en la hipdfisis y esta a su vez promueve la liberacion de corticosteroides en la glandula
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adrenal, constituyendo al eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal (HHA), el cual se activa de
forma circadiana 'y respuesta al estrés.

El estrés psicolégico tiene un rol importante en el desencadenamiento y
evolucion de los trastornos mentales, ya que se sabe que pacientes con depresién mayor
presentan una desregulacion del eje HHA (Trucco, 2002; Robinson, et al., 2009).
Actualmente existe evidencia clinica, epidemioldgica y experimental de que el estrés en
etapas tempranas del desarrollo, en conjunto con factores de predisposicion genética,
contribuye a generar una vulnerabilidad de largo plazo a sufrir episodios depresivos
(Trucco, 2002). La CRH es liberada del hipotalamo en respuesta a la percepcion de
estrés por las regiones corticales del cerebro. En respuesta ante el estrés agudo la CRH
actuaria mediando la respuesta endocrina a través del eje HHA. El hipocampo ejerce
una influencia inhibitoria sobre las neuronas hipotalamicas que contienen CRH
(Jacobson y Sapolsky, 1991), en el estrés cronico esta retroalimentacion negativa se
interrumpe dando como resultado respuestas mal adaptativas en el eje HHA, que
incluyen una sobreactivacion que se expresa en una hipersecrecién de CRH vy cortisol
(Robinson, et al., 2009).

Estudios postmortem de pacientes deprimidos revelan algunos cambios
morfométricos celulares en el hipotdlamo en relacién a trastorno depresivo, asi Purba y
cols. 1996 reportan que el nimero de neuronas inmunoreactivas para vasopresina se
incrementan en un 56%, mientras que las células inmunoreactivas para oxitocina
presentan un 23% de incremento, esto en el nucleo paraventricular. Aunado a ello se
presenta un incremento en el nimero de neuronas que expresan CRH en este nucleo

hipotalamico (Raadsheer, et al., 1994).

Hipocampo

El hipocampo es una de las regiones centrales del sistema limbico. Forma parte
del prosencéfalo, ubicado en el I6bulo medial temporal y juega un papel primordial en
las funciones ejecutivas (procesos que asocian ideas, movimientos y acciones simples y
los orientan a la resolucion de conductas complejas). Entre ellas, la transformacion de
la memoria a corto plazo en memoria a largo plazo (Meisenzahl, et al., 2010). Recibe
informacién de los sistemas colinérgico, GABAérgico, dopaminérgico, noradrenérgico

y serotoninérgico. El hipocampo recibe densas inervaciones serotoninérgicas y junto
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con otras areas del sistema limbico contiene altas densidades de receptor 5-HTa,
especialmente en el giro dentado y region CA3. Asi como, altas densidades de los
receptores 5-HT,a y 5-HT7 (Yau, et al., 1999).

El hipocampo se encuentra relacionado con los déficits de memoria y de la
regulacién emocional que se presentan en la depresion. Numerosos estudios de
neuroimagen funcional muestran que hay una reduccion del volumen hipocampal a
partir de la aparicion del primer episodio depresivo mayor (Sheline, et al., 1999;
MacQueen, et al., 2003) disminucion que se mantiene en pacientes con historia de
depresion. Asi también se presenta una marcada asimetria en el volumen hipocampal
(MacQueen, et al., 2003). Esto se ve reflejado en una disminucion de la memoria verbal
de pacientes con episodios depresivos recurrentes (Sheline, et al., 1999). Por otro lado
se ha demostrado que la depresion provoca atrofia neuronal y reorganizacién dendritica
en el hipocampo (Cook y Wellman, 2004; Czeth, et al., 2007). Consistente con estos
datos el tratamiento crénico con antidepresivos induce vias de sefalizacion
neurotréficas y neurogénesis en el giro dentado del hipocampo, dicha neurogénesis
hipocampal es necesaria para provocar lo efectos conductuales de farmacos
antidepresivos (Malberg y Schechter, 2005).

Ademas, el hipocampo constituye un punto de retroalimentacién negativo
importante para el eje-hipotalamo-hipofisis-adrenales, y se ha reportado que el estrés
puede tener importantes efectos neurotdxicos sobre el hipocampo, con pérdida neuronal
y menor neurogeénesis (la que se ha comprobado que persiste a lo largo de la vida en
diversas especies de mamiferos). Los consecuentes deficits cognitivos, particularmente
de ciertas formas de memoria, son frecuentes en pacientes depresivos (Jacobson y
Sapolsky, 1991; Trucco, 2002). Aunado a ello, se han reportado diversas anormalidades
en la expresion de receptores serotoninérgicos en esta area, por ejemplo; estudios
posmortem de pacientes deprimidos han mostrado que existe una disminucién en la
expresion del ARNm para el receptor 5-HT1a en hipocampo (Lépez-Figueroa. et al.,
2004) En las ratas Flinders se ha reportado que existe una disminucion de la expresion

de la proteina para dicho receptor en giro dentado del hipocampo (Wang, et al., 2009).
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1.2. Sistema Serotoninérgico

La serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) es una indolamina que originalmente
fue descubierta en la sangre y el tracto gastrointestinal como una sustancia capaz de
producir vasoconstriccion y en general de afectar el tono muscular. Este
neurotransmisor se encuentra distribuido ampliamente en 6rganos como los pulmones,
la piel, el higado y el SNC (Feldman, et al., 1997).

En el SNC las neuronas serotoninérgicas se concentran en la parte media del
tallo cerebral, agrupandose en nueve nucleos, que son conocidos como complejo
nuclear del rafé. Estos nucleos envian proyecciones a practicamente todo el sistema
nervioso (ganglios basales, hipotdlamo, tdlamo, hipocampo, sistema limbico, corteza
cerebral, cerebelo y medula espinal). A través de estas proyecciones, la 5-HT puede
participar en el control de procesos como el ciclo suefio-vigilia, el estado de animo, las
emociones, el control de la temperatura, la ingesta de alimento y la conducta sexual
(Brailowsky, 1995; Bear, et al., 2008).

Su sintesis depende del aporte del aminoacido triptéfano proveniente de la dieta,
el cual sirve como precursor para la 5-HT (Brailowsky, 1995; Stahl, 2002; Bear, et al.,
2008). Posteriormente el triptéfano es transportado al interior de las neuronas
serotoninérgicas donde es hidroxilado para formar 5-hidroxitriptofano. Esta
hidroxilacion es el paso limitante para la produccion de 5-HT y es catalizada por la
enzima triptéfano hidroxilasa. Por dltimo el 5-hidroxitriptofano sufre una rapida
descarboxilacion por la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (Brailowsky, 1995;
Feldman, et al., 1997; Bear, et al., 2008).

Una vez que la 5-HT ha sido producida, es empaquetada en vesiculas de
almacenamiento y transportada por el axdén hacia la hendidura sindptica donde el
contenido de las vesiculas es liberado por un proceso de exocitosis. Una vez en la
hendidura sinaptica la 5-HT puede unirse a sus receptores postsinapticos (Feldman, et
al., 1997; Bear; et al., 2008).

Cumplida esta funcion, la 5-HT al igual que otras monoaminas (NA y DA) es
metabolizada por la monoaminooxidasa y convertida a acido 5-hidroxi-indol acético 5-
HIAA). Ademas, en la neurona serotoninérgica también existe un sistema de recaptura,

que sirve para “reciclar” la 5-HT que ya fue utilizada en la hendidura sinéptica (Stahl,
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2002; Bear; et al., 2008). Como se menciono anteriormente, una disminucion en los

niveles de este neurotransmisor puede ser causa de trastornos depresivos.

1.2.1. Receptor 5-HT

Actualmente existen siete familias de receptores para 5-HT, que se clasifican de
la 5-HT; a la 5-HT5. Todas ellas excepto la familia 5-HT3 (canal i6nico dependiente de
ligando) estan conformadas por receptores acoplados a proteinas G (Feldman, et al.,
1997; Hoyer, et al., 2002).

Estos receptores pueden ser presinapticos (5-HT1a Yy 5-HT;g) ubicados en las
neuronas del nucleo del rafé o postsinapticos (5-HT1a, 5-HT1g 5-HT1p, 5-HT,, 5-HT3,
5-HT,, 5-HTs, 5-HTg y 5-HT-) que se encuentran en células inervadas por el nucleo del
rafé. Los receptores serotoninérgicos presinapticos ubicados en el nucleo del rafé son
autorreceptores que detectan la presencia de 5-HT, causando la interrupcion de la
liberacion de 5-HT y del flujo de impulsos nerviosos en la neurona serotoninérgica.
Cuando la 5-HT es detectada en las dendritas y el cuerpo celular, el receptor 5-HT1a
(autorreceptor somatodendritico) es activado. Una vez que se activa el receptor 5-HT1a
es capaz de inhibir el disparo neuronal de neuronas serotoninérgicas y de disminuir la
liberacion de 5-HT en la terminal axdnica, a diferencia de cuando la 5-HT es detectada
en la terminal axénica donde se activa el receptor 5-HTp (autorreceptor terminal). Es
importante aclarar que el receptor 5-HT;a también se encuentra ubicado en los cuerpos
celulares de éareas cerebrales inervadas por el sistema serotoninérgico, como son:
corteza, hipocampo, hipotdlamo, amigdala, bulbo olfatorio, etc., y ahi cumple la misma
funcién de regular el disparo neuronal (Carlson, 2004).

Por otro lado, los receptores postsinapticos, como los 5-HT, y 5-HT3 regulan la
transformacion de la liberacion de 5-HT de la neurona presindptica a un impulso
nervioso en la neurona postsinaptica (Stahl, 2002; Drevets, et al., 2007).

Actualmente es ampliamente aceptado que algunos receptores como el 5-HTa,
5-HT, o el 5-HTj; participan en el efecto antidepresivo de los inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina (ISRS) como la fluoxetina (prozac), paroxetina o sertralina
(Blier y Ward, 2003; Li, et al., 1996; Ohno, 2010). En particular, el receptor 5-HT14 ha
sido propuesto como un blanco terapéutico de farmacos antidepresivos (Blier y Ward,
2003; Ohno, 2010). Multiples estudios han mostrado que los ISRS, a largo plazo pueden

promover la desensibilizacion o regulacion a la baja del receptor 5-HT4, tanto in vitro
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como in vivo, lo cual provoca un incremento en la cantidad de 5-HT liberada (L1, et al.,
1996; Stahl, 2002; Rausch, et al., 2006; Osterlund, 2010). Una vez que estos receptores
se desensibilizan, el sistema serotoninérgico no puede autorregularse y como
consecuencia se continua liberando 5-HT, dando lugar al efecto terapéutico de los ISRS
(Stahl, 2002; Rausch, et al., 2006). Aunado a esto, existen otras evidencias de la
participacion de este receptor en el efecto antidepresivo de farmacos serotoninérgicos,
como el hecho de que antagonistas del receptor 5-HT14 como pindolol y WAY 100635
pueden facilitar la accion antidepresiva de los ISRS en estudios tanto clinicos como
preclinicos (Cryan y Leonard, 2000). Mas aun, algunos reportes indican que agonistas
como el 8-OH-DPAT o la buspirona producen efecto antidepresivo en algunos modelos
animales de depresion como la prueba de nado forzado (PNF), disminuyendo la
inmovilidad e incrementando la conducta de nado (Lucki, et al., 1994; Martinez-Mota,
et al., 2002). Acorde con lo anterior se ha demostrado que la administracion de ISRS
como fluoxetina o paroxetina no reducen la inmovilidad en ratones knock out (KO) para
el receptor 5-HT14 (Mayorga, et al., 2001), indicando que dicho receptor es necesario
para la actividad antidepresiva de los ISRS.

Ademas, se ha encontrado que el nimero y expresion del ARNm para los de
receptores 5-HTia se encuentra alterado en el nucleo ventrolateral de hipotalamo
(Anisman, et al., 2008) y en los nucleos del rafé dorsal y ventrolateral (Stockmeier, et
al., 1999; Boldrini, et al., 2008;), corteza frontal, hipotalamo y amigdala (Osterlund, et
al., 1999; Shayit, et al., 2003; Drevets, et al., 2000; Drevets, et al., 2007) de pacientes
deprimidos victimas de suicidio, asi como, en modelos animales de depresion, como las
ratas Flinders (Osterlund, et al. 1999; Nishi, et al., 2009) y en ratas macho castrados
(Fischette, et al., 1983), sugiriendo que la alteracion en estos receptores, altera también

la cantidad de 5-HT en la hendidura sinaptica.

1.3. [Estrogenos

Los estrdgenos constituyen un grupo de hormonas esteroides que dan lugar al
fenotipo femenino en la etapa adulta al estimular el desarrollo de las caracteristicas
sexuales secundarias. Ademas en forma conjunta con la progesterona, los estrégenos
aseguran la funcion gametogénica del ovario, lo cual le confiere un papel esencial en la

funcion reproductora de los mamiferos. Pueden ser sintetizados de novo en los ovarios y
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en el varon son producto de la aromatizacion de la testosterona, principalmente en el
testiculo, aunque también se producen en tejidos periféricos a partir de precursores
esteroides que circulan en la sangre, dichos tejidos incluyen la piel, el higado, la
placenta, tejido mamario y adiposo, asi como en distintas areas cerebrales: el area
predptica media, el hipotdlamo y la amigdala tanto en machos como en hembras
(Cabeza-Salinas, 2006). En la mujer su produccion varia ciclicamente, siendo maxima
en la fase preovulatoria y minima en el periodo premenstrual. Tradicionalmente se ha
considerado que la funcién reproductiva del macho es controlada por hormonas
androgénicas como la testosterona, sin embargo; recientes estudios han demostrado que
los estrogenos son necesarios para la diferenciacion sexual, correcto funcionamiento del
eje hipotdlamo-hipdfisis-gbnadas, espermatogénesis y despliegue de conducta sexual
(Rochira, et al., 2005). Ademas, los estrégenos regulan multiples mecanismos como por
ejemplo, el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias, regulacion de la
temperatura; metabolismo de lipidos, carbohidratos y lipoproteinas; fendmenos de
coagulacion, asi como la regulacién de un amplio rango de comportamientos entre los
que se encuentran la conducta sexual y maternal, la cognicion, mejoramiento del
aprendizaje y la memoria y modulacién del estado de &nimo (Cabeza-Salinas, 2006).
Los estrogenos al igual que otras hormonas esteroides viajan a través del torrente
sanguineo unidos a proteinas transportadoras, como la albumina o la globulina
transportadora de esteroides sexuales (SHBG). Este fendmeno se debe a que los
esteroides son insolubles en la parte acuosa de la sangre. S6lo una minima parte,
aproximadamente 1% se encuentra libre y esta es la porcién llamada activa, ya que
puede atravesar la membrana plasmatica, gracias a que tienen la propiedad de ser
liposolubles, o en su defecto interaccionar con receptores de membrana (Cabeza-
Salinas, 2006). Es necesario mencionar que los efectos de los estrogenos estan

mediados por acciones genémicas y no genémicas.

A) Acciones Genomicas

Las acciones gendmicas se llevan a cabo a traves de la activacion de receptores
intracelulares. La activacion de estos receptores tradicionalmente ha sido implicada en
la regulacién de procesos transcripcionales, que toman algunas horas de duracion, por
lo que han sido llamados efectos a largo plazo. Los receptores a estrogenos (RE)

pertenecen a la superfamilia de receptores de esteroides y hormonas tiroideas. Existen 2
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isoformas codificadas por 2 genes diferentes las cuales poseen 44 % de similitud en su
secuencia de aminodcidos, estos son denominados RE-a y RE-B (Delaunay, et al., 2000;
Zhao, et al., 2010). El RE-a es el tipo mas ampliamente distribuido en el SNC, mientras
que RE-B se encuentra principalmente en el tracto reproductivo (McEwen, 1999).

Los receptores a estrogenos han sido identificados en multiples regiones
cerebrales, especialmente en &reas del sistema limbico, el cual gestiona respuestas
fisiologicas ante estimulos emocionales y se relaciona con memoria, atencion, conducta
sexual y estado de animo. En particular el receptor RE-o. muestra una expresion
moderada en hipocampo tanto en machos como hembras, mientras que se encuentran en
alta densidad en hipotalamo, especialmente en la zona periventricular incluyendo el area
predptica media, ndcleo supraquiasmatico y nucleo arcuato. Ademas se encuentra
altamente expresado en tallo cerebral incluyendo nudcleo del rafé (McEwen y Alves,
1999; Laflamme, et al., 1998; Mize, 2001). En el caso de los RE-p se expresa en bajos
niveles en SNC, sin embargo; se encuentra altamente expresado en areas limbicas como
el hipotalamo, en especial en el nlcleo paraventricular, mientras que en hipocampo y
nucleo del rafé dicha expresion es moderada (Laflamme, et al., 1998). Aunque se ha
demostrado que ambos pueden expresarse en los mismos tejidos, en algunos casos en
niveles similares y en otros, uno de los dos receptores predomina sobre el otro
(Dahlman-Wright, et al., 2006).

Una vez dentro de la célula las hormonas esteroides se unen a sus receptores los
cuales se encuentran ya sea en el citoplasma o en el nucleo provocando un cambio
conformacional por parte del receptor seguido de la separacion de su proteina
chaperona, en este caso una proteina de choque térmico (Hsp90), permitiendo la
formacion de un dimero con otro complejo hormona-receptor que es capaz de
interactuar con el ADN, uniéndose a una region consenso del promotor llamada
elemento de respuesta a estrogenos (ERE) y haciendo que codifique un nuevo ARNm
responsable de la sintesis de las proteinas que produciran efectos fisioldgicos (McEwen,
1991; Simoncini y Genazzani, 2003; Zhao, et al., 2010).

B) Acciones No-gendmicas
Existen evidencias de los efectos rapidos o no-genémicos de los estrégenos los

cuales se pueden observar luego de algunos segundos o minutos. Estas evidencias se

ven respaldadas gracias a que las acciones de los esteroides pueden ser reproducidas en
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presencia de hormonas unidas a moléculas que no son capaces de atravesar la
membrana plasmética, las hormonas esteroides tienen efecto en células donde la
cromatina se encuentra altamente compactada y estas acciones se producen ain en
células que contienen mutaciones en los RE que los hacen incapaces de activar procesos
transcripcionales (Simoncini y Genazzani, 2003). En cuanto a las acciones de los
estrogenos se sabe que el 17p-estradiol (E;) ha sido involucrado en la regulacion de
canales ionicos, receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), tirosin-cinasas y protein
cinasas activadas por mitogeno (MAPKSs), aunque también han sido implicados en la
produccién de adenilatociclasa y la activacion de fosfolipasa C (PLC), provocando la
fosforilacion de algunas proteinas y una réapida activacion de enzimas que modulan
funciones celulares ( McEwen, 1991; McEwen y Alves, 1999; Simoncini y Genazzani,
2003; Raz, et al., 2008).

1.3.1. Estrogenosy Depresion

Muiltiples estudios reportan una mayor incidencia y vulnerabilidad a presentar
estados depresivos en las mujeres que cursan fluctuaciones en los niveles de estrogenos
presentes a lo largo de la vida como en el sindrome premenstrual, posparto y en la
menopausia (Arpels, 1996; Stahl, 1998; Cutter, et al., 2003; Payne, 2003). En mujeres
perimenopausicas que sufren depresion, se ha observado una mejoria notable en los
sintomas depresivos cuando han sido tratadas con una terapia de reemplazo hormonal
junto con la terapia antidepresiva convencional con los ISRSs (Schneider, et al., 1997;
Soares, et al., 2001; Cutter, et al., 2003), por ello en los ultimos afios se ha intensificado
la investigacion para descifrar la relacion que guardan los niveles estrogénicos con los
trastornos depresivos.

En modelos animales de depresion compuestos estrogénicos como el E; y el
etinil-estradiol (EE;) han mostrado efecto antidepresivo en la prueba de nado forzado
(PNF) en rata, reduciendo significativamente la conducta de inmovilidad e
incrementando el nado y el escalamiento respectivamente, ademas acortan la latencia
del efecto antidepresivo al ser co-administrados con diferentes farmacos antidepresivos
tanto en machos como en hembras (Estrada-Camarena, et al., 2003; Estrada-Camarena,
et al., 2004; Estrada-Camarena, et al., 2008; Sell, et al., 2008; Bonilla-Jaime, et al.,
2010a). Los estrogenos pueden ser producidos en varias areas cerebrales y ejercen un
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amplio rango de acciones en diferentes sistemas de neurotransmision incluyendo al
noradrenérgico, dopaminérgico, GABAérgico y serotoninérgico (McEwen, 1991;
Osterlund, 2010). Mdltiples estudios sugieren que los estrégenos pueden alterar el
riesgo de sufrir depresion mediante la alteracion en la funcion serotoninérgica. Se sabe,
por ejemplo que puede interaccionar con algunos receptores serotoninérgicos como el 5-

HT1a 0 el 5-HT>,a (Blier, 2001) ambos blancos importantes de antidepresivos.

1.4. Conducta Sexual Masculina (CSM)

El estudio de la conducta sexual en roedores ha permitido incrementar el
conocimiento acerca de sus bases bioldgicas, neurales, hormonales y anatémicas. Asi
como, las interacciones de diferentes tipos de hormonas, neurotransmisores y farmacos
(Pfaus, et al., 2003). La conducta sexual de la rata macho consiste de diferentes patrones
motores innatos y altamente estereotipados. Estos pueden distinguirse facilmente en tres
conductas: monta, intromision y eyaculacion. Una monta consiste en el abordaje de la
hembra, por parte del macho, por la parte posterior, sujeta y palpa sus flancos con las
patas delanteras y realiza movimientos ritmicos alternantes pero sin insercion peneana
terminando con una desmonta lenta (Figura 1). La intromisidn se inicia como una
monta, pero la serie de movimientos pélvicos termina con un movimiento pélvico
profundo hacia delante acompafiado de la insercién peneana intravaginal, seguido de
una desmonta brusca y dos o tres pasos hacia atras como se muestra en la Figura 1.
Después de una serie de montas e intromisiones el macho presenta la conducta de
eyaculacion la cual puede definirse como una expulsion enérgica del semen del macho,
la cual puede visualizarse como la culminacion de un empuje intravaginal vigoroso
acompariado del arqueo de la columna vertebral del macho con un levantamiento de las
patas delanteras y flexiones repetidas de los cuartos traseros. Finalmente inicia la
conducta de acicalamiento genital. Después de la eyaculacion y el acicalamiento genital,
el macho permanece insensible a la estimulacién sexual y deja de interesarse por la
hembra. A este periodo se le ha denominado posteyaculatorio o refractario y termina
cuando el macho reasume la actividad copulatoria. Este periodo dura alrededor de 5
minutos después de los cuales se reinicia la actividad copulatoria (Guevara-Pérez y
Hernandez-Gonzalez, 2006; Hull, et al., 2006).
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Figura 1. Patrones conductuales mostrados por la rata durante la ejecucion sexual. Tomado de: Guevara-

Pérez y Herndndez-Gonzalez, 2006.

En la prueba de conducta sexual masculina se introduce a una pareja de roedores
en un cilindro de acrilico, el macho comienza a investigar a la hembra olfateandola y
después de unos momentos trata de montarla, si la hembra esta receptiva mostrara la
conducta de lordosis para exponer su vagina y facilitar la intromision (Guevara-Pérez y
Hernandez-Gonzalez, 2006; Hull, et al., 2006).

A la serie de eventos conductuales que se presentan desde la primera monta
hasta la eyaculacion se denomina serie eyaculatoria. El analisis de esta prueba se realiza
evaluando un grupo estandarizado de medidas conductuales, los cuales podemos enlistar

como sigue:
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1. Latencia de monta: tiempo transcurrido entre la introduccion de la pareja de
roedores hasta que se presenta la primera monta. Es considerada como una
conducta precopulatoria e indicador del estado motivacional del individuo
(Guevara-Pérez y Hernandez-Gonzalez, 2006).

2. Latencia de intromision: tiempo transcurrido desde que la hembra y el macho
entran en contacto hasta la primera intromision. Al igual que la latencia de
monta indica que tan motivado se encuentra el macho, asi tenemos que un
incremento de este parametro indica un deterioro de la conducta sexual
masculina mientras que, la disminucion de este aspecto nos habla de una
estimulacion (Guevara-Pérez y Hernandez-Gonzalez, 2006).

3. Latencia de eyaculacion: tiempo transcurrido desde la primera intromision hasta
la primera eyaculacién. Indicador del componente ejecutorio. Un incremento de
la latencia de eyaculacion muestra un deterioro de la CSM (Guevara-Pérez y
Hernandez-Gonzélez, 2006).

4. Intervalo posteyaculatorio o periodo refractario: tiempo transcurrido entre una
eyaculacion y el reinicio de la actividad copulatoria, dada por una monta o una
intromision. Una disminucion en el periodo refractario refleja una mayor
motivacion del individuo (Guevara-Pérez y Hernandez-Gonzélez, 2006).

5. Numero de montas: nimero de veces que se presenta una monta en una serie
eyaculatoria (Guevara-Pérez y Hernandez-Gonzalez, 2006).

6. Numero de intromisiones: nimero de veces que se presenta una intromision en
una serie eyaculatoria (Guevara-Pérez y Hernandez-Gonzélez, 2006).

7. Frecuencia de eyaculacion: nimero de eyaculaciones que se presentan durante el
tiempo total de la prueba. Es un indicador de la potencia o ejecucién, un
incremento en la frecuencia de eyaculacion muestra un efecto estimulatorio de la
misma (Guevara-Pérez y Hernandez-Gonzalez, 2006).

8. Hit rate o tasa de aciertos: corresponde al nimero de intromisiones dividido
entre el nimero de intromisiones mas el nimero de montas que se presentan
antes de una eyaculacion. Indica la eficiencia copulatoria, entre mas cercano se
encuentre a 1 indica una copula mas eficiente por parte del macho (Guevara-
Pérez y Hernandez-Gonzélez, 2006).

Esta conducta esta controlada por diferentes vias tanto endocrinas como neuroquimicas

(Morali, 1998), sobre los que se ahondara a continuacion.
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1.4.1. Aspectos Neuroendocrinos de la CSM

Las hormonas gonadales regulan la expresion de conductas reproductivas,
especialmente en &reas neuroanatémicas involucradas en la regulacion de la CSM. Asi
se sabe, que el nucleo ventromedial del hipotalamo (VHM), el area predptica media
(APOm), el nacleo de la amigdala media (NAM) y el lecho de la estria terminal, son
organos blanco de hormonas gonadales, estructuras que a su vez son esenciales para que
se propicien las respuestas copulatorias en el macho (Blaustein, 1992; Hull, et al.,
2006).

La CSM depende de la interaccion de al menos dos componentes: uno
motivacional que lleva al individuo a la busqueda y al inicio de la interaccion con la
pareja y un componente consumatorio o de ejecucion que le permite llevar a cabo dicha
interaccion (Morali, 1998; Hull, et al., 2006). Ambos componentes requieren de una
compleja regulacion hormonal, en el caso del macho depende de hormonas testiculares,
en especial de testosterona (T) producida por las células de Leydig en los testiculos que
se metaboliza en sus células blanco a E; (por aromatizacion) o DHT (por Sa-reduccion)
y al variar los niveles circulantes de estas hormonas puede modificar la expresion de
estos componentes (Morali, 1998; Hull y Dominguez, 2007).

En este sentido, la castracion en mamiferos suprime en forma gradual la
expresion de la CSM en un lapso de dias o semanas, a pesar de que la T deja de
detectarse en plasma aproximadamente después de 24 horas. Se sabe que la
administracion de T es capaz de restituir la capacidad de los machos para la monta,
insercion peneana y eyaculacion (Krey y McGinnis, 1990; Hull, et al., 2006). La DHT
se considera el metabolito activo de la T en tejidos periféricos sensibles a andrégenos
como la prostata, sin embargo multiples estudios muestran que resulta inefectiva para
estimular la CSM si no se administra en compafiia de metabolitos aromatizables (Vagell
y McGinnis, 1997; Hull, et al., 2006). Por otra parte, la administracion de E,
andrégenos aromatizables (androstendiona y androstendiol) y andrégenos que pueden
interaccionar con receptores a estrogenos como el 5a-3p androstandiol, los cuales son
capaces de restituir la conducta sexual de la rata macho castrada (Morali, 1998). Hechos
sobre los cuales se sustenta la teoria de la aromatizacion, que propone la importancia de
la aromatizacion de los andrégenos o la participacion de metabolitos estrogénicos, en el

mecanismo de accion de los androgenos sobre la CSM. De hecho, las acciones de la
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testosterona sobre esta conducta pueden ser interferidas por la administracion de
inhibidores de la aromatasa, por lo que se ha propuesto que las hormonas estrogénicas
juegan un papel fundamental en la expresion de esta conducta (Morali, et al., 1977). El
tratamiento con E; tanto subagudo (24-72 horas antes) como agudo (15- 30 min antes)
a ratas castradas sexualmente expertas puede incrementar el nidmero de montas y
disminuir la latencia de eyaculacion, confirmando que su accién esta mediada
inicialmente por mecanismos no genémicos (Cross y Roselli, 2007). Por otro lado,
algunos trabajos reportan que el tratamiento con E, Unicamente puede restablece
parcialmente la conducta copulatoria (no restablece el patron de eyaculacion), por lo
que podria ser necesaria la metabolizacion de testosterona a DHT para mantener las
funciones motoras y sensoriales en tejidos periféricos (Hull, et al., 2006).

Otra evidencia que soporta la teoria de la aromatizacion es el hecho de que se ha
demostrado la presencia de aromatasa en axones y botones sinapticos, sugiriendo que el
estradiol formado localmente puede actuar a nivel sindptico (Naftolin, et al., 1996).
Algunas investigaciones muestran que la conducta sexual se ve disminuida, pero no
totalmente eliminada en ratones KO para receptores a estrégenos (Rissman, et al., 1997,
Hull, et al., 2006), ademas, se ha propuesto que el estradiol podria estar actuando por
mecanismos no genodmicos, ya que se han encontrado sitios de union de E, en

membranas de células neurales (Ramirez y Zheng, 1996).

1.5. Modelos Animales de Depresion

Un modelo animal se define como una preparacion experimental desarrollada en
una especie para estudiar patologias humanas o condiciones fisioldgicas de estudio. Los
modelos de psicopatologias humanas buscan desarrollar sindromes en animales que
reflejen en uno o varios componentes de sindromes humanos, aunque los modelos
pueden no reflejar todos los aspectos de la psicopatologia. Asi, un modelo animal puede
simular s6lo alguno de ellos como; etiologia, sintomas o respuesta a tratamientos. Para
lograr esto se requiere que el modelo incluya una variable susceptible de ser medida. En
el desarrollo de modelos de trastornos del afecto, la amplia gama de sintomas y el hecho
de que muchos de ellos como las ideaciones de muerte, pensamientos suicidas y los
sentimientos de culpa sean imposibles de modelar han hecho dificil la tarea de crear

modelos que permitan el estudio de estos trastornos. Por lo cual se han creado algunos
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criterios para evaluarlos. Entre los que encontramos: 1) que el modelo sea
“razonablemente analogo” en sus manifestaciones y sintomatologia, 2) que sus cambios
conductuales puedan ser evaluados objetivamente, 3) los cambios conductuales
observados puedan ser revertidos por los mismos tratamiento que en humanos y 4) que
este puede ser reproducido en el laboratorio (Geyer y Markou, 1995; Cryan, et al.,
2002; Duman, 2010).

Existe una clasificacion para evaluar diferentes tipos de modelos conductuales
estos son: bioensayos (se utilizan para estudiar la funcion cerebral), simulaciones
(investigan procesos psicologicos) y pruebas de tamizado o cernimiento (que ayudan a
determinar la posible accion antidepresiva de multiples de compuestos) (Willner, 1991).
Los bioensayos conductuales permiten analizar la correcta funcion del sistema
fisioldgico, y ayudan a estudiar los posibles mecanismos de los cambios en la funcién
cerebral resultado de la administracion de drogas, lesiones en SNC u otras
manipulaciones experimentales. Las simulaciones permiten, imitar un sintoma o un
conjunto de sintomas. Las pruebas de cernimiento investigan nuevos farmacos y se
basan en la accion de drogas conocidas para desarrollar nuevos farmacos identificando
agentes gue tienen un tipo de accion clinica como en este caso antidepresivos. Al mismo
tiempo pueden identificar la accion bioquimica de drogas, para el desarrollo de nuevos
farmacos (Willner, 1991).

Por otro lado, en la evaluacion de modelos animales de depresion se toman en
cuenta tres criterios los cuales les otorgan diferente grado de utilidad. Estos son: validez
predictiva, la validez tedrica y la validez de apariencia. Aplicado a la depresion, la
validez tedrica se refiere a la congruencia que existe entre un modelo y alguna de las
teorias existentes sobre el origen de la depresion. Por su parte, la validez predictiva es la
capacidad del modelo para detectar farmacos con eficacia terapéutica; es decir, que el
modelo permita identificar nuevos agentes farmacoldgicos y correlacionar la potencia
de tales sustancias en el modelo con su posible potencia clinica, sin producir errores
como falsos positivos o falsos negativos. Por Gltimo, la validez de apariencia se refiere a
la similitud entre los signos del cuadro depresivo en humanos y los presentados por el
modelo (Willner, 1991; Willner y Mitchell, 2002).

Los modelos animales de depresion pueden ser clasificados tambien de acuerdo
a su origen. De tal modo se puede encontrar un gran nimero de modelos que son
generados por condiciones estresantes que son capaces de dar lugar a condiciones

semejantes a la depresion (Katz, 1982). Algunos otros son inducidos por tratamiento
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farmacologico, dentro de los que se encuentra el modelo generado por el tratamiento
neonatal con antidepresivos que origina un estado depresivo en la edad adulta (Vogel, et
al., 1990a).

1.5.1. Prueba de Nado Forzado.

A medida que ha avanzado la investigacion madltiples procedimientos
experimentales han sido desarrollados para evaluar y predecir actividad antidepresiva de
diferentes farmacos y para emular diferentes sintomas de la depresion. En el modelo de
desamparo conductual, la prueba de nado forzado (PNF) se ha considerado como una
prueba validada en roedores para investigar farmacos con potencial antidepresivo en
pruebas preclinicas (Cryan, et al., 2002; Duman, 2010). Esta prueba fue desarrollada
por Roger Porsolt y cols. (1977 y 1979) en la década de los setenta y estd basada en la
observacion de ratas colocadas, generalmente sin ningun tratamiento, en un cilindro de
vidrio lleno con agua hasta una altura de 15 cm durante 15 minutos. En los primeros
momentos se presenta una actividad exploratoria orientada al escape en la que la rata
nada de forma vigorosa, pero después de algunos minutos esta actividad cesa y la rata
adopta una posicion caracteristica: se mantiene erguida sobre patas y cola con la cabeza
apenas fuera del agua, a la cual se le ha denominado inmovilidad (Porsolt, et al., 1977;
1979). Este método fue modificado posteriormente por Lucki y cols. (Detke, et al.,
1995; Lucki, 1997), en un esfuerzo por incrementar la sensibilidad de la prueba clasica
con el fin de evitar falsos positivos. Estas modificaciones incluyen la evaluacion de
conductas activas como nado y escalamiento. El procedimiento se lleva a cabo
colocando a la rata en un cilindro de vidrio vertical con un diametro de 20 cm y 40 cm
de altura conteniendo agua a 24+ 1°C con una profundidad de 30 cm, en este caso la
profundidad, a diferencia del procedimiento original, no permite que el animal apoye
sus patas en el fondo pero ocasionalmente puede apoyar la cola, evitando asi la
ocurrencia de falsos positivos existente en la version original (Detke, et al., 1995;
Lucki, 1997).

El tiempo de inmovilidad es la variable cuantificable; debido a que se ve
disminuida por la administracion de medicamentos antidepresivos, constituyendo asi
una de las pruebas de cernimiento mas utilizadas, también gracias a que es facilmente
repetible bajo condiciones de laboratorio. Esta prueba es sensible a la mayoria de

antidepresivos incluyendo a los triciclicos (por ejemplo, imipramina y desimiparamina),
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IMAOs (por ejemplo, tranilcipromina y clorgilina), ISRSs (por ejemplo, fluoxetina) y
algunos atipicos (por ejemplo, bupropion) (Detke, et al., 1995; Duman, 2010). La
evaluacion de conductas activas, tanto nado como escalamiento, aunado a la
disminucion de la conducta de inmovilidad, ofrece otra ventaja de esta modificacion
sobre la prueba tradicional permite determinar de acuerdo con el patron de expresion, el
posible mecanismo por el que diferentes antidepresivos producen su efecto. Asi,
farmacos que incrementan la actividad noradrenérgica, como los inhibidores selectivos
de la recaptura de noradrenalina (desipramina, reboxetina y maprotilina), disminuyen la
conducta de inmovilidad con un correspondiente incremento de la conducta de
escalamiento (Figura 2). Por otro lado, los farmacos que incrementan la actividad
serotoninérgica, como los ISRS (fluoxetina, sertralina y paroxetina), disminuyen la
conducta de inmovilidad incrementando selectivamente la conducta de nado (Figura 2).
Ademas, un incremento en la inmovilidad y una disminucion de las conductas activas
han sido consideradas como un indicativo del estado depresivo del roedor (Detke, et al.,
1995; Lopez-Rubalcava y Lucki, 2000; Duman, 2010).

Inmovilidad Nado Escalamiento

30 em

Figura 2. Ratas sometidas a la PNF modificada para poder evaluar conductas activas. Se muestran las
tres conductas evaluadas durante la prueba: inmovilidad, nado y escalamiento. Modificado de: Cryan, et
al., 2002

La PNF muestra similitud con la prueba de desamparo aprendido en cuanto a la
incapacidad del individuo de escapar de situaciones estresantes, dicho de otro modo el

individuo es sometido a una situacién de estrés intenso en la que el animal “aprende”
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que no hay escapatoria posible a esta condicion, de modo que después de un tiempo
deje de intentar escapar de dicho estrés. Gracias a estudios mas recientes han sido
sugeridas otras relaciones conductuales que le dan sustento tedrico a este y otros
modelos animales de depresion. Los sintomas psicopatoldgicos de la depresion pueden
estar relacionados con la activacion de mecanismos de defensa para responder a la
amenaza y la pérdida de control (inmovilidad), estos mecanismos pueden volverse
patoldgicos cuando son activados con facilidad o cuando se prolongan y son
interrumpidos pero no expresados (“arrested”) o cuando son inefectivos (conductas
activas). De este modo, la inmovilidad conductual en la prueba es un mecanismo de
defensa que libera a la rata del estrés del nado forzado y que le permite alternar la
inmovilidad con conductas de escape activo, como parte del estrategia para enfrentar el
estrés o como reflejo de un estado especifico del repertorio defensivo de los mamiferos
conocido como interrupcion del escape, que implica que suprima conductas
exploratorias, para intentar huir de la situacion de estrés (nado y escalamiento), y la
adopcion de posturas estaticas (inmovilidad), que dan proteccién y permiten la
vigilancia del medio que lo rodea. En este contexto, para los humanos la interrupcién
del escape o de la posibilidad de escapar, se ha ligado al suicidio. Asi, las bases teoricas
de la inmovilidad conductual en la PNF estan relacionadas con las variaciones en la
depresién conductual inducida por el estrés como reflejo de conductas defensivas, como
la interrupcion del escape y el entrampamiento, observados en pacientes con depresion
(Dixon, 1998; Véazquez-Palacios, 2004; Ver para revision: Vazquez-Palacios, et al.,
2009).

1.5.2. Modelo de Depresion Inducido Neonatalmente por Clomipramina

Este modelo tiene sus antecedentes en trabajos realizados por Mirmiran y cols.
(1981). En este se analiza el papel del suefio activo o suefio de movimientos oculares
rapidos (SMOR) en la maduracién cerebral de la rata y su conducta en la edad adulta,
para lo cual se priva a ratas neonatas de SMOR mediante la administracion neonatal de
clomipramina (CLI) un farmaco antidepresivo inhibidor de la recaptura de monoaminas
y poderoso supresor de SMOR. En la edad adulta, estas ratas muestran una reduccion de
la conducta sexual masculina (Neill, et al., 1990; Vogel, et al., 1996; Bonilla-Jaime, et
al., 1998; Bonilla-Jaime; et al., 2003b), disminucién en la busqueda de conductas de

recompensa (Vogel, et al., 1990c), incremento en la actividad motora, una mayor
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latencia de SMOR (Vogel, et al., 1975; Vogel y Vogel, 1982; Vogel, et al., 1990a,
1990b, 1990d; Feng y Ma, 2002), ademéas de una hipersecrecion de corticosterona
(Bonilla-Jaime, et al., 2010b). Estas anormalidades semejan algunos de los sintomas de
la depresion humana, como por ejemplo; disminucion de la libido, anhedonia y
alteraciones en el patron de SMOR. Ademas, las ratas CLI presentan incremento en el
tiempo de inmovilidad en la PNF, tanto en la de 15 minutos como la de 5 minutos
(Velazquez-Moctezuma y Diaz-Ruiz, 1992).

Todo esto sugiere que este podria ser un modelo de depresion (Vogel y Vogel,
1982) con gran validez de apariencia al reproducir varios de los signos del cuadro
depresivo humano, los cuales también que se pueden revertir con la administracion de
antidepresivos o terapias conductuales como la privacion del SMOR (Vogel, et al.,
1990b). Se ha propuesto que las anormalidades conductuales de este modelo son
inducidas sobre la maduracion cerebral por cambios a largo plazo en la funcién de los
neurotransmisores monoaminérgicos, asi como por su interaccion con otros sistemas de
neurotransmision (Bonilla-Jaime, et al., 2008). La CLI y su metabolito desmetilado son
inhibidores de la recaptura de 5-HT y NA, neurotransmisores que parecen tener un
papel importante en el neurodesarrollo. Diferentes estudios han mostrado que
manipulaciones farmacoldgicas realizadas en el cerebro inmaduro pueden producir
cambios permanentes en el contenido de neurotransmisores o en la cantidad de
receptores de estos en el cerebro maduro (Vijayakumar y Meti, 1999; Whitaker-
Azmitia, 1991). Asi, diversos estudios han mostrado que en este modelo existen
alteraciones neuroquimicas; tales como una disminucion en los niveles hipotalamicos de
5-HT (Feenstra, et al., 1996). Ademas, se ha reportado que los niveles de 5-HT y NA se
encuentran disminuidos en la corteza frontal, hipocampo, tallo cerebral, hipotalamo y
septum (Vijayakumar y Meti, 1999). Por otro lado, en este modelo también se ha
demostrado un decremento en la tasa de disparo neuronal en el nacleo del rafé dorsal
que podria ser causado por un probable incremento en la activacién o nimero de
receptores 5-HT;a ya que la activacion de este receptor da como resultado una
inhibicidn del disparo neuronal en el ndcleo de rafé y una disminucion en los niveles de
5-HT (Kinney, et al., 1997).

Estas alteraciones en los sistemas NA y 5-HT asi como en las interacciones con
otros sistemas de neurotransmision se han relacionado con la etiologia de la depresion y
con alteraciones conductuales, particularmente de la conducta sexual masculina (CSM).

La CSM en la rata es controlada por aspectos neurales y neuroendocrinos (Hull y
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Dominguez, 2007), dentro de estos ultimos se encuentran hormonas como la
testosterona. Sin embargo, este modelo, investigaciones recientes han mostrado que no
existen cambios en los niveles plasmaticos de testosterona (Bonilla-Jaime, et al., 2003a;
2003b), indicando que posiblemente sean otros componentes los que se encuentren

alterados en el despliegue de esta conducta.
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2. JUSTIFICACION

Actualmente la depresion constituye un grave problema de salud puablica, por
ello resulta de suma importancia el estudio de las bases neurobiologicas de este
padecimiento, permitiendo proponer nuevas estrategias para su tratamiento. EI modelo
de depresion inducido por el tratamiento neonatal con CLI presenta grandes similitudes
con la sintomatologia de la depresion enddgena en humanos, como son alteraciones del
suefio MOR, disminucion en la basqueda de conductas recompensantes, incremento en
la actividad motora, ademés de una hipersecrecion de corticosterona. Estas alteraciones
en las ratas tratadas neonatalmente con CLI han sido atribuidas a deficiencias en
sistemas de neurotransmision tales como; el sistema noradrenérgico y el sistema
colinérgico sistemas que se encuentran alterados en pacientes con depresion.

Se sabe que el tratamiento neonatal con CLI genera alteraciones especificamente
sobre el sistema serotoninérgico al disminuir la concentracion de 5-HT en &reas como el
septum y el hipocampo y un incremento en la tasa de disparo neuronal en nucleo del
rafé dorsal, indicando una posible alteracién en el receptor 5-HTa. El receptor 5-HT;a
se encuentra en el soma de la neurona tanto en el rafé como en sus proyecciones
(corteza, hipotalamo, hipocampo, bulbo olfatorio y amigdala) y cuando es activado
inhibe el disparo neuronal y la liberacion de 5-HT. Por otro lado se sabe que constituye
un importante blanco de farmacos antidepresivos, ya que ISRS pueden desensibilizarlo
y de este modo ejercer su efecto terapéutico. Ademas, se encuentra sobre expresado en
pacientes deprimidos victimas de suicidio y en algunos modelos de depresion.

Por otro lado, las ratas tratadas neonatalmente con CLI presentan un deterioro de
la conducta sexual masculina (CSM), conducta que es regulada tanto por
neurotransmisores como por hormonas como la testosterona. Sin embargo, los niveles
de esta hormona en ratas tratadas con CLI no se ven alterados. La testosterona se
metaboliza a dihidrotestosterona (DHT) encargada de mantener la integridad de 6rganos
periféricos y 17-Bestradiol (E;) responsable de los efectos centrales de la testosterona
sobre la conducta copulatoria. Ademas, se sabe que hormonas estrogénicas pueden
regular multiples procesos fisioldgicos en la depresion.

Por todo lo anterior resulta de gran interés el analisis del estado del receptor 5-
HTia y 17B- estradiol (E;) por medio de pruebas conductuales como la prueba de nado

forzado (PNF) y el andlisis de la conducta sexual masculina (CSM) a ratas tratadas
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neonatalmente con CLI, con la finalidad de esclarecer la participacion del receptor 5-
HT1a Y E; en la alteraciones conductuales que presenta el modelo. Ademés determinar
el efecto del tratamiento neonatal con CLI sobre la expresion del receptor 5-HT4 en el

nucleo del rafe, hipotalamo e hipocampo.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el estado del receptor 5-HTia, y del E; en un modelo animal de
depresion, asi como la participacion de ambos componentes en sus alteraciones

conductuales.

3.1. OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la funcion del receptor 5-HT;4 en la prueba de nado forzado por medio
de la administracion de un agonista (80H-DPAT) en ratas tratadas
neonatalmente tratadas con clomipramina.

e Determinar el efecto del tratamiento neonatal con clomipramina sobre la
expresion del receptor 5-HT;4 en el nacleo del rafé, hipotdlamo e hipocampo.

e Evaluar la administracion de E, y la combinacion de esta hormona con DHT
sobre los patrones normales de expresion de la conducta sexual en ratas

castradas tratadas neonatalmente con clomipramina.

4. HIPOTESIS

Si el tratamiento neonatal con CLI modifica la accion del E; en el sistema
nervioso y la expresion del receptor 5-HT;4, entonces la administraciéon de E; y de 8-
OH-DPAT no seran capaces de restituir la CSM alterada, ni de disminuir la inmovilidad

en la PNF respectivamente.
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5. METODOLOGIA

5.1. Modelo animal de depresion neonatalmente inducido por

clomipramina

Se utilizaron 40 ratas de la cepa Wistar hembras, de tres meses de edad, con un
peso promedio de 300 g., cada una fue colocada en presencia de un macho sexualmente
experto permitiéndoles la cépula hasta que los machos alcanzaran dos eyaculaciones
como minimo. A este dia se le tomo como dia 0 de gestacion, posteriormente cada una
fue separada en una caja individual mantenidas en ciclos invertidos de 12: 12 horas de
luz-oscuridad (luz de 20:00 a 8:00 horas) a una temperatura constante (24 °C) y con
libre acceso a comida y agua. Tres dias después del nacimiento, los machos de las
camadas fueron mezclados y se colocé un numero igual de crias con cada hembra
nodriza (n=6), mientras que las crias hembras fueron sacrificadas.

Del dia 8 al 21 de vida posnatal las crias fueron divididas en dos grupos: grupo
control (0.1 ml de solucion salina; CON) y grupo experimental (15 mg/kg de clorhidrato
de CLI en un volumen de 0.1 ml). A cada grupo se le aplico una inyeccion dos veces al
dia (8:00 y 18:00 hrs). A los 25 dias de edad los neonatos macho fueron separados de
sus madres y divididos en grupos (n=6), mientras que las hembras fueron eliminadas del
experimento. Una vez cumplidos los tres meses de edad tanto los machos control como

experimentales fueron sometidos a los siguientes experimentos.

1) Evaluacién farmacoldgica de la funcion del receptor 5-HT;4 en la PNF
2) Evaluacion de la administracion de E; sobre la CSM

3) Evaluacioén de la expresion del receptor 5-HT; 4 en ratas tratadas con CLI

5.2. Evaluacion farmacoldgica de la funcion del receptor 5-HT;, en la

prueba de nado forzado

Para analizar si el tratamiento neonatal con CLI afectd la sensibilidad del
receptor 5-HT 14, se administrd6 8-OH-DPAT un agonista selectivo de este receptor, en

dosis de 0.25 y 0.5 mg/kg en un esquema de administracién subcrénico 48, 24 horas y
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30 minutos antes de la PNF, via subcutdnea. Ambos grupos de animales fueron
sometidos a los siguientes tratamientos: a) solucién salina; b) 8-OH-DPAT 0.25mg/Kkg;
c) 8-OH-DPAT 0.5mg/kg.

Prueba de Nado Forzado (PNF)

La prueba de nado forzado se realizd con el procedimiento descrito por Lucki.
(1997; Vazquez-Palacios, et al., 2005). Se coloco a la rata en un cilindro de vidrio (46
cm de alto x 20 cm de didmetro) conteniendo una columna de agua de 30 cm a una
temperatura de 24 °C. Este método ha sido previamente descrito y ha mostrado validez
para detectar efectos antidepresivos de diversos farmacos (Detke, et al., 1995).

Se realizaron dos sesiones de prueba: la primera con una duracion de 15 minutos
y la segunda 24 horas después con una duracion de 5 minutos; ésta segunda sesion con
la finalidad de medir el efecto de los tratamientos. En esta segunda prueba se evaltan
las siguientes conductas de acuerdo con Lucki (1997):

i) Inmovilidad: Permanece flotando en el agua y sélo realiza los movimientos
necesarios para mantener la cabeza fuera del agua.

i) Nado: Realiza movimientos activos de nado mas de los necesarios para
mantener su cabeza fuera del agua; por ejemplo: movimientos alrededor del
cilindro.

i) Escalamiento: Movimientos con sus patas delanteras para salir del agua,
usualmente por las paredes del cilindro.

Se tomaron registros del comportamiento de las ratas en un muestreo cada 5
segundos (nimero de cuentas).durante los 5 minutos que dura la PNF (60 cuentas en
total).
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5.3. Evaluacion de la expresion del receptor serotoninérgico 5-HT, en

ratas tratadas neonatalmente con clomipramina.

Se analiz0 el efecto del tratamiento neonatal con CLI sobre la expresion del receptor 5-
HT1a, en ratas CON y CLI sin ningun otro tratamiento.

Después de cada tratamiento los animales fueron sacrificados por decapitacion.
Se extrajo el encéfalo en condiciones asépticas y utilizando material previamente estéril
se disecd el nucleo del rafé, hipotdlamo e hipocampo. El tejido fue pesado y almacenado
a—70 °C hasta su utilizacion para la extraccion del acido ribonucleico (ARN) total.

Obtencion y cuantificacion del ARN total. El tejido (50 mg) fue
homogenizado en 500 pl de trizol, posteriormente se adicionaron 100 pl de cloroformo
y las muestras se centrifugaron a 12,000 r.p.m. durante 19 minutos a 4 °C,
inmediatamente después, se colecto el sobrenadante y se agrego un volumen igual de
isopropanol (0-4 °C), las muestras se incubaron de 10-15 minutos a 4 °C.
Posteriormente se centrifugaron bajo las mismas condiciones arriba descritas. EI ARN
que se precipito se lavd con etanol al 75% en agua tratada previamente con 0.1% de di-
etil-pirocarbonato (agua DEPC), el precipitado de ARN se resuspendio en un volumen
total de 30-50 ul de agua DEPC. La cantidad y calidad del ARN extraido, se evalué a
través del indice de absorbancia de 260/280 nm.

Transcriptasa reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).
Para la sintesis del &cido desoxirribonucleico complementario (ADNc) se utiliz6 la
trascriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Molovney. Se tomaron 4 pl de
ARN de cada muestra, se adiciond agua estéril a un volumen total de 6 pl. Las muestras
se desnaturalizaran a 70 °C durante 10 minutos. Inmediatamente después se incubaron
en bafio de hielo con agitacion continua durante 5 minutos. Posteriormente, se adiciond
un volumen total de 14 pl de la mezcla de retrotranscriptasa, la cual contiene lo
siguiente; amortiguador para RT 5X, dNTPs (2.5 mM), ditotreitol (1.0 mM),
indicadores aleatorios (random primers) 1 pg/pl e inhibidor de ARNsa (1U/ul). La
mezcla se incub6 con la transcriptasa reversa (200 U/ul) a 37 °C durante 1 hora. Con
una etapa final a 95 °C durante 10 minutos y al final se adicionaron 5 pl de agua estéril.
Para la reaccion en cadena de la polimerasa, se utilizo una mezcla de reaccién con la

siguiente composicion: agua esteril inyectable, iniciadores correspondientes a los genes
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de interés (Tabla I) dNTPs (2.5 mM), Amortiguador 10X para PCR, MgCI2 (50 mM),
ADNc y Tag DNA polimerasa (1U/ul). A las reacciones de amplificacion se les
adiciono aceite mineral para evitar su evaporacion y las condiciones del termociclador
fueron de una primera etapa 95 °C por 5 minutos y se corrieron en forma automatica por
30 ciclos. Cada ciclo consistio de 95 °C por 1 minuto, 60 °C por 1 minuto 'y 72 °C por
1.5 minutos, con una etapa final de extensién a 72 °C por 5 minutos. El gen utilizado

como control de la PCR fue la expresion del gen para § -Actina.

Tabla 1. Secuencias de oligonucléotidos para la PCR

Receptor | Secuencia Ciclos
5-HT1a 5-CTGTTGCTGGGTACTCTCATTTTCTG-3

(540 PB) | 3-TCTGAAGATGCGCCCGTAGAGAACCA -5 29
B-Actina 5- ATCGTGGGCCGCCCTAGGCACCAGGG -3

(517 PB) | 3"- AGACCTTCAACACCCCAGCCATGTAC -5 25

Los productos amplificados de la PCR, se corrieron en una cdmara horizontal de
electroforésis, junto con un marcador de peso molecular de 100 pb en un gel de agarosa
al 1.5 % que contenia bromuro de etidio 0.5 mg/ml por 45 minutos a 70 volts en
amortiguador TBE 1X. El gel se visualizd con un transiluminador de luz ultravioleta y
se utilizo el sistema de fotodocumentacion BIO RAD Gel. Doc XR with Image Lab
Software para la cuantificacion de las bandas correspondientes. Los valores de
expresion del receptor se calcularon y se normalizaron contra el area representada por la
expresion del gen constitutivo para la B-Actina. Los resultados fueron expresados en

unidades arbitrarias del area por la intensidad maxima.

5.4. Evaluacion de la conducta sexual masculina después de la

administracion de estradiol.

Con el fin de analizar la participacion de E; en las alteraciones conductuales de
ratas tratadas neonatalmente con CLI, a ratas tanto CON como CLI con tres meses de
edad se les realizaron tres pruebas de CSM, posterior a las cuales fueron

orquidectomizados (ORQ) para evitar la participacion de hormonas enddgenas en el
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experimento. Después de 3 semanas de la cirugia se comenzd el tratamiento hormonal.
Ambos grupos de animales fueron sometidos a los siguientes tratamientos: a) SHAM +
aceite; b) castrados (ORQ) + aceite; ¢) ORQ + 5ug de E,; d) ORQ + 5ug de Ex+ 1 mg
de DHT; e) ORQ + 10 pg de Ep; f) ORQ + 10 pg de E; + 1 mg de DHT. Todos los
tratamientos fueron durante 21 dias y se realizaron evaluaciones de CSM en los dias 1,
7,14y 21 de tratamiento.

Orquidectomia

A los 3 meses de edad tanto el grupo CON como el CLI fueron divididos en dos
grupos: grupo 1) orquidectomizados o castrados (ORQ) y grupo 2) SHAM (a los que se
les realiz una incision sin extraccion de los testiculos).

Los animales fueron castrados bajo anestesia con éter etilico. Se realiz6 una
incision de aproximadamente 1 cm. en el area ventral, los testiculos fueron extraidos y
removidos incluyendo el epididimo. Se verificé la orquidectomia contando los testiculos
después de cada cirugia. Se suturo a las ratas y se les coloco en una caja limpia para su

recuperacion (Ver Figura 3).
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Figura 3. Procedimiento de orquidectomia. A. Se realiza una incision de 1cm en el rea ventral. B. Los
testiculos y la grasa asociada son extraidos con pinzas. C. Se realiza una ligadura alrededor de los
conductos deferentes y la arteria testicular y se cortan los testiculos y el tejido adiposo adyacente.
Modificado de: Sisk y Meek, 1997.

Prueba de conducta sexual masculina

El macho se introdujo en un redondel de plexiglas transparente con un diametro
de 45 cm con piso de aserrin, durante 5 minutos como habituacion. Posteriormente se
introdujo una hembra receptiva, la cual fue tratada previamente con estradiol (10 pg/
0.1 ml 48 horas antes de la prueba) y progesterona (1 mg/ 0.1 ml 4 horas antes de la
prueba). La prueba con una duracién de 30 minutos durante los cuales se cuantificaron
los siguientes parametros conductuales: latencia de monta (LM), latencia de intromision
(L1), nimero de montas (NM), nimero de intromisiones (NI), latencia de eyaculacion

(LE), el periodo refractario (PR) y frecuencia de eyaculacion (FE).
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5.5. Analisis estadistico

Para comparar los tiempos de inmovilidad en la PNF se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) de una via seguida de una prueba de Newman Keuls con un nivel
de significancia de p<0.05 como prueba post hoc.

Para comparar los niveles de expresion del receptor 5-HT;a se utilizé una t de
Student con un nivel de significancia de p<0.01 para realizar la comparacion entre
grupos.

Para comparar los resultados de la CSM se utiliz6 un ANOVA no paramétrico
en este caso una prueba de Kruskal Wallis posteriormente se realiz6 una prueba U de
Mann-Whitney como prueba post hoc con un nivel de significancia de p<0.01.

Para analizar el porcentaje de individuos que montan, intromiten y eyaculan en

prueba de CSM se aplico la prueba Chi-cuadrada con una significancia de p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1. Evaluacion del efecto del tratamiento neonatal con CLI en la PNF

En la figura 4 se muestra el efecto del tratamiento neonatal con CLI y solucion
salina sobre el tiempo de inmovilidad de ratas sometidas a la PNF en la edad adulta. Se
observa que el nimero de cuentas de inmovilidad se incrementa significativamente en el
grupo tratado con CLI comparado con el grupo control (p<0.05), al mismo tiempo dicho
tratamiento produce una disminucién del nado (p<0.05) sin modificar la conducta de

escalamiento.
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Figura 4. Efecto de la administracion neonatal de CLI sobre el tiempo de inmovilidad durante la PNF. En
el grupo tratado neonatalmente con CLI se observa un incremento en el tiempo de inmovilidad y una
disminucion de las conductas activas comparado con el grupo tratado con solucién salina (CON). Media
(n=7) £ E.E.M, ANOVA de una via seguida de Newman Keuls *p< 0.05.

B.E. Ofelia Limdn Morales Pagina 45



UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA Posgrado en Biologia Experimental

6.2. Evaluacion farmacologica de la funcion del receptor 5-HT5 en la PNF

El efecto de la administracion de dos dosis (0.25 mg/kg y 0.5 mg/kg) de 8-OH-
DPAT sobre la PNF tanto a machos tratados con CLI como solucion salina (CON) se
observa en la figura 5. La administracion de 8-OH-DPAT en el grupo CON (p<0.05) y
CLI induce una disminucion de la conducta de inmovilidad acompafiada de un
incremento en la conducta de nado en ambas dosis. En el caso del grupo CLI se observa
una importante disminucién de la inmovilidad y un incremento significativo de la

conducta de nado (p<0.01), con una eficacia similar a la observada en el grupo CON.
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Figura 5. Efectos conductuales de la administracion de 8-OH-DPAT sobre la PNF en ratas tratadas
neonatalmente con CLI. El tratamiento con 8-OH-DPAT disminuye la inmovilidad incrementando el
nado tanto en el grupo tratado neonatalmente con CLI como el grupo CON. Media (n= 7) + E.E.M,
ANOVA de una via seguida de Newman Keuls *p< 0.05, ** p< 0.01 vs CLI salina; + p< 0.05, ++ p< 0.01
vs CON salina.

6.3.  Evaluacion de la expresion del receptor 5-HT;, en ratas tratadas

neonatalmente con CLI

En la figura 6 se muestra como los niveles de ARNm para el receptor 5-HT;4 en
el nacleo del rafé disminuyen significativamente en un 50% en el grupo tratado con CLI

(p<0.0005) con respecto al grupo CON tratado con solucion salina.
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Figura 6. Niveles de ARNm del receptor 5-HT 14 en nucleo del rafé de ratas tratadas con solucién salina
(CON) y CLI A) Fotografia del gen representativo, tanto del gen constitutivo (- actina) como del gen
del receptor 5-HT;4. B) Se observa una disminucién en la cantidad de ARNm del receptor 5-HT 4 en el
grupo tratado con CLI. t de Student , Media (n= 3) + E.E.M, * p< 0.001.

En el caso de los receptores postsinapticos ubicados en el hipotdlamo (figura 7)
se observa que el tratamiento neonatal con CLI provoca un incremento significativo en
aproximadamente un 40% (p<0.0002) en la expresion del ARNm para el receptor 5-
HTi1a De manera similar en hipocampo (figura 8) se observa que el tratamiento
neonatal con CLI provoca un incremento significativo de 40% aproximadamente
(p<0.0004) en la cantidad de ARNm para el receptor 5-HT;a en el grupo tratado

neonatalmente con CLI.
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Figura 7. Expresion semicuantitativa del ARNm del receptor 5-HT;4 en hipotdlamo de ratas CLI. A)
Fotografia representativa tanto del gen constitutivo - actina como del gen problema. B) Nétese un
incremento en la cantidad de ARNm del receptor 5-HTy4 en el grupo tratado con CLI. t de Student,
Media (n=3) + E.E.M, * p< 0.001.
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Figura 8. Expresion del ARNm del receptor 5-HT 4 en hipocampo de ratas tratadas neonatalmente con
CLI. A) Fotografia de la amplificacion de un fragmento de - actina y 5-HT 4. B) Se puede observar un
incremento en la cantidad de ARNm del receptor 5-HTy4 en el grupo tratado con CLI. t de Student,
Media (n=3) + E.E.M, * p< 0.001.

6.4. Efecto del tratamiento neonatal con CLI sobre la CSM

El porcentaje de individuos que despliegan montas, intromisiones y
eyaculaciones en la tercera prueba de CSM realizada a animales tratados neonatalmente
con CLI y solucion salina se muestra en la Figura 9. El tratamiento neonatal con CLI no
afecta significativamente el porcentaje de machos que presentan montas, en contraste
afecta de manera significativa el porcentaje de machos que intromiten disminuyéndolo a
41% (p<0.01) y que eyaculan un 94% en comparacion con las ratas tratadas con
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solucion salina. (p<0.01). Con respecto a los pardmetros copulatorios de ratas tratadas
neonatalmente con CLI'y CON (solucién salina) en la tercera prueba de CSM (Tabla
2). Los resultados en los pardmetros copulatorios son unicamente de los machos que
presentaron conducta sexual (24 machos CON y 4 machos tratados con CLI). El
tratamiento neonatal con CLI produce un deterioro de la CSM, al inducir un incremento
significativo en la latencia de monta, de intromision y de eyaculacién. Los animales del
grupo CON presentaron una latencia de monta de 5.5 segundos en promedio, mientras
que en el grupo CLI este tiempo se incrementa a 175 segundos en promedio (p<0.01).
En el caso de la latencia de intromision ésta se incrementa a 244.5 segundos en los
individuos tratados con CLI, aproximadamente 4 minutos mas que en el grupo control
con una latencia de 5.5 segundos (p<0.01). Por otro lado, la latencia de eyaculacion se
incrementa sin que este incremento sea significativo. Respecto a la frecuencia de
eyaculacion, el tratamiento neonatal con CLI produce una disminucion significativa de
30% en comparacion con los machos CON. Las ratas CLI Unicamente alcanzaron 1.75
eyaculaciones en promedio contra 2.5 en el grupo CON, sin embrago esta diferencia no
resulta significativa. En el grupo tratado con CLI se pudo observar una tendencia a
incrementar el nimero de montas y a disminuir el nimero de intromisiones necesarias
para alcanzar una eyaculacion y por tanto disminuyo la tasa de aciertos (Hit Rate) sin

que esta sea significativa.
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Figura 9. Efecto de la administracion neonatal de CLI sobre el porcentaje de individuos que despliegan
montas, intromisiones y eyaculaciones. El tratamiento con CLI disminuye significativamente el
porcentaje de machos que presentan intromisiones y eyaculaciones, sin afectar el porcentaje de individuos
que montan. X?, Media (n= 24-26) + E.E.M,*, p< 0.01.

Tabla 2. Pardmetros de CSM en ratas tratadas neonatalmente con solucion salina 'y CLI

en su tercera prueba de conducta sexual.

FE LM LI LE NM NI HR PR
CON 10.72 +
(28) 25+024 55+166  55+166 611901167 7.61+2.1 174 0643004 322051623
CLI
1755+ 2446+  904+11264 1125+195 9042 05+003 332.66+18.05
(n=4126) 175£028 7. T 75

Abreviaturas: FE= frecuencia de eyaculaciéon, LM= latencia de monta, LI= latencia de intromisién, LE=
latencia de eyaculacién, NM= nimero de montas, NI= nimero de intromisiones, HR= hit rate o tasa de
aciertos, PR= periodo refractario. Kruskal Wallis, Media (n= 24-26) + E.E.M, * p< 0.05, ** p< 0.01.
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6.1. Evaluacién de la CSM después de la administracién de E,

Efecto del tratamiento con E; durante 21 dias y la combinacion de este con 1 mg
de DHT sobre el porcentaje de sujetos que montan en ratas castradas tratadas
neonatalmente con CLI y CON (figura 10). Se pudo observar que la castracién por 3
semanas afecta el porcentaje de individuos que despliegan montas las cuales
disminuyen en un 25%, en el caso del grupo CON (p<0.05), y un 44% para el grupo
tratado con CLI (p<0.02). Conforme transcurre el tiempo de castracion se reduce el
porcentaje de individuos que despliegan montas desapareciendo totalmente este
pardmetro después de 6 semanas en ambos grupos. Por otro lado, la administracion de 5
ug de E; restituye gradualmente el numero de individuos que montan, de un 50% hasta
llegar a un 100% (p<0.01) después de 21 dias de tratamiento hormonal en las ratas
CON, mientras que en las ratas tratadas con CLI solo el 90% (p<0.01) despliega esta
conducta. En tanto que, el tratamiento con 10 pg de E; mantiene este patrén después de
7 dias de administracion incrementandolo al 100% tanto en los CON como en los
tratados neonatalmente con CLI. En el caso del tratamiento combinado de E,+DHT
logra restituir la conducta de monta en el 100% de los individuos en ambos grupos
después de 14 dias de su administracion.
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Figura 10. Efecto de la administracién de E, durante 21 dias a ratas tratadas neonatalmente con CLI
sobre el porcentaje de individuos que despliegan montas al dia 1, 7, 14 y 21. El tratamiento con E, logra
restablecer por completo el porcentaje de machos que montan en el grupo control y parcialmente en el
grupo CLI. X%, Media (n= 4-11) + E.E.M,* p< 0.05 respecto a CLI SHAM.

Por otro lado en cuanto a los resultados del porcentaje de individuos que
presentan intromisiones a lo largo del tratamiento hormonal se muestra en la Figura 11.
Se puede observar que la castracion afecta significativamente el porcentaje de
individuos que presentan intromisiones tanto en los individuos CON como en los
tratados neonatalmente con CLI, aboliendo esta conducta en el 100% de los individuos
desde la tercera semana de castracion. El tratamiento hormonal con E, incrementa
paulatinamente el porcentaje de sujetos que intromiten, en el grupo CON alcanzando el
100%, 14 dias después de la administracion de 5 pg de E,, con esta misma dosis, las
ratas tratadas con CLI alcanza solo el 90% de los individuos que despliegan este

parametro, el cual se mantiene hasta los 21 dias de tratamiento, (p<0.01).

En cuanto al tratamiento con de E, a las concentraciones de 5 y 10 pg en

combinacion con 1 mg de DHT se logra restablecer el patron conductual de intromisién
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en ambos grupos. En el grupo CON induce que el 100% de los animales tratados
desplieguen la conducta de intromision desde el dia 7 de administracion hormonal,
dicho porcentaje se mantiene a lo largo del tratamiento. En contraste, en el grupo CLI
ambas dosis recuperan el patron de intromision a partir del dia 7 en un 80% para la
dosis de 5 pg de E; + DHT y 90% en la dosis de 10 pg de E, + DHT, dichos porcentajes
se incrementan a 100% (p<0.01) de los machos a partir del dia 14 y se mantienen hasta

el final del experimento.
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Figura 11. Porcentaje de individuos tratados neonatalmente con CLI que realizan intromisiones durante
21 dias de tratamiento con E,. El tratamiento con E, y la combinaciéon con DHT logran restablecer el
porcentaje de individuos que intromiten. (SHAM). X?, Media (n= 4-11) + E.E.M,* p< 0.05 respecto a
CLI SHAM.

En la Figura 12 se muestra el efecto del tratamiento con E, y DHT sobre el
porcentaje de individuos que eyaculan. Después de 21 dias de castracion la conducta de

eyaculacion desaparece totalmente en ambos grupos de animales (CON y CLI).
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Por otro lado después de 7 dias de tratamiento con 5 pg de E, se restablece este
patron en un 33% de los individuos del grupo CON, posteriormente el porcentaje de
individuos que eyaculan en el grupo CON disminuye a un 10% en el dia 14 y se
mantiene asi a lo largo del tratamiento En el caso del grupo tratado con CLI, la dosis de
5 ug de E; no es capaz de restituir este parametro. La dosis de 10 pg restablece el patrén
de eyaculacion en un 10% en los individuos del grupo CON después de una semana de
tratamiento, sin embargo en las evaluaciones siguientes no se presentan este patron en
este grupo. En el grupo CLI el tratamiento con 10 ug de E, es insuficiente para
mantener la conducta de eyaculacion.

En el caso de la administracion de E; + DHT da inicio al restablecimiento del
patron de eyaculacion en ambos grupos de animales desde el dia 7 de tratamiento. En el
grupo CON la dosis de 5 pug de E; +DHT restablece el patron de eyaculacién en el 70%
de los individuos para el dia 7 de tratamiento, en cambio en el grupo tratado con CLI
solo el 20% (p<0.02) de los individuos. La administracion por 7 dias de 10 pg de E; +1
mg de DHT restaura el patron de eyaculacion en un 80% de los individuos CON y un
33% de los machos CLI (p<0.02). El patron de eyaculacion se restablece en el 100% de
los machos CON desde los 14 dias de tratamiento, mientras que en el grupo CLI se

incrementa a 90% (p< 0.01) hasta los 21 dias de tratamiento.
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Figura 12 Efecto del tratamiento por 21 dias con E, a ratas tratadas neonatalmente con CLI sobre el
porcentaje de individuos que despliegan eyaculaciones. La administracién de E, y DHT restablece el
porcentaje de machos que eyaculan. X?, Media (n= 4-11) + E.E.M,*, p< 0.05 respecto a CLI SHAM.

La Tabla 3 muestra los efectos del tratamiento hormonal sobre los parametros
copulatorios. La castracion por 4 semanas deteriora la conducta sexual en ambos grupos
(CLI y CON), ya que dichos animales no presentan eyaculaciones. Con respecto a la
latencia de monta se incrementa de 15 segundos en promedio en el grupo SHAM a 194
segundos en animales castrados, esto en el grupo CON (p<0.05). Por otro lado, en el
grupo tratado con CLI la latencia de intromisidn se incrementa aproximadamente 8 veces,
con una latencia de 823.6 segundos en promedio (p<0.01) (Tabla 3). La latencia de
intromision se incrementa en el grupo CON después de 4 semanas de castracion
mostrando una latencia de 597 segundos comparado con el SHAM (36.6 segundos)
(p<0.001). En el grupo CLI, los animales no presentan el patron de intromision.

El tratamiento con E, en animales CON logran restablecer la conducta de

eyaculacion y disminuir las latencias de monta e intromision en ambos grupos. En cuanto
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a la latencia de monta el tratamiento con E, logra que se disminuya respecto a la

presentada por animales CON castrados, ademas comienzan a presentarse intromisiones
en el grupo CLI. En el grupo CON el tratamiento con 5 pg de E; logra que la latencia de
monta disminuya a valores similares a los presentados por las ratas CON SHAM a 13.8
segundos en promedio, en las ratas CLI castradas se disminuye de 823 segundos en
animales castrados a 578.1 segundos (p<0.01). La latencia de intromisién también
disminuye por efecto del tratamiento hormonal en los animales CON tratados con 5 pg de
E., reduciéndose a 42.5 segundos logrando normalizarse. En el grupo tratado con CLI la
latencia de intromision se incrementa respecto a los valores presentados por su grupo
SHAM (653.7 segundos) sin embargo esta diferencia no es significativa. Respecto a la
frecuencia de eyaculacién, el tratamiento con E; 5 pg en las ratas CON es capaz de
establecer el patrén eyaculatorio sin que se presente con la frecuencia de los animales
CON SHAM, presentando solo una eyaculacion (p<0.05) durante la prueba y un
incremento en la latencia de este pardmetro hasta de 1177 segundos en promedio
(p<0.05). Cabe mencionar que en el dia 7 de tratamiento menos del 50% de los
individuos CON presentan eyaculaciones, este tratamiento con E, no logra que se
presenten eyaculaciones en el grupo CLI. En cuanto al nimero de montas e intromisiones
en el grupo CON la administracion de 5 pug de E, hace que se presenten ligeramente
incrementados con respecto al SHAM presentando 16 montas (p<0.05) y 13.6
intromisiones (p<0.05) en promedio. Con respecto a la tasa de aciertos se normaliza a
valores similares al SHAM mostrando una tendencia a disminuir pero nuevamente no hay
diferencias significativas. El periodo refractario se ve normalizado (354 segundos) por la
administracion de 5 pg de E; a niveles mostrados por SHAM. En el caso de la dosis de E,
de 10 pg la latencia de monta en el grupo CON se ve incrementada a 56 segundos
(p<0.05) respecto a los animales SHAM, en el grupo CLI hay una disminucién en este
parametro, sin llegar a los niveles de su SHAM, mostrando valores de 112 segundos en
promedio, sin que esta diferencia sea significativa. La latencia de intromision se reduce
en los machos CON respecto de su control castrado llegando a 488.7 segundos en
promedio (p<0.05), por otro lado el grupo CLI comienza a presentar intromisiones
aunque su latencia se encuentra incrementada a 438.8 segundos esto es;
aproximadamente 4 veces la que se observa en el grupo CLI SHAM (p<0.05).
Nuevamente la administracion de E, en una dosis de 10 pg recupera el patron de
eyaculacion unicamente en el grupo CON presentando una frecuencia de 2 y una latencia

de 849 segundos la cual esta incrementada comparada con su grupo SHAM (p<0.05). El
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nimero de montas e intromisiones en el grupo CON se muestra ligeramente

incrementado presentando valores de 17 (p<0.05) y 13.6 (p<0.05) respecto de su grupo
SHAM, mostrando una tendencia a disminuir el Hit Rate sin que en este pardmetro se
presenten diferencias. Asi mismo el periodo refractario parece incrementarse, pero
nuevamente no existen diferencias significativas.

La administracién de E, en combinacion con DHT por una semana es capaz de
revertir los efectos de la castracion sobre todos los parametros copulatorios en ambos
grupos. El grupo CON presenta valores similares a los que se observan en el grupo
control SHAM. La latencia de monta en animales tratados con 5 pg de E; y DHT muestra
valores de 13 segundos en promedio para el grupo CON y de 18 segundos en el machos
tratados con CLI (p<0.05) valores similares a los observados en el grupo CON SHAM,
un minuto menos que en el grupo CLI SHAM. EI parametro de latencia de intromision se
disminuye con la administracion de 5 pg de E, y DHT respecto al grupo castrado y con el
tratamiento hormonal en ambos grupos. En el caso del grupo CON muestra una latencia
de 29.8 segundos en promedio y en el caso de los machos CLI la latencia es de 19.2
segundos (p<0.05) en este caso disminuyéndose cerca de 9 veces comparado con el grupo
CLI SHAM. Por otro lado, en el grupo CON tanto la latencia como la frecuencia de
eyaculacion se normalizan por efecto del tratamiento hormonal, en el caso de los machos
tratados con CLI se comienzan a restituir las eyaculaciones por efecto del tratamiento,
con una latencia de 1486 segundos, mientas que la frecuencia observada para este grupo
es de 1 eyaculacién en promedio. En cuanto al nimero de montas e intromisiones el
tratamiento hormonal por 7 dias con 5 ug de E; + DHT en el grupo CON se normalizados
y en los individuos CLI ambos se encuentran ligeramente incrementados con respecto al
CON SHAM, sin embargo la tasa de aciertos se alcanza valores de 0.67, muy similares a
los del grupo CON. El periodo refractario en el grupo CON llega a valores de 437
segundos, en contraste en las ratas CLI tratadas con 5 pug de E,+DHT se observa una
disminucion de este parametro con respecto incluso a los machos del grupo CON SHAM
mostrando latencias de 96 segundos en promedio. El tratamiento con la dosis de 10 pg +
1 mg de DHT en los grupos CON y CLI hace que se normalicen los parametros alterados
por la castracion y por el tratamiento neonatal con CLI, presentando una latencia de
monta de 17 segundos en individuos CON, en el grupo CLI se disminuye a 14 (p<0.05)
segundos en promedio. En cuanto a la latencia de intromision el tratamiento la reduce en
los animales CON igualando a su SHAM, por otra parte el tratamiento hormonal

disminuye significativamente este parametro en los machos tratados con CLI a 23
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segundos comparado con 172 que presenta el grupo CLI SHAM (p<0.05). El tratamiento

con 10 pg de E; y DHT por 7 dias logra restablecer el patron de eyaculacién en machos
de ambos grupos. En el grupo CON se presenta una latencia y frecuencia de eyaculacion
equiparables a las presentadas por el grupo SHAM, mientras que en los animales tratados
neonatalmente con CLI se comienza a restablecer el patrén de eyaculacion, con una
latencia similar a la de machos intactos (635 segundos) y una frecuencia de 1.8
eyaculaciones (p<0.01). En ambos grupos se observan numeros de montas e
intromisiones similares a las presentadas por los individuos CON SHAM, asi también se
normaliza el Hit Rate siendo 0.62 en promedio para los machos CLI y 0.72 en animales
CON.
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Tabla 3. Parametros de CSM en ratas castradas tratadas neonatalmente con solucion
salina (CON) o CLlI en el dia 7 de tratamiento con E, y DHT.

FE LM LI LE NM NI HR PR

SHAM
g}?’g) 3+0.9 15+1.9 36.6 £5.2 350.5+¢125 8319  7.9+16 0.61+0.4 280.4%7.02

CLI (n=8) o0+ 103.3+4.6++  1725+51++ - - - - -

ORQ
CON
(n=4)
CLI (n=4) 0 823.6 +19.7 ** ; ; ) ; . i

0+ 194 £10.02+ 597 £9.4+ - - - - -

E, 5ug
CON
(n=9)
CLI
(n=11)

1.3+0.8+ 13.8+15 42553 1177+ 179+ 16+£19+ 13.6x1.2+ 05103 354.6£9.4

0 578.1 £16.9**  653.77+16.7 - - - - -

E, 10 pg
CON
(n=9)
CLI
(n=11)

210 56.3+5.2+ 488.7 £10.2+ 849+ 17.9+ 17+42+ 13.6x1.2+ 0503 354.6£9.4

0 112 +13.3 438.8 £15.9 - - - - -

Ez Spg+

DHT

CON

(n=11)

CLI(n=8) 1 18 +2.1* 19.2 £2.2* 1486 £7.4 15425 30.5+1.6 0.67+0.3 96.210.8

2.8+0.6 13.3+2 29.8+3.6 436.8+16.1 2£1.2+ 72+19 0.61+0.1 437.6 +13.1+

E, 10ug+
DHT
CON
(n=10)
CLlI
(n=11)

24+0.7 17.7£2.2 20£2.3 558.4+12.3 5.7+1.3 152+19+ 0.72+03+ 295.8+75

1.8+0.9** 14.6 +2.5% 23 +3.6* 635.6+10.6 8.6+2.2 12.9+1.5 0.62+ 0.4 289.5 6.9

Abreviaturas: FE= frecuencia de eyaculacién, LM= latencia de monta, LI= latencia de intromisién, LE=
latencia de eyaculacion, NM= nimero de montas, NI= nimero de intromisiones, HR= hit rate o tasa de
aciertos, PR= periodo refractario. Kruskal-Wallis, Media (n= 4-11) + E.E.M, * p< 0.05, ** p< 0.01 vs.
CLI SHAM, + p< 0.05, ++ p< 0.01vs. CON SHAM.

Los efectos del tratamiento con E, y la combinacién de esta hormona con DHT
sobre los parametros copulatorios en el dia 14 se muestran en la Tabla 4. Después de 5
semanas de castracion (Tabla 4) los macho del grupo CON muestran un incremento en la
latencia de monta cerca de 10 veces comparado con el grupo SHAM llegando hasta 105.5
segundos en promedio, el grupo tratado neonatalmente con CLI Gnicamente presenta el
patron conductual de monta con un incremento en la latencia de 286.8 segundos (p<0.01)
respecto a su control SHAM. Con respecto a la latencia de intromision se observa un

incremento significativo en machos CON la cual se incrementa en un 70% llegando a
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174.5 segundos sin embargo en el analisis estadistico no resultan significativos. En

animales con 5 semanas de castracion se dejan de presentar eyaculaciones por lo que el
resto de los patrones no fue evaluado.

El tratamiento con estradiol en ambas dosis, recupera los patrones de monta e
intromision en ambos grupos. En el grupo CON la administracion de E; en las dosis de 5
Mg por 2 semanas disminuye la latencia de monta presentando 34.4 segundos en
promedio (p<0.01), los animales tratados con CLI muestran una latencia de monta de
647.4 segundos (p<0.01) similar a la presentada por el grupo castrado. En el caso de la
latencia de intromision, en el grupo CON esta se normaliza por efecto del tratamiento
hormonal (42.8 segundos); el tratamiento con 5 g de E; logra que se presente este patrén
en machos CLI con una latencia de 598.8 segundos (p<0.01). El tratamiento hormonal no
logro restablecer el patron de eyaculacion, mostrando recuperacion de este patron
Unicamente en uno de los individuos del grupo CON en el que se manifiesta un deterioro
de la conducta copulatoria al presentar una latencia de eyaculacion alta con respecto al
grupo SHAM, 892 segundos y una frecuencia de eyaculacion de 1 durante la prueba, en
contraste; el tratamiento normaliza el nimero de montas, de intromisiones, Hit Rate y
periodo refractario mostrando valores observados también por el grupo SHAM. El
tratamiento por 14 dias con 10 pg de E2 restablece Gnicamente los patrones de monta e
intromision en ambos grupos. En el grupo CON la latencia de monta se presenta con un
incremento respecto de su grupo SHAM mostrando valores de 37.8 segundos promedio
(p<0.01), por otro lado en el grupo CLI este parametro presenta valores incluso mayores
que los de animales castrados con una latencia de monta de 52.1 segundos en promedio
(p<0.05). En cuanto a la latencia de intromision en el grupo CON el tratamiento
hormonal la restablece a los niveles del CON SHAM, en el grupo CLI el tratamiento
hormonal restablece esta conducta con una latencia elevada (254.4 segundos; p<0.01). El
tratamiento con E2 en una dosis de 10 pg no logra restablecer la conducta de eyaculacion
en ninguno de los grupos.

Por el contrario, la administracion de estradiol en combinacién con DHT logra
restablecer todos los pardmetros en ambos grupos, en los animales CLI el tratamiento
hormonal por 2 semanas con estradiol y DHT restituye las alteraciones conductuales
presentadas por el modelo. En el grupo CON el tratamiento con 5 pg de E2 y DHT
disminuye la latencia de monta a niveles presentados por su SHAM, en el grupo CLI se
disminuye la latencia de monta a 41.3 segundos (p<0.05), del mismo modo la latencia de

intromision en el grupo CON se iguala a la presentada por el grupo SHAM, en los
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animales CLI se disminuye a 62 segundos en promedio, sin que esta diferencia sea

significativa. En los machos CON ademés el nimero de montas e intromisiones y la
latencia de eyaculacion se presentan se presentan con valores similares a los del grupo
CON SHAM, unicamente la frecuencia de eyaculacion se presenta disminuida (1.6
eyaculaciones) sin llegar a ser significativa. En el grupo tratado neonatalmente con CLI
este tratamiento restablece la conducta de eyaculacion, los parametros de: numero de
montas e intromisiones, Hit Rate, periodo refractario no presentan cambio respecto de su
grupo SHAM, vy tanto la frecuencia de eyaculacion con valores de 2.3 (p<0.05) y la
latencia de este pardmetro 421.9 (p<0.05) muestran valores similares a los del grupo CON
SHAM. Por otro lado el tratamiento con 10ug de E2 + DHT revierten totalmente las
alteraciones en la conducta sexual provocadas por la castracion en el grupo CON
restituyendo todos los pardmetros copulatorios a los parametros de machos intactos. En el
grupo CLI Unicamente se presentan cambios significativos con respecto al grupo CLI
SHAM en el nimero de montas e intromisiones con valores de 8.8 (p<0.05) y 18 (p<0.05)

respectivamente sin que se observen cambio en la tasa de aciertos.
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Tabla 4. Parametros de copulatorios de ratas castradas tratadas neonatalmente con CLI
en el dia 14 de tratamiento hormonal.

FE LM LI LE NM NI HR PR
SHAM
CON(n=8)  24+08  15.4%25 58+ 4.3 430+125 8121 9417 0501 205510
CLI (n=2/8)
15£08+ 185+11 31.043.7+ 1073+ 6.6+ 1508+ 105:18 087+01+ 35348
ORQ
CON(n=4) O+ 1055 +14++ 1745143 - . . .
CLI (n=4) 0 286.8+19.5%* - - - . .
E2 5ug
CON(n=9) 1 34.4433++ 428451 892+ 14 19 06 343
CLI(n=11) 0 647.4+14.1%%  508.8+16.3%* - . . -
E> 10 pg
CON(n=9) O+ 37.8435++  458+36 - . . .
CLI(n=11) 0 521434%  254.4+158%* - - . .
E; 5pg +
DHT
CON(n=11) 16+07 24539 42353 664.3+ 84+22 115:22 06+03  2466%13.
14,1+ 6+
CLI (n=8) 23:00% 413441 62.144.6 421.9+103% 89+12* 96+13  05+01% 3461461
E>
10ug+DHT
CON(n=10) 18+0.88 214+26 0438+  5738£139 74326 1500  069:04 304131
CLI(n=11)  15+09  155:1.9 27.8 435 8712+19.8  88+23* 18423 060+03  287+107

Abreviaturas: FE= frecuencia de eyaculacion, LM= latencia de monta, LI= latencia de intromisién, LE=
latencia de eyaculacién, NM= nimero de montas, NI= ndmero de intromisiones, HR= hit rate o tasa de
aciertos, PR= periodo refractario. Kruskal Wallis, Media (n= 4-11) + E.E.M, * p< 0.05, ** p< 0.01 vs.
CLI SHAM, + p< 0.05, ++ p< 0.01 vs. CON SHAM.

Los parametros copulatorios de machos tratados con E; y la combinacién de esta
hormona en el dia 21 se observan en la Tabla 5. Despuées de 6 semanas de castracion
tanto el grupo control como el tratado neonatalmente con CLI dejan de presentar

despliegue de conducta sexual.
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El tratamiento con E, en ambas dosis restablece la conducta de monta e
intromision en ambos grupos. La dosis de 5 g de E, en el grupo CON induce latencias
de monta similares a las del grupo SHAM (30 segundos en promedio; p<0.05), asi
también en el grupo CLI se observa una disminucion en la latencia de monta hasta 23.1
(p<0.05) segundos. La latencia de intromisién en los individuos CON muestra una
latencia de 296 segundos sin que esta sea significativa, el grupo CLI tratado con la dosis
de 5 pg de E, muestra valores de 42.3 segundos para la latencia de intromisién muy
similar a lo observado en el grupo CLI SHAM. Nuevamente el tratamiento hormonal
estimula la eyaculacion Unicamente en un individuo CON, el cual muestra parametros
copulatorios con valores normales, excepto por la frecuencia de eyaculacion la cual se
ve disminuida con respecto a su SHAM, ya que presenta una sola eyaculacién durante la
prueba (p<0.01). Por otro lado el tratamiento por 3 semanas con E, en una dosis de 10
pg Unicamente restaura las conductas de monta e intromision en ambos grupos. El
grupo CON muestra una latencia de monta incrementada (72.5 segundos; p<0.01) y una
latencia de intromision de 640.8 (p<0.05) con respecto de su grupo SHAM, en los
machos tratados neonatalmente con CLI la latencia de monta se disminuye con respecto
a su SHAM mostrando valores de 16.8 segundos (p<0.01) y una latencia de intromisién
de 91 segundos (p<0.01). Para el parametro de latencia de intromision en ratas CON se
ve incrementada comparado con su SHAM mas de 20 veces presentando valores de 640
segundos (p<0.01), por el contrario el grupo CLI no muestra diferencias significativas
con respecto al grupo CLI SHAM.

Por ultimo, la administracion de E; en ambas dosis combinado con DHT, logran
que se presenten eyaculaciones y una mejora de todos los parametros en ambos grupos,
alcanzando los pardmetros copulatorios de los machos control SHAM. El tratamiento
con 5 pg de E; + DHT en machos del grupo CON restablece todos los pardmetros a
valores similares a los grupos SHAM. En el grupo CLI a una dosis de 5 pg de E; +
DHT no se observan cambios significativos respecto al grupo CLI SHAM en la latencia
y numero de intromisiones pero por otro lado, existe una mejora en el parametro de
latencia de monta con valores de 17 segundos (p<0.01), latencia de eyaculacion pasando
de 1074 en el grupo CLI SHAM a 449.9 segundos (p<0.05) incrementando también la
frecuencia de este pardmetro alcanzando hasta 2.4 eyaculaciones por individuo
(p<0.05). Ademas se disminuye el nimero de montas a 7.1 (p<0.05) y se incrementa el
namero de intromisiones a 10.7 (p<0.01) lo cual repercute en la tasa de aciertos que se

incrementa hasta 0.4 mas que en el grupo CLI SHAM con el tratamiento alcanzando 0.6
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(p<0.05). Asi también se reduce significativamente el periodo refractario de mas de 10
minutos a cerca de la mitad presentando valores de 211 segundos (p<0.05). En el caso
de la dosis de 10 pg de E; en combinacion con DHT en el grupo CON al igual que en la
dosis de 5ug de E; y DHT se restablecen todos los parametros a niveles observados en
el grupo SHAM, incluso se observa que la latencia de intromision se presenta una
disminucion a valores de 10.1 segundos (p<0.05). Este mismo tratamiento en machos
tratados neonatalmente con CLI no modifica significativamente la latencia de
intromision pero induce una disminucion en la latencia de monta de 34.4 a 23 segundos
(p<0.05) y una disminucion de la latencia de eyaculacion mostrando valores por debajo
de los 5 minutos (260 segundos; p<0.01), ademéas se observa que la frecuencia de
eyaculacion se incrementa con respecto al grupo CON SHAM, presentando hasta 3.5
eyaculaciones (p<0.05) durante la prueba cuando en el grupo CON SHAM se
presentaban 3 en promedio, asi también se disminuye el nimero de montas que
preceden a la eyaculacién a 3.7 (p<0.01), por consiguiente el Hit Rate se incrementa a
0.07 (p<0.01) disminuyendose también el periodo refractario a 211 segundos en
promedio (p<0.01).
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Tabla 5. Parametros de copulatorios de ratas castradas tratadas neonatalmente con CLI
y solucion salina en el dia 21 de tratamiento hormonal con E, y su combinacion con

DHT.
FE LM LI LE NM NI HR PR
SHAM
CON (n=8) 3+1 18.1+1.3 25.6+3.2 313+6.7 4.5+1.6 7+09 0.64+0.3 236 +7.6
CLI (n=3/8) 1+0.6+ 34.3+4.4++ 43452 1074+14.3++ 17.7+2++ 4711+ 0.2+0.07++ 700
+21+
ORQ
CON (n=4) 0++ - - -
CLI (n=4) 0 - - R
E2 5pg
CON (n=9) 1++ 30.5 +4.5+ 35.3+4 492 7 14+ 0.7 330
CLI (n=11) 0 23.1+ 2.8* 42.3£3.6 - - -
E, 10ug
CON (n=9) O++ 725 640.8 + 22.5+ - - -
+9.3++
CLI (n=11) 0* 16.8+ 91+ 4.5%* - - - -
2.9**
E; Sug+
DHT
CON (n=11) 2.8+0.8 25 2.7+ 26 +2.5+ 251+8.9+ 2+13 7+13 0.8+ 0.1+ 312+6.8+
CLI (n=8) 24+1.05* 17+ 3.6** 36.6+3.4 4499 £13.3* 7.1+18* 10.7+1.3**  0.6+0.1* 3147
+7.1*
E, 10Hg+
DHT
CON (n=10) 2607 8.6+2.3 10.1+ 2.4+ 362 £10.5+ 75+16 9+ 1.4+ 0.5+0.08 338.5+
6.05++
CLI (n=11) 3.5+£0.7* 23 £3.1* 20.7+3.1 260 +12.6** 3.7+1.6** 62%16 0.7+0.1** 211
+10.3**

Abreviaturas: FE= frecuencia de eyaculacion, LM= latencia de monta, LI= latencia de intromision, LE=

latencia de eyaculacion, NM= ndmero de montas, NI= ndmero de intromisiones, HR= hit rate o tasa de

aciertos, PR= periodo refractario. Kruskal Wallis, Media (n= 4-11) + E.E.M,

vs. CLI SHAM, + p< 0.005, ++ p< 0.001 vs. CON SHAM.

* p< 0.005, ** p< 0.001
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los presentes resultados muestran que el tratamiento neonatal con CLI induce
alteraciones en el despliegue de las conductas en la PNF, incrementando
significativamente la conducta de inmovilidad y disminuyendo el nado. Dichas
alteraciones en la PNF se revierten con la administracion de 8-OH-DPAT, un agonista
del receptor 5-HT;a el cual provoca una disminucion en la conducta de inmovilidad y
un incremento de la conducta de nado. Por otro lado, el tratamiento neonatal con CLI
provoca una disminucion de la expresion del ARNm para el receptor 5-HT1a en el
nacleo del rafé que se acomparfia de un incremento en la expresion del ARNm para este
receptor en hipotdlamo e hipocampo. Ademas nuestros resultados corroboran las
alteraciones que el tratamiento neonatal con CLI produce sobre la CSM, al inducir una
disminucion del porcentaje de individuos que presentan intromisiones y eyaculaciones,
asi también afecta severamente algunos de los pardmetros copulatorios, incrementando
de manera significativa la latencia de monta, de intromision y de eyaculacion y
disminuyendo la frecuencia de eyaculacion. La administracion de E; en combinacion
con DHT revierte las alteraciones provocadas por el tratamiento neonatal con CLI sobre
la CSM, disminuyendo las latencias de monta, intromisién y eyaculacion, ademas de
incrementar la frecuencia de eyaculacion.

Las ratas tratadas neonatalmente con CLI muestran en la edad adulta diferentes
alteraciones conductuales entre las que podemos citar una disminucién en la conducta
sexual masculina (Neill, 1990; Vogel, et al., 1996; Bonilla-Jaime, et al., 1998; Bonilla-
Jaime; et al., 2003b), incremento en la agresividad y locomocién en campo abierto,
anormalidades en el suefio MOR (Vogel, et al.,1975; Vogel, et al, 1982; Vogel, et al.,
1990a, 1990b, 1990d; Feng y Ma, 2002), disminucién en la ingesta de alimento y en la
busqueda de conductas recompensantes (Neill, 1990; Vogel, et al., 1990c), asi como un
incremento de la conducta de inmovilidad en la prueba de nado forzado (Velazquez-
Moctezuma y Diaz-Ruiz, 1992; Bonilla-Jaime et al., 1998; Vazquez-Palacios, et al.
2005) como se logro corroborar en el presente trabajo. Muchas de estas conductas son
reguladas por el sistema serotoninérgico.

La 5-HT estd implicada en la regulacion y adecuado despliegue de conductas
como ingesta de alimento, saciedad, conducta sexual, ciclos suefio-vigilia, estado de

animo y agresién entre otras (Curzon, 1988). Diferentes estudios acerca del
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neurodesarrollo en rata han mostrado que las neuronas serotoninérgicas del tallo
cerebral son las primeras neuronas en diferenciarse y juegan un papel clave en la
regulacion de la neurogénesis (Azmitia, 2001), asi se ha propuesto que la 5-HT actla
como una sefial en la proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular (Azmitia, 2001),
asi como un efecto trofico en el cerebro, es decir, permite el desarrollo de los axones
hacia sus correctos sitios de sinapsis (Lauder, 1990). Se ha observado que durante el
desarrollo, los niveles de 5-HT y del ARNm de la triptofano hidroxilasa se incrementan
hasta 35 veces en el nicleo de rafé dorsal entre los dias 18 y 22 postnatal. En el caso
del transportador de 5-HT, como de diferentes receptores serotoninérgicos, se observan
un incremento en sus niveles desde etapas perinatales hasta alcanzar los niveles de un
individuo adulto aproximadamente durante la tercera semana de vida posnatal, periodo
que se ha relacionado fuertemente con la aparicion de la sinaptogénesis (Igvy-May, et
al., 1994; Jacobs y Azmitia, 1992). Ademas, se ha observado que la presencia de 5-HT
mejora la sobrevivencia de las neuronas y acelera la diferenciacion y mielinizacion de
axones (Jacobs y Azmitia, 1992). La 5-HT también puede ejercer un efecto inhibitorio,
limitando el crecimiento de conos sinapticos y la ramificacion de axones (Jacobs y
Azmitia, 1992). Se ha propuesto que los receptores 5-HT4 ubicados en la glia influyen
sobre el neurodesarrollo por estimulacion de la liberacion del factor neurotréfico S-
100B, una proteina que modula la diferenciacion de neuronas neocorticales y
serotoninérgicas (Whitaker-Azmitia, 1991). Asi, se ha observado que manipulaciones de
este sistema de neurotransmision en la etapa neonatal provoca deficiencias en el
crecimiento neuronal, la sinaptogénesis, la maduracion de otros sistemas de
neurotransmision y finalmente sobre la conducta de la rata adulta (Whitaker-Azmitia y
Azmitia, 1986; Whitaker-Azmitia, 1991). En este contexto, la administracién de
pargilina (inhibidor no especifico de la MAQO) sobre un cultivo de neuronas
serotoninérgicas a los dias 14-18 de vida posnatal, inhibe el crecimiento de dichas
neuronas (Whitaker-Azmitia y Azmitia, 1986), ademas la deplecién en la produccion de
5-HT durante la etapa neonatal por medio de la administracion de para-clorofenilalanina
(PCPA) induce una disminucion permanente en la densidad de espinas dendriticas en el
giro dentado del hipocampo (Yan, et al., 1997), generando una disminucién en la
sinaptogénesis lo que provoca un severo déficit cognitivo en la edad adulta (Mazer, et
al., 1997). En el presente trabajo la administracion de CLI, un inhibidor de la recaptura
de 5-HT en el periodo critico de desarrollo ( del dia 12 al 20 posnatal), parece alterar la

maduracion del sistema 5-HT, por consiguiente afectar su funcion en el neurodesarrollo,
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dando como resultado las diferentes alteraciones fisioldgicas y conductuales observadas
en la edad adulta en el modelo de depresion (Vogel et al. 1990c), viéndose afectado el
despliegue conductual en el patron copulatorio (Feng y Vogel, 2001) y de la PNF
(Velazquez-Moctezuma y Diaz-Ruiz, 1992; Vazquez-Palacios, et al. 2005) entre otras.

Los presentes resultados muestran que el tratamiento neonatal con CLI induce
un incremento significativo en la conducta de inmovilidad en la PNF, que se acomparia
de una disminucion del nado y una tendencia a disminuir el escalamiento. Estos
resultados concuerdan con datos descritos previamente en ratas tratadas con CLI
sometidas a la PNF en la edad adulta (Velazquez-Moctezuma y Diaz, 1992; Bonilla-
Jaime et al., 1998; Véazquez-Palacios, et al. 2005). Un efecto similar se observd
también, cuando se administré neonatalmente un inhibidor selectivo de la recaptura de
5-HT; el LU 10-134C, induciendo un importante aumento de la inmovilidad y un
decremento en el nado en la PNF (Hansen, et al. 1999). Dichos cambios podrian estar
reflejando una alteracion de sistemas de neurotransmision implicados en la etiologia de
la depresidon, de manera particular en el sistema serotoninérgico.

Estas alteraciones en el despliegue de las conductas en la PNF nos ofrecen
indicios de qué sistemas de neurotransmision podria estar afectando el tratamiento
neonatal con CLI. En la PNF las ratas CLI muestran un incremento en la inmovilidad y
disminucion de la conducta de nado, patrén de respuesta que se ha relacionado con la
actividad del sistema serotoninérgico (Vazquez-Palacios, et al. 2005). Asi tenemos que
en la PNF, diferentes clases de antidepresivos administrados en la edad adulta inducen
una disminucién de la inmovilidad y la evaluacién de esta conducta se acomparfia de la
evaluacion de las conductas de nado y escalamiento, estas Gltimas se modifican en
respuesta a diferentes tipos de farmacos antidepresivos (Detke, et al., 1995). Dichas
modificaciones conductuales, encontradas en respuesta a diferentes clases de
antidepresivos dan sustento para suponer el posible mecanismo por el cual podrian estar
gjerciendo su efecto. Asi, farmacos que incrementan la actividad del sistema
serotoninérgico, como los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina
(fluoxetina y sertralina), disminuyen la conducta de inmovilidad incrementando
selectivamente la conducta de nado. Acorde con lo anterior, se ha reportado que las
ratas tratadas neonatalmente con CLI presentan una disminucion en los niveles de 5-HT
en areas como: corteza, hipotalamo, septum e hipocampo (Feenstra et al., 1996;
Vijayakumar y Meti, 1999). Ademas, ratas tratadas neonatalmente con CLI muestran un

incremento en el metabolismo de la 5-HT en el tallo cerebral (Hilakivi, et al. 1995),
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aunado a una disminucién en la expresion del transportador de la 5-HT en el ndcleo del
rafé dorsal (Hansen y Mikkelsen, 1998) y una disminucion de la tasa de disparo
neuronal en este nucleo (Yavari, et al., 1993), indicando que el tratamiento
neonatalmente con CLI altera diferentes componentes del sistema serotoninérgico. De
ahi que, los presentes resultados sugieran que el tratamiento neonatal con CLI induce
alteraciones en el sistema serotoninérgico y estas alteraciones se reflejan en la PNF al
presentar un incremento en la conducta de inmovilidad y una disminucion en la
conducta nado.

En el presente estudio, dichas alteraciones conductuales en la PNF provocadas
por el tratamiento neonatal con CLI se logran revertir con la administracién de 8-OH-
DPAT el cual disminuye significativamente la inmovilidad e incrementa la conducta de
nado. Reportes previos indican que el agonista selectivo del receptor 5-HT1a, 8-OH-
DPAT, posee un efecto antidepresivo en algunos modelos animales de depresién como
la prueba de desamparo aprendido y la PNF (Martin et al, 1990; Martinez-Mota et al.,
2002; Wieland y Lucki, 1990). En este sentido, la administracion de diferentes agonistas
del receptor 5-HT1a (8-OH-DPAT, buspirona, indorenato e ipsapirona) a animales
intactos muestran un marcado efecto antidepresivo en la PNF (Lucki y Wieland, 1990),
provocando un efecto muy similar al producido por ISRS al reducir la inmovilidad e
incrementar el nado. Sin embargo, farmacos como el 8-OH-DPAT reducen la
inmovilidad en un plazo mucho menor y con una magnitud mucho mayor que los ISRS,
por lo que ha sido propuesto como un antidepresivo de accién rapida (De Vry, et al.,
2004). Diversos estudios indican que el 8-OH-DPAT produce efecto antidepresivo bajo
diferentes esquemas de tratamiento: agudo (Cervo y Samanin, 1987), subcrénico
(Martinez-Mota, et al., 2002, Estrada-Camarena, et al., 2006) y crénico (Cervo y
Samanin, 1987) sin cambios en la eficacia para reducir la inmovilidad. Los presentes
resultados muestran que un esquema de administracion subcronico (48, 24 horas y 30
minutos antes de la PNF) utilizado por nosotros, es igualmente efectivo al empleado por
el grupo de Martinez-Mota y cols (2002), cuyo esquema de tratamiento es de 23.5,5y 1
hora antes de la PNF de 5 minutos.

Por otro lado, existen evidencias que han sefialado que el receptor 5-HT;a tiene
un papel importante en la depresion, puesto que farmacos agonistas de dicho receptor o
ISRS inducen la desensibilizacion del receptor 5-HT;a. La reducida funcion del
autoreceptor 5-HT;a por desensibilizacion resulta en un incremento de la

neurotransmision serotoninérgica. Estudios recientes indican que parte de esta
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desensibilizacion opera via down regulation (regulacion a la baja) del receptor,
proponiendo que la estimulacion constante puede provocar que muchos receptores sean
internalizados al citoplasma por la neurona y que los pocos que quedan en el boton
sinaptico no sean funcionales (Mann, 1999; Albert y Lemonde, 2004). Ademas, se ha
reportado que el 8-OH-DPAT actia como agonista total para los receptores
presinapticos en el ndcleo del rafé y parcial para receptores postsinapticos (Blier y
Montigny, 1990).

Por otro lado, esta ampliamente reportado que los receptores 5-HTia
presinapticos se desensibilizan ante la activacion sostenida por agonistas, sin embargo
los receptores postsinapticos permanecen normosensibles (Blier y Montigny, 1987),
indicando que son los receptores presinapticos los responsables del efecto antidepresivo
del 8-OH-DPAT cuya accién sobre dichos receptores los desensibiliza, dando como
resultado un incremento de la liberacion de 5-HT por parte del ndcleo del rafé hacia las
terminales sinapticas (corteza, hipocampo, hipotdlamo, etc.), sin embrago, se requieren
estudios mas detallados acerca del papel de los receptores pre y postsinapticos en el
efecto antidepresivo del 8-OH-DPAT.

Estudios en modelos animales de depresion muestran que la sensibilidad del
receptor 5-HTya ante la administracion de 8-OH DPAT se encuentra alterada. Asi, en
las ratas Flinders un modelo genético de depresidn, muestran una respuesta exacerbada
ante la administracién de 8-OH-DPAT en la prueba de generacion de hipotermia
(Osterlund, et al., 1999; Shayit, et al., 2003). Por el contrario, las ratas Wistar-Kyoto,
presentan una baja respuesta a la administracion de antidepresivos y otros farmacos
serotoninérgicos, incluyendo el 8-OH-DPAT en la PNF, mostrando una resistencia a
disminuir la inmovilidad e incrementar la conducta de nado (Lopez-Rubalcaba y Lucki,
2000). Los presentes resultados indican que en el caso de las ratas tratadas
neonatalmente con CLI, el receptor 5-HT;a responde normalmente ante la
administracion de 8-OH-DPAT, ya que reduce la inmovilidad e incrementa el nado
llegando a niveles similares a los observados en sus controles tratados con solucion
salina, lo que sugiere que el tratamiento neonatal con CLI no altera la funcionalidad del
receptor 5-HT14 en estructuras que participan en las conductas evaluadas en la PNF.

De acuerdo a nuestros resultados, el tratamiento neonatal con CLI induce
cambios permanentes en la expresion del ARNm del receptor 5-HTy4, al provocar una
disminucion en los receptores presinapticos en el nicleo del rafé, ademas de

incrementar la expresion de los receptores postsinapticos ubicados en el hipotalamo e
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hipocampo. Se sabe que en la edad adulta el tratamiento cronico con diferentes
farmacos antidepresivos ISRS (fluoxetina, flesinoxan) induce una disminucion en el
ARNm del receptor 5-HT;a en hipocampo, corteza y nucleo del rafé en modelos
animales de depresion y pacientes deprimidos (Welner, et al., 1989; Fanelli y
McMonagle-Strucko, 1992; Sibug, et al., 1998; Le Poul, et al., 2000; Berney, et al.,
2008). Ademas, la administracion cronica (8 semanas) con fluoxetina y paroxetina en
ratas disminuye la expresion del ARNm para el receptor 5-HT;g en el nucleo del rafé
(Anthony, et al., 2000), lo cual indica que la administracion de ISRS es capaz de regular
la expresion de receptores implicados en la depresion en la edad adulta. Nuestros
resultados ofrecen evidencias de que estos farmacos antidepresivos son capaces de
modificar la transcripcidn de algunos receptores serotoninérgicos también en periodos
postnatales.

Por otro lado, se sabe que durante las tres primeras semanas de vida posnatal se
da un pico de expresion de los diferentes receptores serotoninérgicos en diferentes areas
y esta variaciéon en las densidades de algunos receptores serotoninérgicos resulta en
diferentes acciones de la 5-HT en el SNC. Durante el desarrollo, se da un incremento
progresivo en la densidad de receptores 5-HT;a en hipocampo, septum y corteza
cerebral llegando a los niveles de un adulto alrededor de la tercera semana de vida
posnatal, en contraste otras areas como el cerebelo muestran una disminucion
progresiva durante este mismo periodo (Daval, et al., 1987). La administracion
neonatal de CLI durante el periodo critico de expresion de los receptores
serotoninérgicos, afecta la maduracion de este sistema de neurotransmisién lo cual se
traduce en cambios en la expresion del receptor 5-HT;a. Sin embargo, ain queda por
dilucidar si existen cambios sobre la expresion de otros receptores como el 5-HTg, ya
gue como Yya se menciono arriba, durante las 3 primeras semanas de vida posnatal se
alcanzan los niveles definitivos de expresién para los receptores serotoninérgicos.
Actualmente existen evidencias que apoyan esta propuesta, ya que; cambios en la
expresion del receptor 5-HT;a podrian provocar cambios compensatorios sobre otros
receptores o algunas enzimas para equilibrar al sistema. Por ejemplo, ratones knock out
(KO) para el receptor 5-HT;a muestran un fenotipo de comportamiento ansioso
(Olivier, et al., 2001). En este raton se pierden tanto los receptores presinapticos como
los postsinapticos, por lo que se sugiere que dicho déficit podria manifestarse como una
desregulacién o un incremento del tono serotoninérgico con una sefializacién y cinética

alteradas principalmente en el nucleo del rafé (Sibille y Hen, 2001). Sin embargo, las
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cantidades de 5-HT son idénticas entre los ratones KO y el control, no obstante los
ratones KO muestran un incremento en los metabolitos de 5-HT en rafé (Ase, et al.,
2000), dando como resultado una liberacion normal de 5-HT en la postsinépsis, pero un
incremento del metabolismo de este neurotransmisor a nivel presinaptico (Sibille y Hen,
2001). Asi también, en ratones KO para el receptor 5-HT14 Se observa un incremento en
la expresion del receptor 5-HT;g en las terminales del ndcleo del rafé como un efecto
compensatorio (Ramboz, et al., 1998). Alternativamente otros neurotransmisores se
pueden estar autocompensando para mantener su liberacion en terminales
serotoninergicas. (Sibille y Hen, 2001). La ausencia de un receptor durante el desarrollo
puede llevar a la perdida de maduracion de vias neurales o adaptaciones de otros
sistemas (Sibille y Hen, 2001), asi también el cambio en la expresién de algunos
receptores, como el 5-HT; podrian estar generando cambios compensatorios en el resto
de los receptores e incluso en otros sistemas de neurotransmision. Por ejemplo, se sabe
que en otro modelo de depresion, la linea sensible de ratas Flinders se presenta una
disminucion de la densidad del receptor 5-HT; en areas como corteza frontal, motora y
visual, por el contrario se observa un incremento de la densidad del receptor 5-HT1g €n
areas como rafé dorsal, hipotalamo e hipocampo (Nishi, et al., 2009). En esta misma
linea, estudios recientes muestran que ratones KO para el receptor 5-HT1g muestra una
disminucion de la densidad del receptor 5-HT;a en rafé dorsal, corteza frontal,
hipocampo y corteza visual; asi como una disminucion de la sensibilidad del mismo a la
administracion de agonistas en la prueba de disminucion de vocalizaciones ultrasénicas.
También se observa un incremento en la sensibilidad del receptor GABAA a agonistas
como el diacepam (El-Khodor, et al., 2004). Sugiriendo que ante la falta del receptor se
dan cambios adaptativos tanto en el sistema serotoninérgico como fuera de él, en este
caso en el sistema GABAEérgico, lamentablemente existe poca informacion acerca de los
efectos de la manipulacion del sistema serotoninérgico sobre otros sistemas por lo que
resulta necesario analizar otros cambios que se pudieran estar generando por el
tratamiento neonatal con CLI, en el propio sistema serotoninérgico y en otros sistemas
de neurotransmision.

En cuanto a la expresion del receptor relacionada con trastornos depresivos en
humanos y modelos animales existen resultados contradictorios. En humanos la mayoria
de los estudios reportan una reduccion del receptor 5-HT;a en corteza prefrontal y
temporal en pacientes con depresion mayor (Sargent, et al, 2000). En contraste, los

receptores presinapticos ubicados en el ndcleo del rafé se incrementan en pacientes
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depresivos y en tejido postmortem de pacientes depresivos victimas de suicidio (Parsey,
et al., 2006; Boldrini, et al., 2008). Por el contrario otros trabajos han reportado la
reduccion de sitios de unién a [H]® 8-OH-DPAT en nicleo del rafé, sugiriendo una
disminucion de neuronas 5-HT (Drevets, et al., 2007). Estas alteraciones del receptor en
el nacleo del rafé podrian ser consistentes con una reduccién de la neurotransmision
serotoninérgica. En este sentido, la disminucién de receptores observada en el nicleo
del rafé en las ratas tratadas neonatalmente con CLI podria responder, como ya se
menciono, a una disminucién en el nimero de neuronas serotoninérgicas en esta area. A
este respecto, no se han realizado estudios acerca de la neurotoxicidad que podria tener
dicho tratamiento en esta etapa y su efecto sobre la cantidad neuronas en diferentes
regiones cerebrales.

En cuanto a la expresion del ARNm para el receptor 5-HT1a postsinaptico
ubicado en hipotalamo e hipocampo se observa un incremento significativo en el grupo
tratado neonatalmente con CLI con respecto al control salino. Dichos resultados
contrastan con lo reportado para otros modelos animales como la linea sensible de ratas
Flinders, las cuales muestran un incremento moderado en el nimero de receptores y
ninguna diferencia en la expresion del ARNm para el receptor 5-HT;a en corteza
frontal, hipotdlamo y amigdala (Osterlund, et al., 1999; Shayit, et al., 2003). En
modelos de depresion generados por estrés se ha reportado que existe una disminucion
de la expresion de la proteina para este receptor en el giro dentado del hipocampo
(Wang, et al., 2009). Dicha disminucion puede revertirse con la administracion de
antidepresivos como el citalopram (Wang, et al., 2009). Se ha sugerido que la
hipofuncidn del sistema serotoninérgico presente en la depresion podria ser causada por
alteraciones en el neurodesarrollo que en la edad adulta provoca un incremento en el
namero de neuronas en el nacleo del rafé dorsal (Underwood, et al., 1999), las cuales
parecen tener una disminucion en su funcién, efecto que se refleja en disminucién en la
disminucion de las concentraciones de 5-HT en el tallo cerebral y el nucleo del rafé
(Meltzer y Martin, 1987; Jans, et al 2006) e incremento en los sitios de unién para el
receptor 5-HT 14 en corteza y tallo cerebral, (Welner, et al., 1989; Fanelli y McMonagle-
Strucko, 1992; Sibug, et al., 1998; Le Poul, et al., 2000; Berney, et al., 2008) entre
otras. En este contexto podriamos suponer que una hipofuncion del sistema
serotoninergico podria estar provocando cambios compensatorios como un incremento
en la expresion del receptor 5-HT;1a postsinaptico ubicados en el hipocampo y el

hipotdlamo observados en el presente trabajo. De acuerdo con su localizacion (pre o
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postsinaptica) los receptores 5-HT;a ejercen diferentes efectos sobre el estado funcional
del sistema serotoninérgico. La estimulacion de los receptores presinapticos inhibe al
sistema 5-HT, por otro lado la estimulacion de los receptores postsinapticos provoca el
efecto tipico de una activacion funcional del sistema (Popova, et al, 2005). Asi, la
pérdida del receptor tanto presinaptico como postsinaptico induce un fenotipo ansioso
(Olivier, et al., 2001), otros estudios muestran que la interrupcion de la expresion del
receptor 5-HT;a postsindpticos (hipocampo y corteza) provoca que los animales
muestren una conducta ansiosa (Gross, et al., 2002) proponiendo que los receptores
ubicados en las terminales serotoninérgicas son los responsables de este
comportamiento. Por otro lado, ratones con un incremento del 30% en la expresion del
autoreceptor presentan un incremento en la tasa de disparo neuronal en el nicleo del
rafé, conjuntamente con una disminucion en la liberacion de 5-HT y un incremento en
el comportamiento depresivo (Richardson-Jones, et al.,, 2010). En este sentido, la
disminucion en la expresion del receptor 5-HT;4 en las ratas tratadas con CLI, deberian
presentar un incremento en la liberacion de 5-HT, sin embargo existen evidencias de
que en este modelo se presenta una disminucion de los niveles de 5-HT en corteza
frontal, hipocampo, tallo cerebral, hipotalamo y septum (Vijayakumar y Meti, 1999), lo
cual no concuerda con los resultados obtenidos respecto a la expresion del receptor. Al
respecto, se podria sugerir que la expresion del ARNm no siempre representa la
expresion de la proteina ya que al ser un receptor membranal sufre varias
modificaciones post-traduccionales que podrian estar modificando dicha expresion. O
bien que, existan cambios en la expresién de otros componentes del sistema
serotoninérgico como el receptor 5-HT;g, la enzima triptéfano hidroxilasa o incluso
reguladores transcripcionales del receptor 5-HTa.

Por otro lado, ademas de causar diversas alteraciones sobre el sistema
serotoninérgico, el tratamiento neonatal con CLI provoca un deterioro de la CSM.
Nuestros datos muestran que el tratamiento neonatal con CLI disminuye el porcentaje
de individuos que despliegan intromisiones Yy eyaculaciones, sin alterar
significativamente el porcentaje de individuos que montan. En el caso de los machos
que presentan CSM, el tratamiento neonatal deteriora la conducta sexual al producir un
marcado aumento en la latencia de monta, intromision y eyaculacion y disminucion en
la frecuencia de eyaculacion. Existen numerosos reportes que indican que la
administracion neonatal de CLI altera la CSM en la edad adulta (Neill, et al., 1990;
Vogel, et al., 1996; Bonilla-Jaime, et al., 1998; Bonilla-Jaime; et al., 2003b). La
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administracion neonatal de inhibidores selectivos de monoaminas, como zimelidina,
imipramina y citalopram, producen en la edad adulta anormalidades en la conducta
sexual similares a las producidas por el tratamiento con CLI (Hilakivi, et al., 1995;
Maciag, 2006a; 2006b). En este sentido, recientes reportes indican que el déficit
copulatorio provocado por la administracion neonatal de citalopram (ISRS) es debido a
la estimulacion del receptor 5-HT;5 més que a la del receptor 5-HT;a, ya que al
administrar neonatalmente agonistas selectivos tanto del receptor 5-HT;g como del 5-
HT1a Unicamente el agonista del receptor 5-HT;g (CGB12066B) fue capaz de producir
alteraciones sobre la CSM de manera similar a otros ISRS (Maciag, et al., 2006c¢),
indicando el posible mecanismo de accién de la CLI neonatal para producir las
alteraciones sobre la CSM.

Por otro lado, dichas modificaciones conductuales pueden ser resultado de
cambios a largo plazo en los sistemas de neurotransmision y en las interacciones entre
estos provocados por alteraciones en la maduracion cerebral (Simpskins, et al., 1977)
que en este caso son debidos a la administracion neonatal de CLI. En este sentido es
necesario mencionar que la CSM en la rata macho es regulada tanto por factores
endocrinos (hormonas sexuales) como neuroquimicos (Morali, 1998). En el caso de
estos Ultimos tenemos que diversos estudios analizan la participacion de estos
componentes en la CSM de la rata. Por ejemplo, el sistema noradrenérgico tiene un
papel facilitador sobre la CSM, la inhibicion de la sintesis de NA inhibe diferentes
aspectos de la conducta sexual (Fernandez-Guasti, et al., 1986), mientras que la
administracion de antagonistas adrenérgicos al y B, en el APOm, disminuye la conducta
copulatoria. En contraste, el bloqueo de los receptores o2-adrenergicos por yohimbina
facilita varios aspectos de la CSM particularmente aspectos motivacionales, como por
ejemplo disminucion de la latencia de eyaculacién y de los intervalos posteyaculatorio e
interintromitorio; ademas incrementa el nimero de montas e intromisiones (Hull, et al.,
2006; Phillips-Farfan y Fernandez-Guasti, 2009). En relacion a las ratas tratadas
neonatalmente con CLI estudios realizados por nuestro laboratorio muestran que la
administraciéon de yohimbina (antagonista del receptor a2) en este modelo de depresion
no ejerce su efecto facilitatorio sobre la CSM, al no modificar ninguno de los
parametros conductuales evaluados, por lo que se piensa que el tratamiento neonatal con
CLI podria estar alterando al sistema noradrenérgico de forma permanente (Bonilla-
Jaime, et al., 1998), sugiriendo que el tratamiento neonatal con CLI ademas de provocar

cambios en la maduracidn sistema serotoninérgico posiblemente también lo haga en el
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sistema noradrenérgico afectando de este modo diferentes componentes regulatorios de
la CSM.

Por otro lado, se sabe que el sistema serotoninérgico tiene un papel inhibitorio
sobre el despliegue de la CSM (Ahlenius y Larsson, 1997; Phillips-Farfan y Fernandez-
Guasti, 2009), ya que un incremento en los niveles cerebrales de 5-HT disminuye el
namero de montas e intromisiones e incrementa la latencia de eyaculacion (Mclntosh y
Barfield, 1984; Hull, et al., 2006; Hull y Dominguez, 2007), ademas la administracion
de 8-OH-DPAT disminuye el namero de intromisiones y facilita la eyaculacion
(Fernandez-Guasti, et al., 1992; Phillips-Farfan y Fernandez-Guasti, 2009). En relacion
a la informacion existente sobre la participacion del sistema serotoninérgico en la CSM
de las ratas tratadas neonatalmente con CLI, se sabe que la administracion sistémica de
8-OH-DPAT ejerce un efecto estimulador sobre la conducta copulatoria, revirtiendo las
alteraciones sobre la conducta sexual en este modelo al disminuir las latencias de
intromision y eyaculacion, el nimero de montas e intromisiones e incrementar la
frecuencia de eyaculacién (Bonilla-Jaime, et al., 1998), proponiendo que los receptores
5-HT1a no se encuentran alterados en este modelo. Sin embargo, nuestros resultados
muestran cambios en la expresion de dichos receptores tanto presinapticos como
postsinapticos. Esto se podria explicar dado que reportes previos de Hull y cols (2006)
indican que los efectos estimulatorios del 8-OH-DPAT sobre la CSM se dan a traves de
receptores postsinapticos, datos que se apoyan por la administracion de 8-OH-DPAT en
APOm y nucleo acumbens donde estimula la CSM, sin obtener efecto cuando se realiza
la administracion directa sobre nucleo del rafé (Fernandez-Guasti, et al., 1992). El
incremento en la expresion de los receptores postsinapticos podrian interferir de manera
positiva en el efecto del 8-OH-DPAT, ya que se ha especulado que el receptor 5-HT;a
ubicado en la postsinapsis, especificamente en areas limbicas que controlan la conducta
sexual esta implicado en la facilitacion de esta conducta; sin embargo ain no se conoce
el mecanismo por el que esta facilitacion se podria estarse dando. Por el contrario la
estimulacion del receptor 5-HTyg por agonistas o por la propia 5-HT enddgena resulta
en la inhibicion de la conducta copulatoria (Fernandez-Guasti, et al., 1992). También se
ha reportado que la administracion neonatal de agonistas del receptor 5-HT1g provoca
una disminucién de la conducta copulatoria en la edad adulta similar a los efectos
producidos por la administracion neonatal de citalopram (ISRS) (Maciag, et al., 2006c¢).
Lo anterior nos da indicios para suponer que el receptor 5-HT1a no es el Unico en ser

afectado por el tratamiento neonatal con CLI.
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Dentro de los factores endocrinos encontramos que la testosterona es el principal
andrdgeno con un papel primordial sobre el mantenimiento de la CSM, esta hormona se
metaboliza principalmente a E, y DHT, las cuales en nuestro estudio revierten
paulatinamente tanto los efectos de la castracion como los del tratamiento neonatal con
CLI, al incrementar el porcentaje de individuos que montan, intromiten y eyaculan hasta
alcanzar un 100% y ademas, normaliza e incluso mejora todos los pardmetros sexuales
evaluados. Nuestros resultados muestran que la castracion abole paulatinamente la
CSM, las eyaculaciones son el primer componente en desaparecer, tanto en el grupo
CLI como en el grupo CON castrados despues de 21 dias de castracion. El porcentaje de
intromisiones es el segundo pardmetro en desaparecer a los 28 dias de castracién (dia 7
de tratamiento). El Gltimo patron conductual en afectarse es la monta, la cual comienza
a disminuir el dia 14 de tratamiento en el grupo CON ORQ y en el dia 7 en el grupo
CLI ORQ vy desaparece en el total de los individuos para el dia 21. En cuanto a los
pardmetros copulatorios en el dia 7 de tratamiento se observan incrementos
significativos en las latencias tanto de monta como de intromision y estas se
incrementan hasta la desaparicion de este patron copulatorio. Esto concuerda con lo
reportado en la literatura, ya que se sabe que dentro de los efectos tempranos de la
castracion se encuentran un retardo para iniciar las respuestas de monta e intromision
(incremento en la latencia de monta e intromision) y una falla inicial para lograr
eyaculaciones, posteriormente pierde la capacidad de realizar intromisiones por lo que
el macho finalmente deja de montar a las hembras (Morali, 1998; Gonzalez-Pimentel y
Hernandez-Gonzélez, 2002). Estos cambios empiezan a presentarse en los individuos
castrados luego de 1 o 2 semanas después de la cirugia (Gonzélez-Pimentel y
Herndndez-Gonzalez, 2002). Sin embargo, nuestros resultados muestran que las
alteraciones se comienzan a observar desde la tercera semana posterior a la
orquidectomia. En este sentido, dichas discrepancias pueden ser atribuidas al hecho de
que animales sexualmente expertos son menos susceptibles a los efectos de la castracién
y otras situaciones adversas para el despliegue de los patrones copulatorios (p ej.
lesiones cerebrales y nuevos ambientes). Machos castrados con experiencia previa
pueden seguir copulando por varias semanas, ain cuando los niveles hormonales hayan
desaparecido del organismo pocas horas después de la castracion (Hull, et al., 2006).
Por lo que se ha postulado que los circuitos neurales que ya han sido alterados por la
experiencia pueden requerir en menor medida de la facilitacion hormonal (Carlson,
2004).
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El tratamiento con E, en ambas dosis logra mantener las conductas de monta y
de intromision en el 100% de los individuos CON en ambas dosis, mientras que en el
grupo CLI la dosis de 5 pg logra mantener la monta e intromision en el 80% de los
individuos y de manera mas eficiente con la dosis de 10 pg al mantener ambos patrones
conductuales en el 100% de los individuos. Sin embargo, el tratamiento con estradiol es
incapaz de mantener las eyaculaciones, las cuales van desapareciendo paulatinamente
en la mayor parte de los individuos, aunque el tratamiento con E, parece amortiguar los
drésticos efectos de la castracion al menos en el grupo CON, ya que este patron
conductual desaparece mas lentamente que en el grupo CLI. Se sabe que la
administracion de E, puede facilitar ciertos aspectos de la conducta sexual en la rata
macho (Davidson, 1969; Gorzalka, et al., 1975; Paup, et al., 1975; Sodersten, 1973).
Estudios recientes han demostrado que una sola inyeccién de E; puede rapidamente
reducir la latencia de monta en animales castrados sexualmente expertos desde los 35
minutos posteriores a la administracién (Roselli, et al., 2003).Ademas que la
administracion de compuestos estrogenicos como E, o estrdgenos sintéticos como el
dietil estilbestrol pueden mimetizar el efecto de la testosterona en animales castrados
(Christensen y Clemens, 1974). Asi también, el tratamiento con androgenos
aromatizables como la testosterona o la androstenediona activan la CSM en animales
castrados, mientras que los no aromatizables como DHT tienen poco o ningln efecto
(McDonald, et al., 1970). Sin embargo, existen reportes que indican que E; es incapaz
de mantener totalmente la conducta sexual (Mc Ginnis y Dreifuss, 1989; Putman, et al.,
2003). Lo cual es consistente con nuestros resultados al observar que Unicamente las
montas e intromisiones se vieron facilitadas por la administracion de esta hormona y
que las latencias para ambos parametros se ven reducidas con respecto a los machos
castrados en ambos grupos desde el dia 7 de tratamiento. El papel primario de E; es
estimular la actividad neural en los tejidos que controlan la monta y la intromision
(Baum y Vreeburg, 1973), por lo que se puede pensar que esta hormona estimula la
motivacién mas que la ejecucion. Nuestros resultados muestran que la administracion
de E; logra estimular, en ambos grupos ciertos parametros que tienen que ver con el
componente motivacional (latencias de monta e intromision), los cuales se ven alterados
por el tratamiento neonatal con CLI, lo cual sugiere que posiblemente la sintesis o
respuesta de esta hormona se alteran por la administracion neonatal de CLI.

Diversos estudios analizan la importancia de los estrogenos sobre las conductas

reproductivas, asi la administracion de antiestrogenos como CI-628 bloquea el
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despliegue de la copula inducido por la administracion de testosterona (Beyer, et al.,
1976). Por lo que se ha postulado que la aromatizacion a nivel neural es un paso critico
tanto en la masculinizacién perinatal como en el correcto despliegue de la CSM. El
raton KO para aromatasa despliega severas alteraciones de la conducta sexual y la
administracion de testosterona no mejora dichas alteraciones. Sin embargo, estas se
revierten con la administracion de E, y DHT (Bakker, et al., 2004). Inhibidores de la
aromatasa, enzima limitante en la produccion de estradiol, como el fadrozole o vorozole
bloquean los efectos de la administracion de testosterona en machos castrados e inhibe
la CSM en machos intactos (Christensen y Clemens, 1988; Morali, et al., 1977), ademas
se sabe que dichos efectos son revertidos por la administracion de estrogenos exdgenos
(Adkins, et al., 1980). La administracion de inhibidores de la aromatasa bloquea la
expresion de patrones copulatorios (montas, intromisiones y eyaculaciones), asi también
disminuye las exploraciones olfatorias anogenitales, lo que es referido como un
indicador del estado motivacional del individuo (Taziaux, et al., 2007). Ademas los
inhibidores de la aromatasa reducen el aspecto motivacional en la prueba de preferencia
de lugar, aspecto que se ve restaurado por la administracion de E, (Rosselli, et al.,
2003), lo que significa que el E, podria estar involucrado en la regulacion del aspecto
motivacional. En este sentido, se ha reportado que la aromatasa posee una alta expresion
en areas implicadas en conductas reproductivas, tales como: amigdala, nicleo del lecho
de la estria terminal, hipotdlamo y area predptica media (APOm), esta Gltima se ha
vinculado fuertemente con la expresién tanto de aspectos motivacionales, como
consumatorios (Balthazart, et al., 2004). En el caso de la participacion de los receptores
a estrogenos (RE), estudios realizados en ratones KO para el receptor a estrogenos o
(ERaKO) muestran que dicho receptor es critico para la correcta expresion de las
conductas copulatorias, ya que se ha observado que estos ratones no copulan hasta
eyacular y pocos individuos despliegan montas e intromisiones, ademas de presentar
latencias de monta e intromisién elevadas (Rissman, et al., 1999). Por otro lado, ratones
KO para el receptor a estrogenos B (BERKO) no muestran déficit copulatorio
comparado con sus controles (Ogawa, et al., 1999). Esto se puede explicar debido a que
REa se expresa en regiones implicadas en el control de conductas reproductivas como:
nucleo del lecho de la estria terminal, amigdala, area preoptica media, nucleo arcuato y
tubérculo olfatorio. En contraste, el REP se expresa principalmente en areas implicadas
en procesos cognitivos o que participan en la regulacion del estado de animo como el

hipocampo o el nucleo del rafé (Shughrue, et al., 1997).
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Por el contrario, la administracion de ambas dosis de E, y de DHT a una dosis de
1 mg pueden facilitar la monta e intromision desde el dia 7 de tratamiento en el 100%
de los individuos, del mismo modo puede facilitar las eyaculaciones después de 7 dias
de administracion en el 100% de los individuos del grupo CON y en el grupo tratado
neonatalmente con CLI. De igual modo se comienzan a mejorar parametros copulatorios
como latencias de monta e intromision tanto en machos control como CLI desde el dia
7. La frecuencia de eyaculacion se iguala al control hasta el dia 21. Estos datos
concuerdan con los reportados por Larsson y cols (1973) quienes encontraron altos
niveles de actividad copulatoria en machos castrados tratados con 5 pug de E; y 1 mg de
DHT, sugiriendo que ambas hormonas son necesarias para el adecuado despliegue de la
conducta sexual en la rata macho. La CSM es dependiente de testosterona en la mayor
parte de los vertebrados, esta es secretada por las células de Leydig en los testiculos y
metabolizada en sus drganos blanco a E; por aromatizacion y a DHT por 5 a reduccion
(Hull, et al., 2006). Segun la teoria de la aromatizacién el E, ha sido propuesto como la
hormona clave en la activacién de la CSM. Sin embargo, la de E; es inefectiva para
restablecer todos los aspectos de la copula (Mc Ginnis y Dreifuss, 1989; Putman, et al.,
2003). Por otro lado, DHT es un andrégeno no aromatizable y posee una afinidad por
los receptores a androgenos mayor que la de la testosterona, pero es inefectiva para
restablecer la copula si se le administra sola (Hull, et al., 2006). En este contexto se sabe
que los genitales masculinos tanto internos como externos son androgeno-dependientes
y la DHT es el principal andrégeno que regula la diferenciacién crecimiento y funcién
de los genitales masculinos (Luke y Coffey, 1994). Al igual que los patrones motores
copulatorios los reflejos inducidos del pene (ex copula) se pierden paulatinamente con
la castracion, perdiéndose las erecciones alrededor de los 12 dias de postcirugia
(Gonzalez-Pimentel y Herndndez-Gonzalez, 2002). DHT parece ser necesaria para
mantener funciones motoras y sensoriales periféricas que contribuyen al correcto
despliegue del patron copulatorio (Hull, et al., 2006), ya que; contribuye al
restablecimiento de los reflejos peneanos aun en ratas con la medula seccionada
(Gonzalez-Pimentel y Hernandez-Gonzélez, 2002). Asi, al parecer cuando la
testosterona es metabolizada a E; este interviene en la conducta copulatoria, mientras
que despues de su conversion a DHT modula la manifestacion de los reflejos peneanos
y la sensibilidad a la retroalimentacion tactil (Gonzalez-Pimentel y Hernandez-
Gonzalez, 2002).
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Es importante hacer notar que el grupo CLI castrado parece verse méas afectado
por la orquidectomia en sus parametros copulatorios que el grupo CON, de lo cual
podriamos deducir que el tratamiento neonatal con CLI parece hacer a los animales méas
vulnerables a los efectos de la castracion. Ademas, las ratas tratadas neonatalmente con
CLI muestran un incremento en el tiempo de respuesta a hormonas comparado con el
grupo control, lo cual podria estarse refiriendo a una disminucién en la sensibilidad a las
hormonas. En este sentido, recientes estudios reportan que existe una disminucion en la
expresion del ARNm del receptor a estrogenos B (RE-P) en tallo cerebral de pacientes
depresivos victimas de suicidio (Ostlund, et al., 2003). Lo cual podria explicar las
respuestas diferentes entre animales tratados neonatalmente con CLI y su control, sin
embargo; no existen mas reportes que analicen RE-f en pacientes deprimidos o modelos
de depresion, aunque no se descarta que sea un factor que podria estar contribuyendo a
las alteraciones conductuales de este modelo animal de depresién. Tomando en conjunto
esta informacion y el hecho de que la administracion de E, exdgeno fue capaz de
mejorar pardmetros como latencias de monta e intromision que se han implicado en el
estado motivacional del individuo, podriamos pensar que el tratamiento neonatal con
CLI afecta la conversion de testosterona a E;. Ambos componentes tanto la respuesta a
E, como su produccién podrian ser objeto de futuros andlisis, ya que como se puede
observar en los resultados el E; esta fuertemente implicado en alteraciones conductuales
del modelo como ejemplo, la CSM, aunque no se descarta que pudiera estarlo también
en la regulacién de algunos sistemas de neurotransmision implicados en la depresion.

Para finalizar ambos componentes tanto endocrinos como neuroquimicos se
interrelacionan en el neurodesarrollo y diferenciacion sexual del cerebro. Asi, tenemos
que en las etapas tanto prenatal como neonatal el principal esteroide masculinizante en
el cerebro es el estradiol, actuando a través de sus receptores o y f (Mc Ewen y Alves,
1999). Los dimorfismos sexuales dependientes de hormonas esteroides en estructuras
cerebrales incluyen diferencias en el volumen de ndcleos especificos, variando el grado
de arborizacion dendritica y de densidad de sinapsis. Estos dimorfismos resultan de la
diferenciacion sexual de neuronas, de la sobrevivencia y/o plasticidad neuronal
(Simerly, 2002). La diferenciacién sexual de los sistemas de neurotransmision estan
asociados con el desarrollo del dimorfismo sexual en el cerebro y la accion de las
hormonas en el mismo (McCarthy, et al., 2002). Por ejemplo, 5-HT antagoniza los
efectos masculinizantes neonatales de la testosterona (Wilson, et al., 1992; Wilson, et

al., 1998) por lo que la 5-HT participa en la diferenciacion sexual. En la rata durante la
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segunda semana de vida las concentraciones de 5-HT en hipotalamo son mas altas en
hembras que en machos y esta diferencia depende de la testosterona. En este periodo la
inhibicion de la produccion de 5-HT por la administracion de PCPA, exacerba los
efectos de la testosterona, mientras que la administracion de 5-HT exdgena a estas
mismas ratas lo normaliza. La 5-HT ejerce un control inhibitorio de la accién neonatal
de la testosterona sobre la exploracion, locomocion y conducta sexual en la edad adulta
(Wilson, et al., 1992). Asi también la administracion de un agonista del receptor 5-HT,
en machos durante la segunda semana de vida posnatal puede llevar a un patrén de
secrecion de hormona luteinizante de hembras (Wilson, et al., 1998). En este sentido, el
tratamiento con un antagonista 5-HT, tiene efecto sobre el tamafio de nucleos
sexualmente dimorficos, tales como el periventricular y el area predptica (Gorski, et al.,
1978; Murray, et al., 2004). Estudios realizados en roedores han reportado que la
inyeccién intraventricular de 5-HT a neonatos en el periodo critico de diferenciacion
sexual disminuye las concentraciones plasmaticas de estradiol en hembras, sin alterar
las de testosterona en machos (Gonzélez y Leret, 1992). Por lo que se podria pensar que
las manipulaciones realizadas sobre el sistema serotoninérgico mediante la
administracion neonatal de CLI también podrian estar afectando la correcta secrecion de
hormonas esteroides en este modelo animal de depresion.

En conclusion, el tratamiento neonatal con CLI afecta el sistema serotoninérgico
al alterar la expresion de las conductas evaluadas en la PNF, incrementando la conducta
de inmovilidad y disminuyendo la conducta de nado, la cual se ve incrementada por
farmacos que mejoran la transmision serotoninérgica como por ejemplo agonistas del
receptor 5.HT14 como el 8-OH-DPAT, el cual en este estudio disminuye la inmovilidad
e incrementa el nado a niveles observados también en controles tratados con este
farmaco, por lo que podemos suponer que el tratamiento neonatal con CLI no afecta la
sensibilidad de receptor 5.HT14.Sin embargo el tratamiento neonatal modifica la
expresion de dicho receptor, disminuyendo la cantidad de ARNm en nucleo del rafé e
incrementandolo en hipocampo e hipotalamo afectando por consiguiente las
concentraciones normales de 5-HT que es liberada en diferentes areas cerebrales y por
tanto las conductas reguladas por este neurotransmisor, entre las que se encuentran la
CSM. La CSM en las ratas tratadas neonatalmente con CLI se ve disminuida a causa de
este tratamiento, dicha conducta es regulada por diferentes neurotransmisores entre ellos
5-HT, ademas se encuentra regulada por diferentes hormonas como lo es la testosterona,

la cual se metaboliza a E; y DHT, la primera responsable de sus efectos centrales sobre
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la conducta copulatoria y DHT responsable del mantenimiento de Organos sexuales.
Ambas hormonas administradas en conjunto logran mejorar la conducta sexual alterada
en las ratas CLI, razon por la cual se podria suponer que el tratamiento con CLI en
etapas neonatales podria alterar la metabolizacion de testosterona a E; o modificar la

respuesta a esta hormona por parte de sus receptores.

8. PERSPECTIVAS

e Evaluarla expresion de la proteina para el receptor 5-HT14 en las ratas tratadas
neonatalmente con CLI.

e Analizar el estado del componente motivacional en CSM en ratas tratadas
neonatalmente con CLI, por medio del paradigma de preferencia de lugar.

e Determinar los niveles plasmaticos de 17p-estradiol (E;) y DHT en las ratas
tratadas neonatalmente con CLI

e Evaluar el efecto antidepresivo de E; en la prueba de nado forzado en ratas
tratadas neonatalmente con CLI.

e Evaluar la interaccion de E; y el receptor 5-HT14 en la prueba de nado forzado
en ratas tratadas neonatalmente con CLI.

e Evaluar si se modifica la accion del E; sobre la expresion del receptor 5-HT14 en
el nacleo del rafé, hipotdlamo e hipocampo en las ratas tratadas neonatalmente
con CLI.

e Evaluar la expresion del receptor 5-HT;a en otras areas importantes en la
regulacién del estado de &nimo como corteza prefrontal y amigdala.

e Analizar el efecto del tratamiento neonatal con CLI sobre otros receptores
involucrados en el trastorno depresivo como el 5-HTyg, 5-HT,a Yy 5-HT4c.

e Evaluar si el tratamiento neonatal con CLI afecta la expresion de los receptores a
estrogenos o y f.

e Evaluar si existen déficits cognitivos en las ratas tratadas neonatalmente con
CLI.

e Evaluar si el tratamiento neonatal con CLI produce alteraciones en el sistema

noradrenérgico, como por ejemplo la expresion del receptor a2.
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