UNIVERSIDAD VERACRUZANA

\/

DOCTORADO EN NEUROETOLOGIA

TESIS

Participacion del hipocampo dorsal en el efecto ansiolitico del
flavonoide crisina: Interaccion con el ciclo estral

Que para obtener el grado de

Doctor en Neuroetologia

PRESENTA:

M. en C. Fabiola Hernandez Lépez

DIRECTOR DE TESIS
Dr. Juan Francisco Rodriguez Landa

Laboratorio de Neurofarmacologia,
Instituto de Neuroetologia.
Universidad Veracruzana
Xalapa, Veracruz. México.

Xalapa, Veracruz Marzo, 2015




El presente trabajo se realizé en el Instituto de Neuroetologia y la Facultad de Quimica
Farmacéutica Biologica de la Universidad Veracruzana, Campus Xalapa bajo la direccion
del Dr. Juan Francisco Rodriguez Landa. Fue financiado con recursos parciales del
Programa de Fortalecimiento Académico del Posgrado de Alta Calidad, claves
1010/458/2013, C-703/2013 y 1010/152/2014, C-133/2014 y durante el desarrollo del
presente trabajo Fabiola Hernandez Lopez recibié una beca del Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACyYT) para estudios de Posgrado con numero de registro
223529.



Dr. Juan Francisco Rodriguez Landa
Laboratorio de Neurofarmacologia,
Instituto de Neuroetologia,
Universidad Veracruzana.
Xalapa, Veracruz. México

Dra. Maria Leonor Lopez Meraz
Programa de Neurofisiologia
Centro de Investigaciones Cerebrales
Universidad Veracruzana
Xalapa, Veracruz. México.

Dra. Blandina Bernal Morales
Laboratorio de Neurofarmacologia,
Instituto de Neuroetologia,
Universidad Veracruzana
Xalapa, Veracruz. México

Dr. Genaro A. Coria Avila
Programa de Neurociencias
Centro de Investigaciones Cerebrales
Universidad Veracruzana
Xalapa, Veracruz. México.



Especialmente al Dr. Juan Francisco Rodriguez Landa, por su apoyo incondicional a lo
largo de todos estos afios de quehacer cientifico. Por compartir conmigo todos sus
conocimientos y ensefianzas, por su infinita paciencia, firmeza y determinacién durante
toda mi formacién académica, por su constante motivacion para poder culminar este
trabajo, pero sobre todo por brindarme su amistad en los momentos mas dificiles. Ante

todo mi admiracién y carifio absoluto.

Agradezco a mi comité tutorial por todo el tiempo invertido en la realizacion de este
proyecto, por los comentarios y aportaciones que desinteresadamente han realizado para
mejora de este trabajo. Por colaborar con sus experiencias y consejos académicos; pero
sobre todo por compartir conmigo su amistad y ser todo un ejemplo en mi formacién

como Doctora en Neuroetologia.

A los compafieros y amigos que de manera desinteresada han formado parte de la
realizacion de este trabajo. Dichosos los que pueden dar sin recordar y recibir sin

olvidar.

A mi familia, de quienes siempre he recibido amor, especialmente a mi Padre ( A)
Madre, porgue de ellos he aprendido a ser una mujer de bien, que lucha por sus

metas y aprende de sus errores.

Gracias infinitas a Dios, que a lo largo de estos ultimos afios me ha reencontrado en
el camino y, que con amor, me recuerda dia a dia como vivir en sencillez, humildad y

en alabanza.

y

mi



OMejor es confiar en e
Que fiarse de los hombres;
Mejor es apoyarse en el Sefior,
Que confiar en |l os 1int
(Salmo, 118)



RESUMEN

Introduccidn. Los estados de ansiedad en las mujeres se relacionan con las variaciones
en las concentraciones hormonales a lo largo de su ciclo reproductivo. A la fecha, el
tratamiento de este trastorno se basa en el uso de farmacos inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina, benzodiacepinicos o el remplazo hormonal. Recientemente, se
ha encontrado que los flavonoides podrian ser una alternativa para el manejo de la
ansiedad. Por ejemplo, la crisina tiene afinidad por el receptor GABA, Yy ejerce efectos
ansioliticos en animales de experimentacion. En la rata hembra este flavonoide,
administrado por via intraperitoneal, ejerce un efecto tipo ansiolitico durante la fase de
metaestro-diestro del ciclo estral en la rata Wistar, cuando hay bajos niveles de hormonas
ovéaricas. No obstante, se desconoce el sustrato neuroanatomico que participa en el
efecto ansiolitico de la crisina. Objetivo. Identificar la participaciéon del hipocampo dorsal
en el efecto tipo ansiolitico del flavonoides crisina considerando la fase del ciclo estral de
la rata. Material y Método. En ratas hembra de la cepa Wistar, se realizaron tres fases
experimentales. En un primer experimento se evalud el efecto per ser de la cirugia
estereotaxica, el implante de canula y la microinyeccién del vehiculo sobre la ejecucion
de las pruebas conductuales. En una segunda serie experimental se evalué el efecto de
la microinyeccion, en el hipocampo dorsal (CA1), de diferentes concentraciones de crisina
(0. 25, 0. ®0 3¢ | 1, O lcengdaradoacbn cébnaeatraciones equiparables de
alopregnanolona (un neuroesteroide con probada accion ansiolitica) considerando las
fases del ciclo estral. Finalmente, se evalud la interaccion de la microinyeccion de crisina
en el hipocampo (CA1l) y la administracion intraperitoneal de alopregnanolona sobre la
conducta tipo ansiedad de ratas ovariectomizadas, en las diversas pruebas conductuales.
Resultados. La cirugia estereotéxica y el implante de canula no ejercen efectos per se
sobre los pardmetros conductuales evaluados en el presente estudio. Sélo la
microinyeccion de 0.50 € g / 0del3lavénoide crisina en el hipocampo ejercié un efecto
tipo ansiolitico en la fase de metaestro-diestro, mientras que en la fase de proestro-estro,
la microinyeccién de 0.50y 1 ./ @We deersina cancelaron el efecto ansiolitico per se
identificado en estas fases del ciclo estral. Este mismo patron de efectos fue detectado
con la microinyeccion de las concentraciones equiparables de alopregnanolona en cada
fase del ciclo estral. Ninguno de los tratamientos tuvo efectos significativos sobre la
actividad locomotora espontanea general. Finalmente, en ratas ovariectomizadas la
microinyeccion de 0.50e ¢ 0. 3 ¢ | doade Zmgike (i.ph de alopregnanolona ejercen
un efecto tipo ansiolitico, el cual es cancelado cuando se administran conjuntamente
ambas sustancias. La administracién de 0.25¢ ¢ 0 . 3 ¢ | de <crisina
ejercié efectos significativos sobre las variables evaluadas en las ratas ciclando u
ovariectomizadas. Conclusién. El hipocampo dorsal (CAl) participa en el efecto tipo
ansiolitico de la crisina y de alopregnanolona en la rata Wistar, un efecto que es
dependiente de la fase del ciclo estral. Asimismo, se concluye que existe una interaccion
farmacologica entre el flavonoide crisina y las hormonas ovaricas, que dependiendo de la
concentracion, puede ejercer un efecto benéfico o negativo sobre el estado emocional de
la rata, al interactuar posiblemente con el receptor GABA,; una posibilidad que abre
nuevas lineas de investigacion para sustentar o refutar el potencial terapéutico del
flavonoide crisina en el manejo del trastorno por ansiedad.
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1. INTRODUCCION

La ansiedad es una emocién que permite al individuo prepararse para responder a
cambios en su medio ambiente de forma natural, sin embargo, cuando se vuelve
patoldgica, interfiere negativamente con la calidad de vida de los individuos (Rodriguez-
Landa et. al., 2012). El marcado dimorfismo sexual en la incidencia de la ansiedad, la
cual es mas frecuente en la mujer con respecto al hombre, es atribuido a las
fluctuaciones hormonales durante las diferentes etapas de la vida reproductiva de la
mujer. Especificamente, en el periodo premenstrual se presentan varios cambios
fisiologicos y psicolégicos que alteran el ritmo de vida y se caracterizan por episodios de
irritabilidad, ansiedad y depresion (Revisado en: Cia, 2002; Backstrom et al., 2003). Para
el tratamiento de estos sintomas se utlizan farmacos ansioliticos como las
benzodiacepinas y algunos antidepresivos; ademas de la terapia de remplazo hormonal.
Sin embargo, no todas las mujeres responden a este tipo de tratamientos, por lo que
recurren a otras alternativas para aliviar su sintomatologia, tal es el uso de extractos de
plantas con alto contenido de flavonoides como por ejemplo crisina y apigenina (Revisado
en Jager y Saaber; 2011) o fitoestrégenos como la daidzeina (Setchell et al., 2003) y
genisteina (Rodriguez-Landa et al., 2009). Otras biomoléculas como los neuroesteroides
han mostrado tener cierta eficacia ansiolitica en animales de experimentacion y en el ser
humano; por ejemplo la progesterona y su metabolito a-reducido alopregnanolona
ejercen efectos ansioliticos mediante la activacion del receptor GABA, (Harrison et al.,
1987), donde los farmacos ansioliticos clinicamente eficaces ejercen sus acciones.

Algunos trabajos sugieren que los flavonoides tienen la capacidad de unirse a los
sitios de reconocimiento de las benzodiacepinas en el receptor GABA, (Zanoli et al.,
2000). De esta forma, se propone que los flavonoides actllan como ligandos exdgenos
del receptor GABA, en el sistema nervioso central; el mismo receptor por el que tiene
afinidad el diazepam, uno de los prototipos de los farmacos ansioliticos. La crisina es un
flavonoide que ejerce efectos tipo ansiolitico a nivel experimental al parecer por
modulacion de la actividad de los canales de CI” en las neuronas GABAérgicas (Medina
et al.,, 1990; Zanoli et al., 2000; Marder y Paladini, 2002; Rabbani et al., 2004,). Cabe
sefialar que este efecto ansiolitico de crisina y de farmacos ansioliticos como el
diazepam es dependiente de la fase del ciclo estral de la rata, lo que sugiere alguna

posible interaccién con las hormonas ovaricas para ejercer sus efectos sobre el receptor



GABA, (Zuluaga et al., 2005; Hernandez-Lopez et al., 2010). Asimismo, se ha encontrado
que la expresion de diversos tipos de subunidades de estos receptores en estructuras
cerebrales como el hipocampo, también es dependiente de las concentraciones
hormonales asociadas a las fases del ciclo estral (Martin-Garcia et al., 2007); lo cual en
conjunto explicaria la respuesta diferencial a los psicofarmacos dependiendo de la fase
del ciclo reproductivo reportado para en la mujer.

Por lo anterior, en el presente trabajo se evalué la participacion del area CA1 del
hipocampo en el efecto tipo ansiolitico del flavonoide crisina considerando la fase del
ciclo estral de la rata, ademas de evaluar alguna posible interaccioén entre la crisina y las

hormonas circulantes en el efecto tipo ansiolitico a nivel experimental.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Los trastornos de ansiedad
La ansiedad es una reaccion emocional normal ante una situacion amenazante o

potencialmente amenazante, que se acompafia de hiperactividad simpatica (Barker y

Barasi, 2002) . La pal abr aanxetasi egdieed sprgovof é cea ceoln

afliccion y se le ha considerado como un mecanismo adaptativo que resulta de conductas
defensivas ante cualquier circunstancia que amenace la integridad del individuo (Heinz,
2003). A |l a ansiedad A mademmihoumkeal emocohalya gue
permite mejorar el rendimiento y la actividad (Sabanés, 1984). A diferencia de la ansiedad

catalogada como finor mal o0, en | os t r actedbr nos

paciente experimenta una ansiedad desproporcionada con relacién al estimulo y en
ocasiones en ausencia de cualquier estimulo manifiesto que interfiere de forma negativa
en su calidad de vida (Barker y Barasi, 2002).

Los trastornos de ansiedad de manera general pueden ser divididos en cuatro
tipos principales: trastornos de ansiedad generalizada, crisis de angustia, reacciones de
estrés y fobias. No obstante, el manual de diagndstico de trastornos mentales (DSM V)
incluye una clasificacion mas precisa con base en los signos y la duracién de los
sintomas que presentan los pacientes (Tabla 1).

En México los trastornos de ansiedad de manera global tienen una prevalencia del
14.3% en la poblaciéon, segun los datos arrojados por la Encuesta Nacional de
Epidemiologia Psiquiatrica en México. De este porcentaje, los trastornos de ansiedad y
afectivos muestran un marcado dimorfismo sexual, presentandose mas en mujeres que
en hombres en una proporcién de 2:1 (Eaton, 1995; Medina-Mora et al., 2007). Las
diferencias de género en materia de salud mental recientemente comienzan a cobrar
importancia, ya que el incremento de la esperanza de vida de la mujer, aunado a la
prevalencia de desarrollo de algun tipo de trastorno emocional asociado a fluctuaciones
hormonales como ansiedad y/o depresion, pueden interferir directamente sobre su

calidad de vida y desempeiio laboral.
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Tabla 1
Clasificacién de los trastornos por ansiedad

- Descripcion clinica

Crisis de angustia recurrentes e inesperadas que

Clasificacion
DSM V

Clasificacion basica

Crisis de angustia

Angustia sin agorafobia

causan preocupacién permanente en el sujeto.

Angustia con

Crisis de angustia y agorafobia de caracter
recurrente e inesperado que causan ansiedad

agorafobia

Ansiedad al encontrarse en lugares o situaciones
donde al escapar puede ser dificil o embarazoso,
pero sin la presencia de crisis de angustia.

Agorafobia sin historia
de trastorno de
angustia

Agorafobia sin historia
de trastorno de angustia

Ansiedad como respuesta a la exposicion a
situaciones u objetos especificos temidos, que
conllevan a comportamiento de evitacion.

Fobia especifica

Fobias

Ansiedad como respuesta a situaciones sociales o
actuacion en publico, que conllevan a un
comportamiento de evitacion.

Fobia social

Obsesiones que causan ansiedad, malestar y
compulsiones cuyo propésito es neutralizar dicha
ansiedad.

Obsesivo compulsivo Obsesivo compulsivo

Ansiedad ante la re-experimentacion de eventos
traumaticos y comportamientos de evitacion hacia
estimulos relacionados con el trauma.

Estrés postraumético

Reacciones de estrés

Ansiedad y malestar que aparecen inmediatamente

Estrés agudo después a un acontecimiento traumatico.

Ansiedad y preocupacion de caracter excesivo y

Trastornos de ansiedad | Ansiedad generalizada | persistente durante al menos seis meses.

generalizada

Basado en el Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales DSM-V.

Uno de los trastornos de ansiedad que se presentan en una mayor proporcion de
mujeres es el trastorno de ansiedad generalizada (TAG), el cual se asocia principalmente
con las fluctuaciones de la concentracion hormonal en las diferentes etapas del ciclo
biolégico como son el periodo premenstrual, el post-parto, el climaterio y la post-
menopausia (Cia, 2002).

El TAG afecta desde el punto de vista de la sintomatologia, tres componentes
principales: cognitivos, fisiolégicos y comportamentales o conductuales. A nivel cognitivo
y fisiolégico se pone de manifiesto la preocupacion excesiva e irreal durante la mayor
parte del tiempo, sensacién de aprension por anticipado, dificultad para concentrarse,

irritabilidad, y pensamientos preocupantes repetitivos a menudo asociados a
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sobreactividad simpatica, que incluye elevacion de la frecuencia cardiaca, nauseas,
mareos y palpitaciones, entre otros (American Psychiatric Association, 2000; Barker y
Barasi, 2002). Dentro del componente conductual se encuentra la incapacidad del
individuo de controlar la ansiedad, lo cual provoca una disfuncién significativa de sus
actividades familiares, ocupacionales y sociales. La etiologia de los trastornos de
ansiedad no se conoce contundentemente, sin embargo, existe una combinacion de
factores genéticos, rasgos de personalidad, sucesos estresantes o0 eventos vitales que se
combinan para dar origen a la enfermedad. Existen algunos factores de riesgo que se
manejan para el TAG los cuales incluyen: el sexo (ser mujer), tener mas de 30 afios y
poseer antecedentes familiares de otros trastornos emocionales como depresion (Cia,
2002). La evolucion del TAG es fluctuante, caracterizado por exacerbaciones y
remisiones periédicas. La cronicidad de este trastorno puede durar dias o semanas,

relacionado principalmente con periodos intensos de estrés o sobrecarga emocional.

Si nos centramos en alguna de las etapas del ciclo reproductivo como el periodo
premenstrual, es en esta etapa cuando la mujer es mas vulnerable a presentar algun tipo
de sintoma ansioso o depresivo recurrente, que a la larga puede generar un trastorno
emocional mas complejo como el sindrome premenstrual (SPM) o el trastorno disférico
pre-menstrual (TDPM), incluidos actualmente en los manuales de diagnéstico. En este
sentido, es indiscutible que a lo largo del ciclo reproductivo, las mujeres sufren diversos
cambios a nivel somético, psicoldgico y biolégico, que no deberian ser catalogados como
subclinicos, por el contrario, deben ser tratados con anticipacion para evitar el desarrollo

de trastornos emocionales como la ansiedad en etapas posteriores.

Actualmente, se han desarrollado diversos esquemas terapéuticos para el
tratamiento de los trastornos de ansiedad relacionados con el decline hormonal, los
cuales son efectivos en algunas mujeres al contrarrestar ciertos sintomas, pero en otras
son ineficaces 0 no son tolerados. Lo anterior, conlleva a la necesidad de buscar
alternativas terapéuticas para el manejo de los trastornos emocionales asociados con la

disminucion de las concentraciones hormonales.
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2.2 Aspectos neuroanatémicos y neurobiolégicos de la ansiedad

El estudio de diferentes sustratos neuroanatomicos de la ansiedad ha llevado a
centrar la atencién en aquellas estructuras cerebrales relacionadas con la generacion de
las emociones. Dentro de estas estructuras se encuentra la amigdala, la cual recibe
informacion de los sistemas sensoriales, corticales y talamicos, emitiendo proyecciones
relacionadas con el sistema nervioso autbnomo, algunos sistemas neuro-hormonales y
musculo-esquelético. Se ha demostrado que la ablacion y lesion de la amigdala produce
una falta de respuesta a estimulos amenazantes en monos, ademas de una respuesta
aumentada al castigo y un bloqueo del miedo condicionado en ratas (Cia, 2002). Por otro
lado, el sistema septo-hipocampal posee conexiones con diversas estructuras del sistema
emocional y areas corticales sensoriales y, segun lo establecido por J. A. Gray en 1982,
forma parte del sistema de inhibicibn comportamental de los individuos. Las lesiones del
hipocampo asi como los farmacos ansioliticos aumentan la respuesta al castigo (Strange
et al.,, 1992; Cia, 2002), lo que se relaciona con un posible efecto ansiolitico. Tanto la
amigdala como el hipocampo envian aferencias a las areas neocorticales, las cuales
intervienen en el procesamiento de estimulos complejos 0 amenazantes, donde se ve
involucrada la respuesta emaocional con expresiones como el miedo la irritabilidad y la
ansiedad.

Ademas de las estructuras cerebrales implicadas en los sistemas emocionales, los
sistemas de neuromodulacién cerebral cumplen un papel importante en la neurobiologia
de la ansiedad. La disfuncion de sistemas de neurotransmision como el noradrenérgico,
serotonérgico y GABAérgico, juega un papel crucial en el desarrollo de la ansiedad
normal y patoldgica (Nemmeroff, 2003) ademéas en la comorbilidad de la ansiedad con
otros trastornos como el depresivo. La eficacia terapéutica de diversos farmacos también
se encuentra ligada a los mecanismos reguladores de los sistemas de neurotransmision
en estructuras que forman parte del sistema limbico o el denominado sistema emocional
(Barker y Barasi, 2002; Cia, 2002).

14



2.3 Estructuras limbicas y ansiedad

Las estructuras limbicas tales como el hipocampo y la amigdala, se caracterizan
por poseer una alta densidad de receptores GABA,, por lo que han sido previamente
implicados en los efectos ansioliticos de farmacos como las benzodiacepinas (Enging y
Treit, 2008). Por esta razdn, estas estructuras cerebrales son blancos ideales para el
estudio de los mecanismos que regulan la ansiedad. Aun cuando la amigdala y el
hipocampo se relacionan en los procesos de ansiedad, se ha observado que contribuyen
de forma diferencial en el procesamiento del miedo o de los estimulos que generan
ansiedad debido a las conexiones que mantienen con otras estructuras del sistema
limbico y cortical (Bannerman et al., 2004).

El hipocampo es una de las estructuras que conforman parte del sistema
emocional, designado anteriormente como sistema limbico, por lo que se relaciona con la
generaciéon de los procesos emocionales. James W. Papez (1937) postulé al hipocampo
como parte de un circuito, el cual incluia el flujo de salida de impulsos nerviosos desde
ésta estructura a través del fornix, hacia los cuerpos mamilares del hipotalamo pasando
por el nucleo del tAlamo anterior hacia el cingulo y de regreso al hipocampo a través del
area entorrinal. Por otro lado, Walter B. Cannon y Philip Bard (1932) ya habian designado
al hipocampo como una estructura esencial para la evocacion de aspectos de la conducta
emocional, que ademas involucra procesos autonémicos y viscerales por estar conectado
directamente con otras estructuras corticales y subcorticales (Revisado en Andersen et
al., 2007). Fue hasta 1982 que Gray en su teoria neuropsicologica de la ansiedad,
designé al hipocampo en conjunto con el septum, como el sustrato neural de los sistemas
de inhibicion conductual.

A nivel neuroanatémico, en el humano, el hipocampo se encuentra localizado al
interior del l16bulo temporal en la porcién medial y mide entre 3.5y 4.0 cm en direccion
anteroposterior y se puede dividir claramente en cuatro campos: CAl, CA2, CA3 y CA4
(la terminacién CA deriva de cornus ammonis), asi como en otras regiones que en
conjunto dan origen a la formacion hipocampal y que incluyen al giro dentado del

hipocampo, subiculo (presubiculo y parasubiculo) y la corteza entorrinal (Figura 1).
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Figura 1. Representacion de las capas del hipocampo y su division en regiones superior e inferior y

en los cuatro campos (CA1-CA4) en el humano. Tomado de: Afifi y Bergman, 2005.

Las diferencias anatémicas del hipocampo no son tan amplias entre especies. En

el caso particular de los roedores y el ser humano las tres subdivisiones principales en las

que se organiza el hipocampo permanecen (CAl, CA2 y CA3), aunque con algunas

diferencias citoarquitectonicas (Figura 2). Este hecho nos permite trabajar con modelos

animales para entender el funcionamiento de ésta estructura al ser manipulada de forma

experimental en roedores y comprender los mecanismos que regulan la generacién de

ciertas conductas emocionales en las que se encuentra implicada esta estructura

(Andersen et al., 2007).

a) . b)

==Sub

Figura 2. llustracion de la organizacion general y similitudes de las subdivisiones del hipocampo en
la rata y ser humano. a) Hipocampo de rata, b) Hipocampo de humano. Sub: subiculo, DG: giro

dentado, fi: fimbria. Tomado de: Andersen et al., 2007
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El hipocampo envia y recibe proyecciones de varias regiones cerebrales (area
septal, &rea entorrinal, amigdala, nucleo anterior del talamo, entre otras), y estas
interconexiones son vitales para el entendimiento de muchas de las funciones en las que
participa esta estructura. El hipocampo recibe proyecciones del complejo amigdalino
quien a su vez envia aferencias a la region CAl y al subiculo; las conexiones amigdalo-
hipocampales forman la base anatémica para el efecto de la emocion en la funcién de la
memoria (Pikkarainen et al., 1999; Pitkanen et al., 2000). Ademéas de su establecido
papel sobre ciertas formas de memoria, el hipocampo se encuentra relacionado con el
procesamiento de informacion, atencion y alerta, asi como la subsecuente regulacion de
las conductas ansiosas y respuestas de miedo, ya que su estimulacion en roedores
produce un aumento en movimientos de observacion y exploracién que se acompafan de
azoramiento y ansiedad (Afifi y Bergman, 2006).

A nivel experimental, se han evaluado las diferencias funcionales entre las
porciones dorsales y ventrales que conforman el area CA1l del hipocampo. La porcion
dorsal del hipocampo se encuentra relacionada con procesos de memoria sobre todo
espacial y de aprendizaje, mientras que la porcién ventral ejerce un papel preferencial en
las conductas relacionadas con la ansiedad y los miedos condicionados (Bannerman et
al., 2004). La porcién ventral difiere marcadamente de la porcién dorsal debido a que ésta
posee conexiones con la corteza prefrontal medial, estria terminal y la amigdala asi como
otras estructuras subcorticales asociadas con el eje hipotalamico-hipdfisiario-adrenal
(HHA). La mayoria de los nacleos amigdalinos poseen conexiones con la formacion
hipocampal, siendo las mas profundas aquellas que derivan de los nlcleos basales y
laterales de la amigdala (Pitkanen et al., 2000; Petrovich et al., 2001, Bannerman et al.,
2004). A nivel experimental, las lesiones en el hipocampo ventral de ratas, producen
efectos conductuales semejantes a los ejercidos por farmacos como las benzodiacepinas,
especificamente sobre la reduccion de la ansiedad (Gray y McNaughton, 2000). Las
lesiones en la porcién ventral del hipocampo despliegan incrementos en el numero de
acercamientos en el modelo de interaccién social; el tiempo de exploracion en el modelo
de ansiedad luz/oscuridad y en algunas variables del laberinto de brazos elevados;
efectos que no son observados en animales con lesiones dorsales evaluados en los

mismos modelos (Bannerman et al., 2002; Kjelstrup et al., 2002).
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Lo anterior sugiere que la porcién ventral del hipocampo podria estar
estrechamente relacionada en los procesos emocionales como la ansiedad, pero no se
descarta que la parte dorsal del hipocampo se relacione con el efecto de sustancias con
potencia ansiolitica o antidepresiva.

Estudios que han explorado la porcién dorsal del hipocampo (CAl) mediante
microinfusion de agonistas GABAérgicos como midazolam o muscimol, decrementan los
indicadores de ansiedad en el modelo de ansiedad de laberinto de brazos elevados e
interaccion social (Gonzélez et al., 1998; Menard y Treit, 2001; Rezayat et al., 2005,
Engin y Treit, 2007a), mientras que la microinyeccién de alopregnanolona en esta region
produce un efecto antidesesperanza en la rata (Rodriguez-Landa et al., 2009), esto
permite establecer que el hipocampo (CAl) en su porcidon dorsal participa en la
regulacién de la ansiedad y la desesperanza, independientemente de su rol sobre el
aprendizaje y la memoria. La microinyeccion de alopregnanolona en el hipocampo dorsal
de la rata macho no ejerce efectos ansioliticos cuando son evaluadas en el laberinto de
brazos elevados ni en la prueba de enterramiento defensivo (Enging y Treit 2007b). Estas
aparentes contradicciones en cuanto a la participacion del hipocampo en la ansiedad,
puede estar relacionada con las diferentes funciones de las regiones del hipocampo
(dorsal y ventral) en el area CAl, donde se han microinyectado las sustancias
ansioliticas. La porcién ventral del hipocampo media las respuestas de miedo y ansiedad
(Bertoglio et al, 2006; Hackl y Carobrez, 2006; Pentkowski et al., 2006, Enging y Treit,
2007b), mientras que la regién dorsal podria participar en el efecto de algunas sustancias
con potencia ansiolitica (Nin et al., 2008) o antidesesperanza (Rodriguez-Landa et al.,
2009); por lo que se requieren estudios adicionales para corroborar o refutar dicha

propuesta.

2.4 Receptor GABA, y ansiedad

Al receptor GABA, (Figura 3) se le ha relacionado con los mecanismos
neurobioldgicos que regulan la ansiedad y existen evidencias de que la disfuncion en este
receptor contribuye al desarrollo de este desorden (Paladini et al., 1999; Nemmeroff,
2003). El receptor GABA, estd compuesto por 5 subunidades con distintas subfamilias
(4 b 13, U, 16, elyresultado de las diferentes combinaciones de estas
subunidades le confieren una gran complejidad que se refleja en diferencias en la
afinidad del GABA sobre su sitio de unién, la cinética de los canales de CI, la velocidad

de desensibilizacion y las propiedades farmacologicas (Malizia et al., 1998; Nutt, 2001;
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Weinberger, 2001; Smith, 2001). Es pec2fi camente | a combinaci

1 determinan la actividad farmacolégica asi como la afinidad de los ligandos por el sitio de

unioén a benzodiacepinas del receptor GABA, (Nutt, 2001).

Figura 3. Esquema del receptor GABAA y sus diversas subunidades. Sitio de unién para agonistas
benzodiacepinicos (BZs) y el acido gama aminobutirico (GABA); canal iénico (CI'). Tomado de: Jacob et al.,
2008.

Por otra parte, se ha reportado que la densidad de los receptores GABA, a nivel
cerebral puede cambiar con la manipulacién de los ambientes en los que se desarrolla el
individuo, asi como con el estrés crbnico, resultando en un incremento de las
manifestaciones de ansiedad y decremento en la respuesta de los farmacos
benzodiacepinicos (Inoue et al., 1985; Rago et al., 1988; Weizman et al., 1989; Primus y
Gallager, 1992). De igual forma, los cambios hormonales pueden modificar la expresion
de algunas subunidades del receptor GABA, causando un incremento en los indicadores
de ansiedad (Gulinello et al., 2001); por ejemplo, cuando hay disminucién de las
concentraciones hormonales durante el periodo premenstrual, hay una mayor incidencia
de irritabilidad, ansiedad y depresion (Gulinello y Smith; 2003; Rodriguez-Landa, 2006;
Rodriguez-Landa y Contreras, 2007).

19

n

de



2.5 Papel de los neuroesteroides en los estados de ansiedad

Los neuroesteroides (NE) son esteroides sintetizados en el sistema nervioso
central de novo a partir de colesterol, independientemente de sus fuentes periféricas. Las
principales células que producen NE son: las neuronas y células gliales como los
oligodendrocitos y astrocitos (Baulieu y Robel, 1990; Compagnone y Mellon, 2000).
Dentro de los principales NE que producen las mujeres se encuentra la progesterona y el
estradiol. Diversos estudios clinicos y experimentales, han relacionado a la ansiedad con
las variaciones hormonales que experimenta la mujer a lo largo de su ciclo reproductivo,
siendo més evidente en el periodo premenstrual, los Ultimos meses de embarazo, el
climaterio, entre otras (Revisado en: Van Leusden, 1995; Martin-Garcia et al, 2007). Se
ha identificado un cambio notable en los niveles de ansiedad en aquellas mujeres a las
gque se administran progestinas sintéticas, este hecho ha servido de base para estudios
posteriores en donde se analiza el papel que desempefian los NE en los trastornos de
ansiedad. Diversos estudios han empleado modelos animales en los que se utilizan a
ratas o ratones como sujetos de experimentacién con la finalidad de revelar las acciones
ansioliticas de la progesteronay s us me t-seuoidos ¢omesla dlbpregnanolona
(Bitran et al, 1999; Fernandez-Guasti y Picazo, 1999; Frye y Walf, 2002). Como evidencia
tenemos los estudios de Fernandez-Guasti y Picazo (1997) en donde la progesterona
ejerce un efecto ansiolitico por facilitar las acciones de las benzodiacepinas. Por otro
lado, existe controversia sobre el papel de los estrégenos sobre la ansiedad, pues los
reportes han sido contradictorios, aunque algunas investigaciones argumentan que
podrian facilitar los efectos ansioliticos y antidepresivos de farmacos como la
desimipramina, ademas del efecto antidepresivo de la fluoxetina (Martinez-Mota et al.,
2000; Estrada-Camarena et al., 2003).

El efecto ansiolitico de la progesterona va estrechamente ligado con su
conversii n metab-1lica en alopregnanol ona, por
I a 3b hi dr-axikdregllgtasa r(Ruppdeeht, 2003; Belelli y Lambert, 2005).
Efectivamente, la alopregnanolona tiene un efecto modulador alostérico positivo sobre el
receptor GABA,, ejerciendo accion directa sobre la inhibicion neuronal de modo
semejante a las benzodiacepinas y barbitlricos. Aunque no comparten el mismo sitio de
union (Majewska et al., 1986; Rupprecht, 2003), si le confiere un efecto ansiolitico (Reddy
y Kulkarni, 1997; Khisti et al., 2000; Zimmerberg y Kajunski, 2004) y antidesesperanza a
nivel experimental, cuando es administrada por via sistémica (Khisti et al., 2000;

Rodriguez-Landa et al., 2007) o en estructuras cerebrales como el septum lateral o el
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hipocampo dorsal (Rodriguez-Landa et al., 2009; Nin et al., 2008). De estos estudios se
ha llegado a identificar el potencial ansiolitico de la alopregnanolona y se ha propuesto
que este NE es mas potente en sus efectos ansioliticos que la misma progesterona y
hasta 20 veces mas potente que algunas benzodiacepinas (Revisado en Martin-Garcia et
al., 2007).

Por otro lado, la presencia de ansiedad como componente del sindrome de
abstinencia a progesterona ya ha sido reportada con anterioridad. Si comparamos este
hecho, un efecto similar pudiera ocurrir en el sindrome premenstrual o en el trastorno
disférico premenstrual, donde existen decrementos de los niveles de progesterona y
alopregnanolona a nivel periférico y central; donde la sintomatologia caracteristica de la
ansiedad como la irritabilidad y desasosiego se hace evidente. Algunos estudios
realizados en ratas hembras indican que la supresién abrupta de progesterona
incrementa los indicadores de ansiedad al ser evaluados en el modelo de enterramiento
defensivo (Gallo y Smith, 1993; Costa et al., 1995, Gullinelo et al., 2003, Saavedra et al.,
2006), al parecer por una alteraciébn en el sistema de neurotransmisibn GABAérgica
asociada a la caida brusca de las concentraciones plasmaticas y cerebrales de las
hormonas ovéricas, lo cual pone de manifiesto la relaciébn que existe entre los niveles

hormonales y la funcionalidad de este sistema de neurotransmision.

2.6 Ciclo estral y ansiedad

El ciclo estral en las ratas puede ser considerado como el equivalente al ciclo
ovulatorio en la mujer. El ciclo estral esta conformado por cuatro etapas: proestro, estro,
metaestro y diestro, cada una de estas fases posee caracteristicas fisioldgicas propias
que hacen facil su identificacion, por ejemplo: mediante un frotis vaginal en el proestro se
identifican células nucleadas y redondas, en el estro, la citologia vaginal muestra células
cornificadas, en el metaestro hay una combinacién de células redondeadas, nucleadas,
cornificadas y leucocitos y en diestro hay una predominancia de leucaocitos.

Con base en estas diferencias citoldgicas es posible reconocer en qué fase del ciclo

se encuentran las ratas (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de las fases del ciclo estral y su correspondiente citologia vaginal en la rata.

A lo largo del ciclo estral las concentraciones de hormonas ovaricas como la
progesterona sufren fluctuaciones, las cuales pueden modificar el humor y la conducta de
los animales. En la rata, los indicadores sugerentes de un estado ansioso se reducen
durante el proestro-estro y entre los dias 14 y 17 de gestacion (Zuluaga et al., 2005),
etapas en las que existe un incremento de las concentraciones de las hormonas ovaricas
sobre todo de progesterona.

Por el contrario, los animales que se encuentran en las fases de metaestro-diestro
despliegan un mayor nimero de conductas sugerentes de ansiedad, relacionadas con la
baja en las concentraciones de las hormonas ovaricas (Fernandez-Guasti y Picazo, 1992;
Picazo y Fernandez-Guasti, 1993; Contreras et al., 2000).

De manera interesante se ha observado que las hembras responden mejor a los
ansioliticos y a los antidepresivos cuando se encuentran en la fase de proestro-estro,
mientras que durante la fase de metaestro-diestro previenen las alteraciones
conductuales sugerentes de ansiedad o depresion experimental (Martinez-Mota et al.,
1999).
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Lo anterior sefiala una interaccién entre el ciclo estral y la respuesta ansiolitica de
algunos farmacos, tal es el caso del lorazepam y algunos otros farmacos
benzodiacepinicos, donde la supresién abrupta de progesterona disminuye sus efectos
sedantes, resultado de una accién directa sobrelae x pr esi - n de Jya dd«
receptor GABA, (Gulinello et al., 2002).

El hecho de que las hormonas como la progesterona y sus metabolitos ejerzan
efectos ansioliticos per se a nivel experimental, y que las variaciones en las
concentraciones de hormonas ovaricas modifiquen el efecto de los farmacos ansioliticos
por cambios estructurales a nivel de los receptores GABAérgicos, nos lleva a analizar el
resultado de la interaccion entre las fluctuaciones hormonales, los efectos farmacolégicos
de sustancias como los flavonoides y las estructuras cerebrales que modulan a la

ansiedad como el hipocampo.

23

ubuni

daoc



2.7 Tratamientos farmacolégicos para el manejo de la ansiedad

Las opciones farmacoterapéuticas actualmente disponibles para el manejo de los

trastornos de ansiedad son amplias. De manera general los farmacos incluidos para el

manejo de esta patologia son las benzodiacepinas y algunos clases de antidepresivos,

entre los que se encuentran los antidepresivos triciclicos, los inhibidores de la mono

amino oxidasa (IMAQO’s), los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS’s)

y, recientemente, los inhibidores duales o inhibidores de la recaptura de serotonina y

nor adr en
(Figura 5).
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Figura 5. Principales sitios de accién de los farmacos ansioliticos. Sitios de accién de farmacos 1)
benzodiacepinicos, 2) antidepresivos triciclicos, 3) farmacos que actian sobre receptores 5HT y 4)
bl oqueadores de receptores b. Tomado de: Barker vy
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Aun cuando la gama de tratamientos disponibles en el mercado para el manejo de
pacientes con trastornos de ansiedad son variados, la eficacia del tratamiento
farmacoldgico depende en gran medida de las caracteristicas del paciente, su historial

médico, comorbilidad con otras enfermedades y rasgos genéticos.

2.7.1 Benzodiacepinas

Durante varias décadas las benzodiacepinas han sido una de las terapias empleadas con
mayor frecuencia para el control de la ansiedad. Este tipo de farmacos son depresores
centrales que pueden inducir el suefio cuando se administran en dosis elevadas por la
noche y producir sedacién y reduccion de la ansiedad si se administran en dosis divididas
durante el dia. Ademas de las propiedades hipnéticas y relajantes, poseen efectos
anticonvulsivantes, miorrelajantes y amnésicos. El efecto de las benzodiacepinas esta
determinado por un aumento en la inhibicion del sistema nervioso central mediado por el
acido gama aminobutirico (GABA) (Barker y Barasi, 2002).

Los farmacos como el diazepam, alprazolam y sus derivados son eficaces para el
tratamiento de la ansiedad en numerosos estudios. A nivel clinico, la eleccion de la
benzodiacepina a utilizar se basa frecuentemente en su vida media y la potencia
farmacoldgica, dado que no hay evidencia de que el efecto ansiolitico difiere entre
miembros de esta clase de farmacos (Tabla 2) (Shader y Greenblatt, 1993).
Benzodiacepinas de baja potencia como el diazepam y las de alta potencia como el
alprazolam han mostrado su efectividad en estudios controlados de pacientes con TAG.
De manera general se ha identificado que el efecto ansiolitico de estas sustancias se
establece en estructuras del tallo cerebral y del sistema limbico, entre ellas la amigdala,
el septum y el hipocampo, entre otras. Aunque las benzodiacepinas son efectivas en el
manejo de la ansiedad, algunas mujeres no responden al tratamiento en forma eficaz vy,
en otros casos, pueden llegar a desarrollar dependencia farmacoldgica o psicoldgica lo

que limita su uso prolongado (Revisado en: Cloos y Ferreira, 2009).
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Tabla 2
Benzodiacepinas empleadas en el manejo de la ansiedad e insomnio

Benzodiacepinas de accién larga (més de 30 h) ‘

Principio activo Vida media (h) Ansiedad Insomnio
Clobazam 11-77 + +
Cloracepato 30-100 + -
Clodiacepéxido 5-30 - -
Diazepam 20-100 + +
Flurazepam 47-120 - ++
Halazepam 30-100 + -
Ketazolam 50-100 - ++
Clonazepam 18-50 + +

(-) Sin potencia (+) Potente (++) Muy potente (h) tiempo en horas

2.7.2 Farmacos antidepresivos con accién ansiolitica

Los antidepresivos triciclicos y los inhibidores de la mono-a mi no oxi das a

hasta hace pocos afios fueron los farmacos de eleccion para el manejo de la depresion.
Farmacos como la imipramina y la amitriptilina tienen efecto sobre la recaptura de
noradrenalina y serotonina, similares a los nuevos agentes duales, demostrando su
eficiencia en el manejo de pacientes con trastornos de ansiedad. Sin embargo, la gran
cantidad de efectos adversos a nivel digestivo y cardiovascular limita su uso en algunos
pacientes. L os i nhi bidores selectivos de | a
proporcionaron un gran avance debido a su perfil de seguridad y tolerabilidad a diferencia

(1 MAC

recapt

de | os tric2clicos y |l os | MAOb6bs. Se ha comprobad

de ansiedad que algunos agentes que inhiben selectivamente la recaptura de

noradrenalina. Aunque | o's | SRSOs poseen wuna ventana

comparacion con otros farmacos, se ha reportado que su principal limitante radica en que
la prescripcion a largo plazo trae consigo alteraciones y disfunciones a nivel sexual (Cia,
2002).
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2.7.3 Terapia de reemplazo hormonal en la ansiedad

El estradiol y la progesterona son dos de las hormonas que se producen en mayor
proporcion en el género femenino. En las mujeres adultas el origen principal del estradiol
son las células granulosas que se desarrollan en el foliculo ovarico; mientras que la
progesterona es sintetizada principalmente en las células granulosas del cuerpo lateo.
Ambas hormonas intervienen en la funcién cerebral, incluyendo la regulacién del sistema
neuroendocrino reproductivo, el estado de &nimo y la cognicion, ademas de tener un
efecto neuroprotector sobre las células nerviosas (Birzniece et al., 2005).

Los estr6genos son requeridos en las mujeres normalmente para lograr la
maduracién sexual y la funcién genital femenina, asi como para el mantenimiento de la
densidad 6sea y probablemente funcionan como protectores del sistema cardiovascular
(Birzniece et al., 2005). Ademas, modulan positivamente la secrecion de serotonina y
noradrenalina como muchos antidepresivos, por lo que su uso disminuye la severidad de
los sintomas en mujeres que sufren ansiedad o depresiéon (Pisabarro, 2000). El esquema
de administracion terapéutico comprende la administracibn de estrégenos de origen
equino o vegetal por via oral, como el estradiol, solos o en combinaciéon con un
progestageno. Los estrégenos solos de cualquier origen estan indicados en mujeres
histerectomizadas y los combinados con una progestina para las que conservan el Gtero
(Velasco-Murillo; 2007). El uso de estrogenos, solos o en combinaciéon de preferencia
debe limitarse al tratamiento del sindrome climatérico, por un periodo no menor a tres o
cuatro afios de uso continuo. Dentro de la terapia de reemplazo hormonal con
progesterona (Abreu et al., 2003), se encuentra el acetato de medroxiprogesterona,
mientras que de los agentes estrogénicos los mas usados son los estrégenos conjugados
(Tabla 3).

Tabla 3. Tratamientos de Reemplazo Hormonal

Tratamiento Indicacion Vias de
hormonal administraciéon

Alivian sintomatologia Oral Dosis de inicio:

vasomotora de la Parche Estradiol oral: 0,5-1,0 mg
Estrogenos menopausia, evita la pérdida transdérmico Estrégenos conjugados: 0,3-0,625mg

Osea y la atrofia genital. Gel Estradiol transdérmico: 5-50 mg

Estradiol gel: 0,5-1,0 mg

Empleado en mujeres con Oral Acetato de medroxiprogesterona
Progestinas | atero para proteger al Transdérmica dosis diéria continua de 2.5 mg 6 5

endometrio de céncer. Vaginal mg.

Modificado de Arriagada et al. 2006
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2.7 Terapias alternativas para el manejo de la ansiedad

Adicionalmente a las terapias farmacoldgicas convencionales para el manejo de la
ansiedad, actualmente se ha incrementado el uso de sustancias de origen vegetal con
potencial ansiolitico. En nuestro pais Berenzon y colaboradores (2009) han documentado
un incremento en la utilizacién de la medicina alternativa y tradicional para el tratamiento
de trastornos emocionales. El uso de plantas en diversas preparaciones reportado por las
antiguas civilizaciones y culturas mesoamericanas ha abierto una brecha para el estudio
de sustancias vegetales con potencial farmacolégico.

En animales de experimentacion se ha mostrado que el tratamiento con el
fitoestrogeno genisteina, una variedad de flavonoides, presente en la semilla de soya,
ejerce un efecto tipo ansiolitico en ratas con ausencia crénica de hormonas ovaricas, de
una manera equiparable al diazepam, un ansiolitico clinicamente eficaz (Rodriguez-
Landa et al., 2009). No obstante, otros estudios sefialan que en dosis altas los
fitoestrogenos pueden producir efectos ansiogénicos, al parecer por un incremento
excesivo de la concentracibn hormonal, ya que éste tipo de compuestos son
estructuralmente semejantes a los estrégenos y poseen propiedades semejantes (Hartley
et al., 2003).

Los fitoestr6genos son una alternativa potencial para el manejo de la ansiedad,
pudiendo ser Utiles para controlar las alteraciones fisicas y mentales en las mujeres que
tienen contraindicada la administracion de estrégenos naturales o sintéticos. En este
sentido, existen otro tipo de metabolitos secundarios presentes en las plantas, conocidos
como flavonoides, los cuales se ha reportado que ejercen efectos ansioliticos a nivel
experimental.

Los flavonoides (Figura 6) son una clase de pigmentos producto del metabolismo
secundario de plantas vasculares cuya funcién a nivel biolégico es ejercer efectos
protectores contra agentes oxidantes como los rayos ultravioleta, la contaminacion
ambiental y varias sustancias quimicas; asi como proteccion ante la invasion microbiana
y de algunos insectos y herbivoros (Martinez et al., 2002; Fernandez et al., 2006). Cada
uno de los tipos de flavonoides son estructuralmente diferentes y esta propiedad les
confiere un amplio rango de actividades biologicas (Zanoli et al., 2000; Martinez et al.,
2002; Fernandez et al., 2006).
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Los estudios clinicos de los flavonoides como terapia son limitados y se basan sélo en
datos epidemioldgicos, atribuyéndoles efectos benéficos para enfermedades vasculares,
contra el cancer y algunas alteraciones del sistema nervioso central como la ansiedad
(Arts y Hollman, 2005; Fisher y Hollenberg, 2005; Grendys et al., 2005; Katsenis, 2005;
Van Veldhuizen et al., 2005).

Figura 6: Estructura base de los flavonoides. Formada por un sistema de anillos de difenilpiranos o
fenilbenzopiranos, ademés de un grupo variable de radicales hidroxilos fendlicos.

Partiendo de estas observaciones, a nivel experimental se ha estudiado y
sugerido que los flavonoides tienen la capacidad de unirse a los sitios de reconocimiento
de las benzodiacepinas en el receptor GABA, (Zanoli et al., 2000). Por otro lado, se han
empleado modelos animales para evaluar los efectos ansioliticos, sedantes vy
anticonvulsivantes, de estos compuestos por compartir algunas acciones neuroquimicas
con las benzodiacepinas (Marder y Paladini, 2002; Johnston, 2005). Los flavonoides
como la crisina y la apigenina ejercen efectos ansioliticos cuando son administrados via
sistémica en dosis de 1.0 mg/kg en ratones, sin producir relajacion muscular, sedacion, ni
alteraciones en la actividad locomotriz generalizada, es decir, comparten un perfil
farmacologico semejante al de algunas benzodiacepinas (Wolfman et al., 1994; Zanoli et
al., 2000). Cabe sefalar que el efecto de la crisina es antagonizado por la administracion
previa de bicuculina y picrotoxina (Hernandez-Lopez et al., 2010), antagonistas
competitivos y no competitivos respectivamente del receptor GABA,, 10 cual sugiere que
dichos efectos se establecen sobre los receptores por los cuales los ansioliticos como el
diazepam, ejercen sus efectos terapéuticos, poniendo en evidencia el potencial

terapéutico de los flavonoides para el tratamiento de la ansiedad.
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2.9 Acciones del flavonoide crisina sobre el receptor GABA,

La crisina o 5,7-dixidroxiflavona (Figura 7) es un flavonoide que se encuentra
principalmente en plantas como la Passiflora incarnata, Passiflora coerulea y Matricaria
chamomilla. En la medicina tradicional estas plantas se emplean desde tiempos remotos
como sedantes y ansioliticos naturales. Los estudios actuales han identificado que la
crisina tiene afinidad por el receptor GABA,, modulando la actividad de los canales de CI
en las neuronas y ejerce algunos efectos tipo ansiolitico (Medina et al., 1990; Zanoli et al.,
2000; Rabbani et al., 2004).

HO O

OH O

Figura 7: Estructura quimica del flavonoide crisina

El flavonoide crisina, administrado por via intraperitoneal a ratones, ejerce un
efecto tipo ansiolitico mediante acciones sobre el sitio de reconocimiento de las
benzodiacepinas, puesto que el pretratamiento con el antagonista de este sitio, el Ro 15-
1788 (flumazenil), cancela el efecto ansiolitico de la crisina (Bonetti et al., 1982). Cuando
el efecto de la crisina fue evaluado en otros modelos animales cuantificando el efecto
sobre la sedacién, la relajacion muscular y la locomocién, se encontré6 que estos
parametros no fueron modificados por el tratamiento con el flavonoide; mientras que el
diazepam en dosis elevadas ejercio efectos sedantes (Bonetti et al., 1982; File y Pellow,
1985; Wolfman et al., 1994). Este resultado ha hecho suponer que el flavonoide pudiera
tener una menor afinidad sobre el receptor GABA, que el propio diazepam, pero que
mantiene su accion ansiolitica sin los efectos indeseables de las benzodiacepinas, la
relajacion muscular. Es por ello que ha llamado la atenciébn en el area de la
psicofarmacologia pues tomaria una ventaja terapéutica, respecto al diazepam, al tener
menos efectos indeseables sobre la locomocion.

Algunos estudios revelan que la crisina, en comparacion con el diazepam, no
ejerce efectos amnésicos sobre la adquisiciébn o retencion de tres diferentes tareas
aprendidas en ratas, aun en dosis por arriba de las reportadas como ansioliticas

(Salgueiro et al., 1997). Todas estas propiedades sugieren que la crisina tiene un perfil
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farmacologico semejante a un agonista de los receptores GABA-benzodiacepinicos
(Marder y Paladini, 2002), pero sin los efectos indeseables. En un estudio previo de
nuestro grupo de trabajo se encontr6 que la administracion intraperitoneal de dos
diferentes dosis de crisina (2.0 y 4.0 mg/kg) en ratas con ausencia cronica de hormonas
ovaricas evaluadas en el modelo de ansiedad luz/oscuridad, ejerce un efecto tipo-
ansiolitico semejante al diazepam (Hernandez-Lépez, 2007). Adicionalmente, se encontrd
que el flavonoide crisina en dosis de 2.0 mg/kg via intraperitoneal, ejerce un efecto tipo-
ansiolitico en el laberinto de brazos elevados en ratas hembras durante la fase de
metaestro-diestro del ciclo estral (Hernandez-Lépez et al., 2010), cuando hay una
reduccion de las hormonas ovéricas y en la cual se han descrito mayores indicadores de
ansiedad. En este estudid, el flavonoide crisina incrementd significativamente el tiempo
de permanencia en el brazo abierto del laberinto y redujo los indicadores de ansiedad
caracteristicos de esta fase, igualando la conducta a la que se observa en animales en la
fase de proestro-estro, donde las concentraciones de hormonas ovaricas se encuentran
elevadas y hay una reduccion per se de los indicadores de ansiedad. Este efecto es
mediado por la interaccion de la crisina con el receptor GABA, debido a que el bloqueo
previo con picrotoxina o bicuculina cancel6 los efectos ansioliticos en este modelo
experimental (Hernandez-Lépez, 2010).

Tomando en consideracién lo anterior y con la finalidad de ampliar el estudio de
las acciones del flavonoide crisina y su potencial aplicacién terapéutica en el manejo de la
ansiedad, en el presente trabajo se explord la participacion del hipocampo dorsal en el
efecto ansiolitico del flavonoide crisina en la rata Wistar, y las interacciones que pudiera
haber con las concentraciones plasmaticas de hormonas ovaricas, al considerar la fase
del ciclo estral. Con lo anterior se pretende contribuir al estudio de la base
neuroanatémica involucrada en las acciones ansioliticas del flavonoide crisina a nivel
experimental, con la finalidad de que en un futuro pueda ser considerado como un
potencial ansiolitico de aplicacion en la terapéutica de la ansiedad, asociada con las

fluctuaciones hormonales a lo largo del ciclo bioldgico de la mujer.
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3. JUSTIFICACION

La ansiedad es uno de los trastornos emocionales con un marcado dimorfismo
sexual, y se observa con mayor frecuencia en mujeres que en hombres. Los trastornos
de ansiedad en las mujeres estan estrechamente relacionados con las fluctuaciones en
los niveles hormonales a lo largo de su ciclo reproductivo. Ejemplo de ello son los
cambios emocionales y afectivos detectados durante el periodo premenstrual, debido a
una mayor vulnerabilidad de las mujeres a los factores estresantes, que favorece el
desarrollo de sintomas de ansiedad recurrentes, y que a la larga pueden generar
trastornos afectivos como la depresion. A la fecha, el tratamiento de la ansiedad incluye
el uso de farmacos ansioliticos y antidepresivos, asi como el reemplazo hormonal con
estradiol y progesterona. No obstante, no se ha logrado un esquema terapéutico ideal y
en la mayoria de los casos los efectos colaterales limitan el uso de estas terapias por
periodos prolongados. Recientemente, se ha propuesto que biomoléculas como los
neuroesteroides (NE) y principios activos de origen vegetal como los fitoestrégenos y
algunos flavonoides, podrian ser de utilidad en el manejo de la ansiedad. En la
actualidad, mediante el uso de modelos animales se ha identificado que el flavonoide
crisina ejerce un efecto tipo ansiolitico dependiente de la fase del ciclo estral en la rata, al
parecer a través de acciones sobre el receptor GABA.. A la fecha los estudios
experimentales sobre el efecto ansiolitico de este flavonoide sugieren un perfil
farmacoldgico similar a los ansioliticos convencionales y a los neuroesteroides como la
alopregnanolona. Sin embargo, el sustrato neuroanatomico involucrado en el efecto
ansiolitico de la crisina aun es desconocido. Es por ello que el presente estudio abre la
posibilidad de identificar parte de las estructuras cerebrales que patrticipan en el efecto
ansiolitico de la crisina y establecer de manera integral los mecanismos farmacolégicos,
neurogquimicos y neuroanatémicos que subyacen al afecto ansiolitico de esta sustancia.
La generacion de este conocimiento contribuird a la busqueda y desarrollo de alternativas
terapéuticas que en un futuro pudieran ser utilizadas para el tratamiento de los trastornos

de ansiedad asociados con los cambios hormonales en el género femenino.
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4. HIPOTESIS

X

La microinyeccién del flavonoide crisina en el area CA1 del hipocampo produce un
efecto tipo ansiolitico en ratas de la cepa Wistar, dependiente de la fase de ciclo,

un efecto semejante al producido por el neuroesteroide alopregnanolona.

La microinyeccion del flavonoide crisina en al area CA1 del hipocampo de ratas
ovariectomizadas, en conjunto con la administracion sistémica del neuroesteroide
alopregnanolona, ejerce un efecto tipo ansiolitico similar al efecto observado en

ratas ciclando.
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1.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion del area CAl del hipocampo en el efecto tipo ansiolitico

del flavonoide crisina en ratas de la cepa Wistar, considerando la fase de ciclo estral.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

X

Realizar una curva concentracion-efecto de la microinyecciéon del flavonoide
crisina en el area CA1 del hipocampo de ratas de la cepa Wistar, considerando la
fase del ciclo estral en las pruebas de laberinto de brazos elevados y campo
abierto.

Comparar el efecto de la microinyeccion del flavonoide crisina en el area CALl del
hipocampo con el efecto ansiolitico del neuroesteroide alopregnanolona en el

laberinto de brazos elevados y la prueba de campo abierto.

Comparar el efecto de la microinyeccion del flavonoide crisina en el hipocampo
(CAl) de ratas ovariectomizadas en el laberinto de brazos elevados y la prueba

en campo abierto.

Evaluar el efecto de la administracion conjunta del neuroesteroide
alopregnanolona por via sistémica y el flavonoide crisina, microinyectado en el

hipocampo (CA1) de ratas ovariectomizadas.

Determinar la participacion del receptor GABA, en el efecto ansiolitico de la
microinyeccion del flavonoide crisina en el hipocampo (CAl) de ratas hembras

intactas ciclando y ovariectomizadas.
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2. MATERIALES Y METODOS

6.1 Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Wistar con un peso entre 200-250g
al inicio de los experimentos (3 meses de edad aproximadamente). Todos los animales
fueron mantenidos en cajas de acrilico translicidas en el bioterio de estancia de la
Facultad de Quimica Farmacéutica Bioldgica, el cual estuvo a temperatura ambiente y un
ciclo de luz/oscuridad de 12x12 horas (la luz se encendi6 a las 7:00 AM). El acceso al
agua y alimento fue ad libitum. Todos los animales que se emplearon en esta
investigacion fueron manipulados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana en lo relativo a
las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio: NOM-062-Z00-1999, y conforme a la guia de cuidado y uso de animales de
laboratorio del National Research Council (1996). Adicionalmente, se hicieron todos los
esfuerzos posibles para reducir al maximo el estrés y dolor innecesario en los animales
de experimentacion, asi como reducir al maximo el nimero de animales en cada fase
experimental sin que esto tuviera implicaciones en la interpretacion de los resultados,

atendiendo las recomendaciones de las 3Rs (Russell y Burch, 1959).

6.2 Manipulaciéon quirurgica
Cirugia estereotaxica (implante de canulas). De acuerdo a las coordenadas
estereotaxicas de Paxinos y Watson (1998) se implantaron las canulas guia en el area
CA1 del hipocampo (AP = -3.8 mm, L= -2.0 mm, H = -2.0 mm) tomando como referencia
la sutura bregma. Los animales fueron anestesiados considerando las recomendaciones
de Sharp y LaRegina (1998) con pentobarbital sddico (AnestesalN, Pfizer, 50 mg/kg i.p.),
previa administracién de 0.05 mg/kg (i.p.) de sulfato de atropina (Coria et al., 2007). Una
vez que la rata se encontraba bajo anestesia profunda fue colocado en el aparato
estereotaxico. Se mantuvo la anestesia profunda durante toda la cirugia. Con ayuda de
un bisturi se realizé una incisién en la parte superior de la cabeza con la finalidad de
descubrir el crdneo. Una vez descubierto el craneo, se localizé la sutura bregma para
orientar las coordenadas en las cuales se implant6 la canula guia, que fue construida a

partir de una aguja calibre 22G x 32 mm con una longitud de 8 mm.
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La canula se fij6 al craneo de la rata con acrilico dental (NicToneN) el cual
también se empled para cerrar la incision de la piel. Posteriormente, se procedi6 a limpiar
el &rea con gluconato de clorhexidina (SanitorForted) y se administré un anestésico local
(lidocaina, Laboratorios PISA 20mg/ml solucién inyectable, Industrial Farmacéutica
Mexicana, México D.F.), con la finalidad de minimizar el dolor post-quirdrgico. Asi mismo,
los tres primeros dias post-quirdrgicos se administré un analgésico (Dipirona 50, Virbac
Salud Animal solucién inyectable, Guadalajara Jal.) para evitar el dolor propio de la
manipulacién quirdrgica.

Al terminar la cirugia los animales fueron colocados en una caja de recuperacion
hasta que recobraron la actividad motriz. Posterior a la cirugia mantuvieron un periodo de

recuperacion en sus cajas de estancia de cuatro antes de iniciar los tratamientos.

Ovariectomia. Para realizar la cirugia las ratas fueron anestesiadas con
pentobarbital s6dico Anestesald (50 mg/kg i.p.), previa administracion de 0.05 mg/kg
(i.p.) de sulfato de atropina (Sigma-Aldrich Co. USA) con la finalidad de evitar la
formacion de mucosidad que pudiera obstruir las vias respiratorias durante la cirugia.
Una vez alcanzada la anestesia profunda, las ratas fueron rasuradas en la parte ventral
del cuerpo, donde se les realizé una incisién longitudinal en la piel y el masculo con
ayuda de un bisturi. A través de la incision, mediante una pinza quirargica se localizaron
ambos oviductos junto con los ovarios, los cuales fueron ligados para ser removidos. Al
finalizar la extraccién, la incision fue limpiada con solucién salina y cloruro de benzalconio
(Medipharm?®). Por separado, se suturé el masculo y la piel, limpiando la zona con
gluconato de clorhexidina (SanitorFortea) para facilitar la cicatrizacién. Con la finalidad
de reducir el dolor, los tres primeros dias post-quirdrgicos se administré un analgésico
(Dipirona 50, Virbac Salud Animal solucién inyectable, Guadalajara Jal.), para evitar las
molestias propias de la manipulacién quirtrgica. Concluida la cirugia, los animales fueron
devueltos a sus cajas de estancia en el bioterio, manteniéndose en revision cuatro dias.
Después de este tiempo se realizé la cirugia estereotaxica para la microinyeccion de las

sustancias y evaluar el efecto en las pruebas conductuales 14 dias post-ovariectomia.
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6.3 Microinyeccion

La microinyeccién del vehiculo, la crisina o la alopregnanolona se realiz6 mediante
una bomba automética de infusiébn programable (KD Scientific) en donde fue colocada
una jeringa Hamilton de 10 mi (Figura 8). El bisel de la jeringa Hamilton se introdujo en el
extremo libre de una manguera de polietileno que contenia la canula microinyectora,
construida a partir de una aguja (BD Plastipak) calibre 30G x 13 mm y con una longitud
de 9 mm. Por medio de la cadnula fueron microinyectadas las diferentes concentraciones
de crisina en un volumen total de 0.3 m a velocidad constante de 0.06 ni/min, la canula
microinyectora fue descendida un milimetro por debajo de la canula guia, quedando

colocada en el area CA1 del hipocampo.

Figura 8. Se muestra el sistema de microinyeccion utilizado en el estudio.
Durante el procedimiento larata estuvo en libre movimiento.

La duracion de la microinyeccion fue de 5 minutos, transcurrido este tiempo se
mantuvo la canula inyectora durante 5 minutos mas dentro de la canula guia, con el
objetivo de que la sustancia difundiera y evitar asi que regresara por capilaridad. Una vez
concluido el tiempo de la microinyeccién los animales fueron sometidos a las pruebas

conductuales.
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6.4 Determinacion de la fase del ciclo estral

Para confirmar la fase del ciclo estral, al terminar las pruebas conductuales, a
cada rata se le realiz6 un frotis vaginal mediante un pequefio hisopo humedo con
solucion salina para obtener un exudado vaginal. El frotis fue examinado al microscopio
de luz (objetivo 40x). De acuerdo a la citologia vaginal de la rata (Rhodes et al., 2002), se
formaron dos subgrupos correspondientes a las fases de proestro-estro caracterizadas
por altos niveles de hormonas ovéricas, y metaestro-diestro donde hay bajos niveles de
hormonas ovéricas (Fernandez-Guasti y Picazo; 1990).

6.5 Verificacion del sitio de microinyeccion

Al finalizar las pruebas conductuales y determinar la fase de ciclo estral, los
animales recibieron una sobredosis de pentobarbital sddico y fueron perfundidos por via
intracardiaca con 200 ml de solucién salina fisiologica (0.9%), seguido de 200 ml de
formaldehido al 30%. Una vez que las ratas fueron perfundidas, se procedié al marcaje
del sitio de la microinyeccién. Por medio de la canula fue microinyectado colorante
histologico (Chicago Sky Blue 6B, 0.15nm a una velocidad constante de 0.05 ni/min) a
través de la bomba de infusion.

Una vez finalizado el marcaje con el colorante se procedi6é a extraer los cerebros y
fueron colocados nuevamente en formol al 37%. El andlisis histologico se realizd
mediante cortes gruesos coronales de cada uno de los cerebros con la ayuda de un
bisturi, tomando como referencia para el corte el sitio donde fue insertada la canula guia.
Los cortes fueron analizados mediante microscopio de luz para verificar el sitio de la
microinyeccion, a través de la presencia del colorante histolégico y por comparacion con
el atlas estereotaxico. Todos los sujetos experimentales implantados correctamente en el

area CALl del hipocampo fueron incluidos en el estudio.
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7. PRUEBAS CONDUCTUALES

7.1 Laberinto de brazos elevados. El laberinto de brazos elevado ha sido validado

para el estudio de agentes farmacolégicos con efectos ansioliticos 0 ansiogénicos en

ratas o ratones (Walf y Frye, 2007). En este estudio nos basamos en las caracteristicas

del laberinto de brazos elevados empleado por Enging y Treit (2007b). El aparato consta

de dos brazos abiertos de 50 x 10 cm y dos brazos cerrados de 50 x 10 x 50 cm,

dispuestos en forman de cruz y se encuentran elevados a una altura de 50 cm respecto al

nivel del suelo (Figura 9).

El dia de la prueba los animales fueron llevados al area de experimentacion, una

hora antes, para que se habituaran a las condiciones ambientales. La prueba consistié en

colocar individualmente a cada una de las ratas en el cruce de los brazo del laberinto con

la cabeza orientada hacia el brazo cerrado. Las variables evaluadas fueron:

)l

1
1
1
1
1

Tiempo de permanencia en los brazos abiertos

Numero de entradas a los brazos abiertos

Numero total de entradas a los brazos del laberinto (abierto/cerrado)

Porcentaje de entradas a los brazos abiertos

Tiempo total empleado en las conductas de head-dipping y evaluacion de riesgo

Numero total de las conductas de head-dipping y evaluacion de riesgo

Se consideré que el animal entré6 a un brazo cuando sus cuatro extremidades

habian pasado por completo al brazo respectivo. En el caso del porcentaje total de

entradas en los brazos abiertos, fue determinado mediante la siguiente férmula:

No . tot al de entradas B.
% de entradas BA = x 100
No. tot al de entradas

Donde:

No. Total de entradas B.A: es el nimero total de veces que el animal ingresa a alguno de
los brazos abiertos.

No. Total de entradas: es la suma del nimero total de entradas a los brazos abiertos y los

brazos cerrados del laberinto.
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Brazos cerrados
50 x 10 x 50 cm)

Brazos abiertos
(50 x 10)

Figura 9. Laberinto de brazos elevados. En este aparato se evalla la actividad de la rata durante 5
minutos, lo cual permite identificar efectos ansioliticos o ansiogénicos.

Las conductas de head-dipping y evaluacién de riesgo en los brazos abiertos son
empleados como indicadores de conducta exploratoria (Rodgers et al., 1997). El head-
dipping es cuando la rata coloca su cabeza por debajo del brazo abierto explorando el
ambiente novedoso. El aumento del head-diping sugiere un estadode it r anqu i
animal que le permite explorar el laberinto. Por otro lado, en la evaluacién de riesgo la
rata adopta una postura donde el cuerpo se estira en su longitud y olfatea el ambiente sin
mover sus patas del sitio en donde se encuentra, para después volver a su postura
original. Al estar desprotegido en los brazos abiertos del laberinto, esta conducta sugiere
ciertanfideazad, sin embar gopardmetraen iadicativoaa una
mayor conducta exploratoria y evaluacion de los posibles riesgos (Cardenas et al., 2002).

Al finalizar la prueba el aparato fue cuidadosamente limpiado con una solucién al

20 % de alcohol etilico en agua purificada.

7.2 Prueba de actividad locomotora. Con la finalidad de descartar algin efecto
motor inducido por el tratamiento que pudiera interferir en los resultados obtenidos en el
laberinto de brazos elevados, se evalud la actividad locomotora. La prueba consistié en
colocar individualmente a la rata en una caja de acrilico (44 x 33 x 20 cm) con el piso
dividido en cuadros de 11 x 11cm (Figura 10). La duracion de la prueba fue de 5 minutos,
durante los cuales se evalu6 el nUmero de cuadros cruzados, que corresponde al nimero
de veces que una animal pasa de un cuadro a otro con al menos tres cuartas partes de
su cuerpo. Al finalizar la prueba, la caja fue cuidadosamente limpiada con la misma

solucion descrita para el laberinto de brazos elevados.

40

dado c

en

est e



Cada una de las sesiones en el laberinto de brazos elevados y en la prueba de
actividad locomotora fue grabada mediante un sistema de video y, posteriormente, se
realizo el andlisis y cuantificacion de las variables por dos observadores independientes
gue desconocian los tratamientos administrados a cada rata.

Figura 10. Actividad locomotora. En esta caja se evalud el nGmero de cuadros cruzados durante 5
minutos, lo cual permite identificar posibles cambios en la actividad motora espontanea de la rata.
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7. SERIES EXPERIMENTALES

8.1 Experimento 1. Determinacion del efecto del implante de canulas en el area CA1 del
hipocampo.

Se realizé un estudio transversal con dos grupos independientes de ratas, el
primer grupo (intacto n=14), el cual no recibié ningun tipo de tratamiento ni manipulacién
quirdrgica, fue evaluado directamente en las pruebas conductuales de laberinto de brazos
elevados y campo abierto. Al segundo grupo (n=13) se le realizé una cirugia
estereotaxica para el implante de cdnula en el 4&rea CA1l del hipocampo segun las
coordenadas establecidas por Paxinos y Watson (1998) (AP= -3.8, L=-2.0 y H=-2.0) y
recibié la microinyeccion del vehiculo (solucién de ciclodextrina al 35 %) en un volumen
tot al de 0.3 ¢l . El veh2cul o f uwos aniex dedas
pruebas conductuales. Posterior a las pruebas conductuales, se determiné la fase de
ciclo estral de cada rata mediante un frotis vaginal. Ambas pruebas conductuales tuvieron
un tiempo de duracién de 5 minutos y fueron videograbadas para posteriormente

cuantificar las variables de nuestro interés.

Analisis estadistico
El analisis de los resultados se realiz6 mediante el ANOVA de dos vias para
grupos independientes, tomando como primer factor la condicion experimental (intactos o
implantados) y como segundo factor la fase del ciclo estral (P-E y M-D). Cuando en el
ANOVA se obtuvieron valores de p¢ 0.05 se aplicoé la prueba post hoc de Student-
Newman-Keuls. Los resultados son presentados como la media + el error estandar de

cada variable evaluada.
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8.2 Experimento 2. Curva concentracion-efecto de la microinyeccién de crisina en el
area CA1l del hipocampo, considerando la fase de ciclo estral: comparacion con
alopregnanolona.

Se realiz6 un estudio transversal con siete grupos independientes de ratas. Un
grupo control (Ctrl, n=19), recibio el vehiculo en el que fue disuelta la crisina (solucion de
ciclodextrina al 35 %), tres grupos mas fueron microinyectados con el flavonoide crisina
en el area CA1l del hipocampo en concentraciones de 0.25 (n=13), 0.5 (n=12) y 1.0
e /. 3 n$l4); otros tres grupos fueron microinyectados con el neuroesteroide
alopregnanolona en concentraciones de 0.25 (n=16), 0.5 (n=18) y 10 .03(eslg)/
Los tratamientos fueron microinyectados una sola vez, 10 min antes de las pruebas
conductuales. Las ratas fueron evaluadas en el laberinto de brazos elevados y enseguida
en la prueba de campo abierto. Al finalizar las pruebas conductuales, se determind la fase
de ciclo estral de cada rata mediante un frotis vaginal. Ambas pruebas tuvieron un tiempo
de duracion de 5 minutos y fueron videograbadas para posteriormente cuantificar las
variables de nuestro interés. Todas las sustancias descritas en este apartado fueron
obtenidas de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis MO, USA).

Analisis estadistico

El analisis de los resultados se realiz6 mediante el ANOVA de dos vias para
grupos independientes, tomando como primer factor el tratamiento (vehiculo, crisina o
alopregnanolona y como segundo factor la fase del ciclo estral (P-E y M-D). Cuando en el
ANOVA se obtuvieron valores de p¢ 0.05 se aplicé la prueba post hoc de Student-
Newman-Keuls. Los resultados son presentados como la media + el error estandar de

cada variable evaluada.
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8.3 Experimento 3. Evaluacién del efecto la microinyeccion del flavonoide crisina en el
hipocampo (CAl) y la administracion sistémica del neuroesteroide alopregnanolona (i.p.)
en ratas ovariectomizadas de la cepa Wistar.

Se realiz6 un estudio transversal con ocho grupos independientes de ratas
ovariectomizadas e implantadas unilateralmente en el area CA1l del hipocampo. Los
grupos experimentales estuvieron conformados de la siguiente manera: un primer grupo
control (n=8) recibi6 el vehiculo del neuroesteroide alopregnanolona (V;) via
intraperitoneal (ciclodextrina al 35%) y, una hora después, estos mismos animales
recibieron la microinyeccion del vehiculo (V,) en el cual fue disuelta la crisina. Los tres
grupos siguientes, primero recibieron el vehiculo (V;) por via sistémica y una hora
después, la microinyeccion del flavonoide crisina en concentraciones de 0.25 (n=7), 0.50
(n=8)- 1. 0 ¢&(rr8),GegBnadrrespondiera.

Los cuatro grupos restantes fueron administrados previamente con una dosis de 2
mg/kg del neuroesteroide alopregnanolona via intraperitoneal. Una hora después, uno de
estos grupos recibidé la microinyeccién del vehiculo de la crisina (V,), mientras que el
resto fueron microinyectados con el flavonoide crisina en concentraciones de 0.25 (n=8),
0.50 ( n=8) 0.y3 én%8),0seglngcbrrespondiera. Los tratamientos fueron
microinyectados una sola vez, finalizada la administracién, pasaron a las pruebas
conductuales. Las ratas fueron evaluadas en el laberinto de brazos elevados y
posteriormente a la prueba de campo abierto. Ambas pruebas tuvieron un tiempo de
duracion de 5 minutos y fueron videos grabadas para posteriormente cuantificar las

variables de nuestro interés.

Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realiz6 mediante una ANOVA de una via para grupos
independientes, considerando como factor los tratamientos. Cuando en el ANOVA se
alcanzaron valores de p¢ 0.05 se aplico la prueba post hoc de Student Newman Keuls.
Los resultados son presentados como la media + el error estandar de cada variable

evaluada.
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8. RESULTADOS

9.1 Verificacion del sitio de la microinyeccion

El analisis histologico grueso permitio verificar el sitio de microinyeccion en cada
uno de los animales. En este estudio solo se incluyeron en el andlisis estadistico los
datos de las ratas en donde se identific6 que el implante de la canula correspondia al
area CA1 del hipocampo (figura 13). De acuerdo a la reconstruccion y analisis de los
cortes cerebrales al ser contrastados con el atlas de Paxinos y Watson (1998), el
implante de las céanulas fue realizado en el area CAl del hipocampo (CAl) entre las
coordenadas AP=-3.30 y -4.6 mm respecto a la sutura Bregma (Figura 11y 12).

b)

Figura 11. a) Representacion gréfica de un corte grueso coronal cerebral (Bregma -3.8mm) y b)
Verificacion del sitio de microinyeccion en hipocampo dorsal mediante un corte grueso coronal en su
porcion anterior-posterior.

Implante de canula en

el hipocampo dorsal Bregma - 4.16

Bregma -3.60

Bregma - 3.30

Figura 12. Esquema representativo de cortes coronales del cerebro de rata que ilustra (circulo
negro) el sitio del implante de las canulas en el hipocampo dorsal (CA1). Construido a partir del
Atlas Estereotaxico de Paxinos y Watson (1998).
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El nUmero de ratas incluidas en el andlisis estadistico, como resultado de la

verificaciéon del sitio de microinyeccion, se presentan las tablas 4,5y 6.

Tabla 4

Numero de ratas incluidas en el estudio piloto

Fase de ciclo Intactos (n) Implantados (n)
P-E 7 6
M-D 7 7
Total (n) 14 13

P-E: proestro-estro, M-D: metaestro-diestro. De esta serie experimental se descartaron tres ratas debido a
gue se detectd una zona de edema en el sitio del implante, que alcanzé partes de la corteza cerebral.

Tabla 5
Numero de ratas incluidas en la primera serie experimental
Fase del ciclo Ctr Cris Cris *Cris **Alo Alo Alo
0.25eg 0.50eg 1.0¢eg 0.25¢g 0.50 eg 1.0¢eg
P-E 9 6 6 7 9 10 7
M-D 10 7 6 7 7 8 10
Total (n) 19 13 12 14 16 18 17

Ctr: grupo control, Cris: crisina, Alo: alopregnanolona, P-E: proestro-estro, M-D: metaestro-diestro, *un
animal descartado en este grupo por no estar correctamente implantado. ** dos animales descartados en
fase de metaestro-diestro por no estar correctamente implantados en el area CA1 del hipocampo.

Tabla 6

Numero de ratas incluidas en la segunda serie experimental

Control GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO

Tratamiento Vaio Vaio Vaio Vaio Alo Alo Alo Alo
sistémico
Cris Cris Cris Cris Cris Cris
Microinyeccién Veiis 0.25 0.50 1.0 (Vcris) 0.25 0.50 1.0
Total (n) 7* 7* 8 8 8 8 8 8
Vao: vehiculo alopregnanolona (ciclodextrina al 35%), Vcis: vehiculo crisina (ciclodextrina 35%), Alo:
alopregnanolona (2 mg/kg), Cr i s : c r0i.s3ienl%e ddseagd/ una rata de cada grupo por no estar

correctamente implantado en el area CA1 del hipocampo.
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9. RESULTADOS EXPERIMENTO 1

Determinacion del efecto del implante de canulas en el &rea CA1 del hipocampo

10.1 Laberinto de brazos elevados

Tiempo de permanencia en los brazos abiertos
El andlisis de esta variable no revel6 diferencias significativas [F (1,23)= 0.285;
p=0.60] asociadas a la manipulacion quirargica (Intacto 208.39 + 9.71; Implantado 200.91
*+ 10.10); en tanto que existieron diferencias significativas [F (1,23)= 73.46; p=<0.001] de
acuerdo a la fase de ciclo (P-E= 264.71+ 10.10s; M-D= 144.59 + 9.71). La interaccion

entre factores no mostro diferencias significativas [F (1,23)=1.52; p=0.23]. (Figura 13).

Tiempo de permanencia en los brazos abiertos
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IN P-E IN M-D IM P-E IM M-D

Figura 13. Tiempo de permanencia en los brazos abiertos. El tiempo de permanencia en el
brazo abierto respecto a la interaccién entre fases de ciclo y manipulacién quirargica no mostré
diferencias significativas entre grupos. IN M-D: grupo intacto en metaestro-diestro; IM P-E: grupo
implantado en hipocampo dorsal en proestro-estro, IM M-D: grupo implantado en hipocampo
dorsal en metaestro-diestro. ANOVA de dos vias para grupos independientes.
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El analisis del nimero de entradas a los brazos abierto considerando la
manipulacion quirdrgica (Intacto 8.29 + 0.99; Implantado 8.60 + 1.03) no revelo
diferencias significativas [F (1,23)= 0.05; p= 0.83]. De igual forma, no se observaron
diferencias significativas [F (1,23)= 2.53; p= 0.13] de acuerdo a la fase de ciclo (P-E 7.31
+ 1.03, M-D 9.57 = 0.99). La interaccion entre factores, no mostré diferencias
significativas [F (1,23)=0.03; p=0.86] entre los grupos (Figura 14).

Numero de entradas a los brazos abiertos

Frecuencia (n)
o

IN P-E IN M-D IM P-E IM M-D

Figura 14. Ndamero de entradas a los brazos abiertos. No se encontraron diferencias
significativas en el numero de entrada a los brazos abiertos. IN P-E: grupo intacto en proestro-
estro, IN M-D: grupo intacto en metaestro-diestro; IM P-E: grupo implantado en hipocampo dorsal
en proestro-estro, IM M-D: grupo implantado en hipocampo dorsal en metaestro-diestro. ANOVA
de dos vias para grupos independientes.
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10.2 Prueba de actividad locomotora

El andlisis del numero de cuadros cruzados mostré diferencias significativas entre
los animales en fase de proestro-estro y metaestro-diestro [F (1,23)= 6.58; p= 0.02], no
asi debido a la manipulaciéon quirdrgica [F (1,23)= 1.38; p= 0.25]. La interaccion entre
factores no revel6 diferencias estadisticas significativas [F (1,23)1.42; p=0.25], (Figura
15).

Prueba de actividad locomotora
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Figura 15. Prueba de actividad locomotora. El resultado de la interaccion entre fases de ciclo y
la manipulacion quirargica no mostré diferencias estadisticas significativas entre grupos. IN P-E:
grupo intacto en proestro-estro, IN M-D: grupo intacto en metaestro-diestro; IM P-E: grupo
implantado en hipocampo dorsal en proestro-estro, IM M-D: grupo implantado en hipocampo
dorsal en metaestro-diestro. ANOVA de dos vias para grupos independientes.
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10. RESULTADOS EXPERIMENTO 2
Curva concentracion-efecto de la microinyeccion de crisina en el area CA1 del hipocampo,

considerando la fase de ciclo estral: comparacién con alopregnanolona.

11.1 Laberinto de brazos elevados

Tiempo de permanencia en los brazos abiertos
El andlisis del tiempo de permanencia en los brazos abiertos revel6 diferencias
significativas [F (6,95)= 5.355; p<0.001] considerando el factor tratamiento. La prueba
post hoc, revel6 que los animales microinyectados con la dosis de 1.0 £g/0.3¢l de crisina
o alopregnanolona disminuyeron significativamente esta variable, en comparacién con el

grupo control (Figura 16).

Tiempo de permanencia en los brazos abiertos
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Figura 16. Tiempo de permanencia en los brazos abiertos considerando el factor
tratamiento. La administracién de 1.0 ¢ g / r de tcrésina (A) o alopregnanolona (B) en
hipocampo dorsal disminuy6 significativamente esta variable respecto al grupo control
*p<0.05. Ctr: control. ANOVA de dos vias para grupos independientes. Prueba post hoc
Student-Newman-Keuls.
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El analisis del tiempo de permanencia en los brazos abiertos, considerando la fase
de ciclo, no mostro diferencias significativas [F (1,95)= 2.068; p=0.154], Figura 17.

Tiempo de permanencia en los brazos abiertos
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Figura 17. Tiempo total de permanencia en los brazos abiertos considerando la fase
de ciclo. Esta variable no revel6 diferencias significativas entre los grupos proestro-estro
(P-E) y metaestro-diestro (M-D). ANOVA de dos vias para grupos independientes.
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El analisis de la interaccién de factores en el tiempo de permanencia en los brazos
abiertos, mostro diferencias significativas [F (6,95)= 9.813; p<0.001]. La prueba post hoc
revel6 que el grupo control y las concentraciones de 0.25 €£g/0.3¢l de crisina o
alopregnanolona en metaestro-diestro disminuyeron significativamente esta variable
respecto a los animales en proestro-estro de su mismo grupo. Por otro lado, los animales
en metaestro-diestro que recibieron 0.50 €g/0.311 de crisina y alopregnanolona,
incrementaron el tiempo de permanencia en los brazos abiertos (p<0.05) en comparacion
con el resto de los grupos experimentales en metaestro-diestro y la fase de proestro-estro
del mismo grupo experimental, teniendo valores semejantes a los encontrados en
proestro-estro de los grupos contr ol , c r i0.8¢l) nya alofdre@narbreag /
(0. 2®3ely /

Por altimo, los grupos que recibieron 0.50 ¢ go 1.0 ¢ gde crisina o alopregnanolona
en la fase de proestro-estro, permanecieron menor tiempo en los brazos abiertos, en
comparaci-n con | a misma fase de Figumnd8).dstaipos con:
menor tiempo en los brazos abiertos es semejante al observado en la fase de metaestro-

diestro del grupo control.
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Tiempo de permanencia en los brazos abiertos
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Figura 18. Tiempo de permanencia en los brazos abiertos considerando Ila

interaccién entre factores. 0. 50¢ g de o©ralopgegmarolong B) en fase de

metaestro-diestro incrementaron esta variable en comparacion con el resto de los grupos

experimentales en la misma fase de ciclo. Los animales en proestro-estro tratados con 0.50

y 1leg deo aoprégsanaoaa disminuyeron esta variable en comparacion con el

grupo control, crisina y al opregnanol ona
experimentales en metaestro-di estr o; yp<0.05 Vs g25ugpdPpy

alopregnanolona (0.25 € g ) en -@gtored;t r ®p <0 . eStro debmismo grEa. t
Ctr: control. ANOVA de dos vias para grupos independientes. Prueba post hoc Student-

Newman-Keuls.
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NUmero de entradas a los brazos abiertos

El analisis del nimero de entradas a los brazos abiertos de acuerdo a los
tratamientos, no revelo diferencias significativas [F (6,95)=0.572; p=0.751], Figura 19.

NUmero de entradas a los brazos abiertos
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Figura 19. Numero de entradas a los brazos abiertos considerando el factor
tratamiento. La administracion de crisina (A) y alopregnanolona (B) en hipocampo dorsal
no mostrd diferencias significativas debido a los tratamientos. Ctr: control. ANOVA de dos
vias para grupos independientes.
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De igual forma, el andlisis del numero de entradas a los brazos abiertos no revel6

diferencias significativas F (1,95)=0.483; p=0.489], considerando las fases del ciclo estral
(Figura 20).

Numero de entradas a los brazos abiertos

10

.| T
<
s °F
o
c
(0]
3
8 ar
Lo
2_
0
M-D

Figura 20. Numero de entradas a los brazos abiertos considerando el factor fase de
ciclo. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos proestro-estro (P-E) y
metaestro-diestro (M-D). ANOVA de dos vias para grupos independientes.
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Sin embargo, la interaccion entre factores, en esta variable, reveld diferencias
significativas [F (6,95)=2.394; p=0.034]. La prueba post hoc mostré Unicamente un
aumento significativo en el nimero de entradas a los brazos abiertos en el grupo que
recibié la microinyeccion de alopregnanolona (0.50€g/0.3¢l) y que se encontraba en
metaestro-diestro en comparacién con los animales en proestro-estro del mismo grupo
experimental (Figura 21).
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Figura 21. Numero de entradas a los brazos abiertos considerando la interaccién entre
factores. Grupos administrados con crisina (A), grupos administrados con alopregnanolona (B).
El grupo administrado con 0.50¢g/0.3¢l de alopregnanolona en fase de metaestro-diestro,
incrementa el nimero de entradas a los brazos abiertos en comparacion con los animales en
proestro-estro del mismo grupo. *p<0.05 vs proestro-estro del mismo grupo. Ctr: control. ANOVA
de dos vias para grupos independientes. Prueba post hoc Student-Newman-Keuls.
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NUmero total de entradas a los brazos del laberinto

El andlisis del nimero total de entradas a los brazos no reveld diferencias

significativas [F (6,95)=0.953; p=0.461] de acuerdo a los tratamientos (Figura 22).

Ctr 0.25 0.50 1.0 0.25 0.50 1.0
Crisinapg/0 . 3 ¢ | Alopregnanolona pg/0 . 3 ¢ |

Figura 22. Numero total de entradas a los brazos del laberinto. La administracién de crisina (A)
y alopregnanolona (B) en hipocampo dorsal no mostré diferencias significativas debido a los
tratamientos sobre el nimero total de entradas a los brazos del laberinto. Ctr: control. ANOVA de

dos vias para grupos independientes.
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