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ABSTRACT

The depression is a multifacetic disorder that can display an ample variety of symptoms between
which are psychomotor alterations, diminution of libido etc. Patients with depression exists some
signs that are marking biological for the diagnosis of the depression as the increase in the plasma
levels of cortisol. On the other hand, postnatal administration of clomipramine (CLI) to rats male
produces behavioral abnormalities during adulthood which closely resemble some of the symptoms
observed in human depression. Therefore, this procedure has been suggested as an animal modef of
depression. Exist few evidences about the activity and sensitivity of the hypotalamic-pituitary-
adrenal axis (HPA) in rats CLI. The objectives of the present study were: to determine the response
of axis HPA, through the evaluation of corticosterona (C) prior to different stimuli like the
application of a estresor, as acute as chronic, prior to the execution of the masculine sexual behavior
(MSB) and prior to the administration of cholinergic agonists as oxotremorine (OX0) and
physostigmine (PHY) in the rats treated postnatally with CLI. In addition, to evaluate the circadian
activity of C and finally cholinergic sensitivity in this animal model of depression. Male pups rats
Wistar were injected sc twice a day from 8 to 21 of age. Each litter received the same treatment. One
group received CLI (15 mg/kg) in each injection, while Control (CON) group received saline solution.
In adulthood, all subjects were submitted to the forced swim test and motor activity to evaluate to
effect of postnatal clomipramine treatment. Rats CLI and CON were randomly assigned to one of
following experiment: 1) Validity the animal model of depression trough to evaluate the circadian
activity of C-; the measurements were made at the beginning and the middie of the phases of light
and the dark. 2) Activation of HPA axis by means of stress by cold water immersion (IMS) as much
of acute way (1 day) like chronic (10 days) in both phases of the cycle of light-darkness. 3)
Activation of HPA axis by means of the administration of cholinergic drug as PHY (0.4 mg/keg ip)
and OXO (0.4, 0.8 mg/kg ip), in both phases of the cycle of light-darkness. 4) Activation of HPA
axis to trough of the MSB; previously were made four tests of spontaneous MSB. After the Jast test,
the animals immediately were sacrificed to evaluate the plasma levels of C. 5) Evaluation of
cholinergic sensitivity by means of the tests of Porsolt, motor activity, and rectal temperature prior
to the administration of OXO to different doses (0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/kg, ip). The postnatal
treatment with CLI increased per se the immobility time in the test of Porsolt. In addition to alter
the sexual activity, decreasing the percentage of subjects to display mounts, intromissions,
ejaculations and to alter the different parameters copulatories. 1) The rats treated with CLI showed
alterations in the c¢ircadic activity of C, with an increase in the levels of C in the phase of light. 2)
The response to stress by IMS was dependent of the duration, as well as of time of the exhibition.
Whereas acute stress elevated the levels of C in both phases of the cycle of the light-dark in both
groups (CON and CLT), chronic stress by IMS only increased the levels of C in the phase of light in
the rats treated with CLI. 3) The administration of PHY increased the plasma levels of C only in the
phase of light in the rats treated with CLI. This same response it was observed with the
administration of OXO with the dose of 0.4, whereas the dose of 0.8 increased the levels of C in
both phases of the cycle of light-darkness of way similar to the group control. 4) The activation of
HPA axis to the exhibition to CSM increasing the levels of C in both groups. Nevertheless this
increase is smaller in the rats treated with CLI respecting the rats CON after of the exposure MSB.
5) It was not observed cholinergic hypersensitivity in the rats treated postnatally with CLI in the
different behavior to evaluate, with the exception of the rectal temperature. The results shows that
the postnatal treatment with CLI increases the time of immobility in the test of Porsolt, alters to the
circadian activity of corticosterone and the response of HPA axis to different stimuli like the sexual
behavior, stress, the administration of cholinergic drugs. Also, the administration of CLI does not
induce cholinergic sensitivity.
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RESUMEN

La depresion es un trastorno multifacético que puede presentar una amplia variedad de sintomas
entre fos que se encuentran alteraciones psicomotoras, disminucion de la libido etc. Existen ademas
algunos signos que son marcadores bioldgicos importantes para el diagnostico de la depresién como el
aumento en los niveles del cortisol plasmatico. Por otro lado, la administracién postnatal de
clomipramina {CLI) a ratas macho produce, en la edad adulta, alteraciones conductuales semejantes a
los signos de la depresion endégena humana, por lo que se ha considerado un modelo animal de
depresién. Existen pocas evidencias acerca de la actividad y sensibilidad del eje Hipotilamo-
hipofisis-adrenal (HHA) en las ratas CLI. Por lo anterior, los objetivos del presente trabajo fueron:
determinar la respuesta del eje HHA, a través de la evaluacién de la corticosterona (C), ante
diferentes estimulos como la aplicacién de un estresor, tanto de manera aguda como crénica, ante la
ejecucién de la conducta sexual masculina (CSM) y ante la administracién de agonistas colinérgicos
como oxotremorina (OXO0) y fisostigmina (Fisos)en las ratas tratadas postnatalmente con CLJ,
ademas de evaluar la actividad circadica de C y la sensibilidad colinérgica en este modelo animal de
depresidn.

A un grupo de ratas macho Wistar de § a 21 dias de edad se le administré CLI (15 mg/kg sc) durante
14 dias, 2 veces al dia por via subcutdnea. El grupo control recibié solucién salina (CON). En la
edad adulta todos los animales fueron sometidos a la prueba de Porsolt y de actividad motora para
corroborar el estado depresivo de las ratas CLI. Posteriormente las ratas se asignaron a cada uno de
los siguientes experimentos: 1) Se validé el modelo animal de depresién mediante la evaluacién de
la actividad circadica de C. Las mediciones se realizaron al inicio y a la mitad de las fases de luz y
de oscuridad. 2) Se estimuld el eje HHA mediante estrés por inmersién en agua fria (IMS) tanto de
manera aguda (| dia) como cronica (10 dias) en ambas fases del ciclo de luz-oscuridad. 3)
Activacion del eje HHA mediante la administracién de farmacos colinérgicos como fisos (0.4
mg/kg ip) y OXO (0.4, 0.8 mg/kg ip), en ambas fases del ciclo de luz-oscuridad. 4) Se estimuld el
eje HHA a través de la CSM; se realizaron previamente cuatro pruebas de CSM espontinea. Luego
de la ultima prueba, los animales se sacrificaron inmediatamente para la determinacion de C. 5)
Evaluacion de la sensibilidad colinérgica mediante las pruebas de Porsolt, de actividad motora, y de
temperatura rectal ante la administracion de OXO a diferentes dosis (0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg/kg, ip). El
tratamiento postnatal con CLI incrementd per se el tiempo de inmovilidad en la prueba de Porsolt,
ademas de alterar la actividad sexual, disminuyendo el porcentaje de sujetos que despliegan montas,
intromisiones y eyaculaciones y alterar los diferentes pardmetros copulatorios. 1) Las ratas tratadas
con CLI mostraron alteraciones en la actividad circadica de C, con un incremento en los niveles de
C en la fase de luz. 2) La respuesta al estrés por IMS fue dependiente de la duracion, asi como del
momento de la exposicién. Mientras que el estrés agudo elevo los niveles de C en ambas fases del
ciclo de luz-oscuridad tanto en el grupo CON como en las ratas CLI, el estrés crénico por IMS sélo
incrementd los niveles de C en la fase de luz en las ratas tratadas con CLI. 3) La administracién de
PHY incrementd los niveles de C sdlo en la fase de luz. Esta misma respuesta se observd ante la
administracion de OXO con la dosis de 0.4, mientras que ia dosis de 0.8, aumentd los niveles de C
en ambas fases del ciclo de luz-oscuridad de manera similar al grupo control. 4) La estimulacidn
eje HHA ante la exposicién a la CSM aumenta los niveles de C en ambos grupos. Sin embargo este
incremento fue menor en las ratas tratadas con CLI cuando se compararon con las ratas CON
después de la CSM. 5) No se observd hipersensibilidad colinérgica en las ratas tratadas
postatalmente con CLI en las diferentes conductas evaluadas, a excepcidn de la temperatura rectal.
Los resultados mostraron que el tratamiento postnatal con CLI increment6 el tiempo de inmovilidad
en la prueba de Porsolt, alterd la actividad circédica de corticosterona y la respuesta del eje HHA
ante diferentes estimulos como la conducta sexual, el estrés y la administracion de firmacos
colinérgicos. Asimismo, la administracion de CLI en la etapa postnatal no induce sensibilidad
colinérgica.
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1. INTRODUCCION

A través del tiempo el concepto sobre la depresion ha cambtado. En algiin momento el término se
refirtd a un estado emocional de cierta duracidén, probablemente molesto, sin duda
desacostumbrado y no era considerado patoldgico. En otras ocasiones significd un temperamento
o cardcter con un determinado tono y una determinada disposiciéon emocional, tampoco
patolégicos. Otras veces fue considerada una forma de sentir con una duracién relativamente
corta, de tono infeliz, pero dificilmente enfermiza. Finalmente la depresion se reconocid como
una enfermedad, un estado conflictivo suficientemente grave y duradero como para que se
pensara en €l como una seria patologia, tal como actualmente se considera (Stanley, 1986). Los
diferentes conceptos y las varaciones emocionales a que éstos se refieren no suponen
necesariamente una enfermedad mental o un estado psicopatolégico. Sélo cuando estos
sentimientos se prolongan o se agravan pueden empezar a considerarse como una enfermedad,
ademas, estos estados afectivos se acompaiian de otros sintomas para que sean calificados dentro

del rubro de la depresion enddgena (Stanley, 1986).

Clinicamente, la depresion se clasifica en dos tipos: la depresion reactiva, cuando es
originada por aconteciminetos de la vida que afectan el estado de 4nimo del individuo, y la
depresion enddgena, a la que nos referiremos en este trabajo, que se define como una depresion
sin precipitante externo y generada por cambios bioquimicos en el sistema nervioso central
(Mendel y Cochrane, 1968; Mendel, 1970; Neill y cols, 1990, Vogel y cols, 1990c; Kandel y
Schwartz, 1991).

De acuerdo al Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (APA,
[995), los trastornos que tienen como caracteristica la alteracion en el estado de animo estan
divididos en trastornos depresivos (depresidon unipolar) y trastormos bipolares. Mientras que los
trastornos depresivos (trastorno depresivo mayor, trastorno distimico y trastorno depresivo no
especificado) se distinguen de los trastornos bipolares por el hecho de no presentar una historia
previa de episodio maniaco, mixto o hipomaniaco. Los trastornos bipolares (p. ¢j. trastorno
bipolar tipo I, bipolar tipo I, ciclotimico y trastornos no especificados) implican la presencia de

episodios maniacos acompanados normalmente de episodios depresivos mayores (APA, 1995).



Con respecto a los modelos animales de depresion existe la dificultad practica para discriminar
entre un tipo de depresion y otro, por lo cual en este trabajo nos referiremos de manera general

a la depresion enddgena.

2. ANTECEDENTES

2.1. Depresion

La depresion es un trastomo multifacético que puede presentar una amplia variedad de
sintomas. De acuerdo con el DSM- IV, la caracteristica esencial de un episodio depresivo es un
periodo de al menos dos semanas durante el cual hay un estado de amimo deprimido o una
perdida de placer o interés en casi todas las actividades (anhedonia). Para considerar que un
sujeto padece depresion mayor debe experimentar al menos cuatro sintomas de una lista que
incluye cambios de apetito o de peso, alteraciones del suefio y de la actividad psicomotora; falta
de energia; sentimiento de culpa, dificultad para pensar, concentrarse o tomar decisiones;
pensamientos o ideaciones de muerte, planes o intentos suicidas. Los sintomas deben

mantenerse la mayor parte del dia, durante al menos dos semanas.

El sujeto deprimido, al cursar un episodio depresivo, con frecuencia se describe como
triste, desesperanzado, desanimado o como estar en un pozo. Al principio la tnisteza puede ser
negada, pero mas tarde el sujeto puede referir que estd a punto de llorar. Generalmente hay
pérdida de interés y de capacidad para experimentar placer, refiriéndose al sentimiento de estar
menos interesado en sus aficiones y de haber perdido el interés o haber dejado de disfrutar
actividades que antes consideraba placenteras. En algunos sujetos ademdas se manifiesta una
reduccion del deseo sexual. La alteracidon mas asociada al suefio es el insomnio y ¢on menos
frecuencia los sujetos se quejan de exceso de suefio en forma de un suefio prolongado nocturno
o de un aumento del suefio diurno. Entre los cambios psicomotores se incluyen agitacion o baja
actividad, que deben ser lo bastante graves como para ser observables por los demas y no
representar una sensacion subjetiva. Es habitual ademas que el sujeto tenga falta de energia,

refiriéndose a ello como una fatiga persistente sin haber hecho ejercicio.



Existen ademas algunos signos que no se presentan sistematicamente, sin embargo son un
apoyo importante para el diagnostico de la depresion, por ejemplo el avance de fase en algunos
ritmos circadianos, el aumento en los niveles del cortisol plasmatico e incapacidad de la

dexametasona para suprimirlo (Gibbons y McHugh, 1962; Holsboer 1983).

Una herramienta importante para el diagnostico de la depresion es la polisomnografia
que frecuentemente incluye en los pacientes con depresion: 1) alteraciones de la continuidad del
suefio, como una latencia de suefio prolongada, mayor frecuencia de despertares intermitentes y
despertar precoz; 2) reduccion de los movimientos oculares lentos en los estadios 3 y 4 del
suefio (NMOR), con un cambio de la actividad de ondas lentas mas allad del primer periodo
NMOR; 3) disminucion de la latencia de suefio de movimientos oculares rapidos (MOR); 4)
aumento de la actividad de la fase MOR y 5) aumento de la duracion del suefio MOR al

principio de la noche (APA, 1995).

La hipofuncién de més de una via nerviosa, como la noradrenérgica, colinérgica,
dopaminérgica y la serotoninérgica, se han considerado como la principal causa de la depresion
{(Van de Kar, 1989), ya que varios de estos sistemas de neurotransmisidén participan tanto en la
expresion como en la regulacion de vanas conductas que acompafian a los trastornos afectivos

(Sachar 1985).

2.2. Aspectos neuroquimicos y neuroendocrinos de la depresion

Durante la dltima mitad del siglo XX, las investigaciones se enfocaron en la regulacion
biologica de la conducta a través de la interrelacion reciproca de dos sistemas: el nervioso y el
endocrino. Ambos sistemas coordinan conductas complejas y procesos fisioldgicos relevantes
para la supervivencia {Stokes y Sikes, 1987; Philip y cols, 1988). Cuando se desbalancea esta
interrelacion, se producen trastornos del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HHA) en pacientes
con depresidn endogena. Tal alteracion se caracteriza por elevados niveles del cortisol basal, de
una magnitud semejante a los observados en pacientes con la enfermedad de Cushing (Gold y
cols, 1984, 1986; Plotsky vy cols, 1998). De hecho la disfuncién del eje HHA produce

alteraciones en la variacion diurna en pacientes deprimidos. Muestras de cortisol tomadas con



intervalos de 20 minutos durante 24 horas, revelan que los pacientes deprimidos secretan mds
cortisol que con los sujetos confrol, ain durante la noche cuando la glandula adrenal se
encuentra quiescente en sujetos normales, asi la curva de variacion diurna en la secrecién de
cortisol aparece aplanada, debido al incremento en la actividad del eje HHA durante la tarde
(Gold y cols, 1988a). La hipersecrecion de la ACTH y los glucocorticoides basales, asi como
las pruebas de funcidon neuroendocrina, indican una alteracion profunda en el sistema HHA en
los pacientes que sufren depresion severa (Figura 1, Barden y cols, 1995). Tal alteracién se
considera un marcador bioldgico al confirmarse una estrecha correlacion en un gran nimero de
pacientes deprimidos, ademas de coexistir con otras anormalidades del eje HHA estado-
dependientes, en particular la resistencia a la prueba de supresién por la administracion

sistémica de dexametasona (Stokes, 1966; Carroll y cols, 1968).
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Figura 1. Niveles de cortisol en sujetos normales y pacientes con depresion.

Diferentes lineas de investigacién sugieren que el hipercortisolismo es un defecto
funcional en el hipotdlamo o en otros centros superiores, que resulta de la hipersecrecion de la
hormona liberadora de corticotropina (CRF) endogena (Gold y cols, 1988a, 1988b). Una de las
evidencias importantes sugiere que la respuesta de la adrenocorticotropina (ACTH) a la
hormona CRF exdgena estd disminuida en individuos con depresiéon y correlaciona

negativamente con los niveles basales de glucocorticoides. Esto indica que las céluias



corticotropicas hipofisiarias se restringen apropiadamente por la retroalimentacién negativa de
los glucocorticoides (Gold y cols, 1984, 1986; Nemeroff y cols, 1984; Maes y cols, 1995). Por
otro lado, diversos estudios han determinado Ja participacion de los sistemas de
neurotransmisioén en la liberacion del CRF en el nucleo paraventricular. La noradrenalina y la
adrenalina estimulan {a liberacién de este péptido a través de los receptores a-1-adrenérgicos
(Calogero y cols, 1988). La acetilcolina y la serotonina son también mediadores que participan
en la liberacion del CRE. Por otra parte, el 4&cido-gamma-aminobutirico (GABA), el sistema de
péptidos opioides, la ACTH y los glucocorticoides actian como inhibidores de su secrecion
(Calogero y cols, 1988). Considerando lo anterior, es posible que los diferentes sistemas de

neurotransmision estén involucrados en la hiperfuncién del eje HHA.

El sistema serotoninérgico, es uno de los sistemas que tiene gran importancia en la
etiologia de la depresion. Numerosas evidencias indican que la disfuncién del sistema
serotoninérgico puede inducir o contribuir a la severidad de los trastormnos afectivos, como
mediador excitador de la liberacién de CRF, posiblemente a través de los receptores 5-HT la, 5-
HT2 y 5-HTlc (Van de Kar, 1989; Calogero y cols, 1993). Los estudios en animales de
experimentacién y en seres humanos, muestran una relacion reciproca entre el eje HHA y la
actividad serotoninérgica: el incremento en la actividad de Jos glucocorticoides disminuye la
disponibilidad de L-triptéfano, precursor de la serotonina (Maes y cols, 1990; De Kloet y Reul,
1987); incrementar el ndmero o la sensibilidad de los receptores 5-HT2 en la corteza cerebral,
asi como las respuestas conductuales que media este receptor (Kuroda y cols, 1992) e inducir
ademas, la desensibilizacion del receptor 5-HT la (Haleem, 1992; Mendelson y McEwen, 1992;
Young y cols, 1992). El efecto estimulante de las vias serotoninérgicas sobre la actividad del
eje HHA, incluye la activacién de la secrecién de CRH a través de los receptores 5HTla y 5-
HT2/ 5-HT1C (Calogero y cols, 1993), mientras que la arginina estimula la liberacién de
ACTH a través de los receptores 5-HT2/5-HT1c (Calogero y cols, 1993). La serotonina juega
también un papel importante en la retroalimentacion negativa de los glucocorticoides sobre la
funcion del eje HHA: una disminucién de la serotonina en el hipocampo atenta la
retroalimentacion negativa sobre el eje HHA a través de disminuir el numero de receptores a

glucocorticoides y/o a mineralocorticoides (Brady y cols, 1991, 1989).



Por otro lado, Risch y cols (1983) sugieren la participacion del sistema colinérgico en la
hipersecrecion de cortisol. Diversas evidencias indican que las drogas colinomiméticas inducen
la liberacion CRH y eleva los niveles de ACTH y cortisol en animales (Bugajski y cols, 1998a,
1998b, 1991, Calogero et al 1989; Hasey y Hanin, 1990; Steiner y Graham-Smith, 1980;
Weinfeld y cols, 1989), en sujetos normales (Risch y cols, 1981a) y en pacientes con depresidn
(Risch y cols, 1981b, 1982; Rubin y cols, 1999; Peskind y cols, 1995). La infusién de
fisostigmina y arecolina incrementa significativamente los niveles de ACTH, cortisol y P-
endorfina en pacientes normales y los que cursan con trastornos psiquiatricos {Risch y cols,
1981, 1983; Calogero y cols, 1989). También, la fisostigmina revierte el efecto de la prueba de
la dexametasona en sujetos normales, lo que sucede en algunos individuos deprimidos (Doerr y
Berger, 1983). En este contexto, se ha determinado que las drogas colinomiméticas (nicotina,
oxotremorina, arecolina, fisostigmina, carbacol, etc.) pueden elevar la secrecion de ACTH y
corticosterona en animales de laboratorio (Bugajski y cols, 1998a, 1998b; Calogero et al 1989;
Fuxe y cols, 1990; Hasey y Hanin, 1990; Matta y cols, 1998; Steiner y Graham-Smith, 1980;
Weinfeld y cols, 1989).

2.3 Eje hipotalamo hipéfisis-adrenal (HHA)

El eje HHA se ha asociado con la depresion porque los pacientes deprimidos tienen un
incremento en los niveles plasmaticos de corticosterona. Se sabe que la secrecion de
corticosterona de la corteza adrenal esti bajo el control de la ACTH y esta a su vez es regulada
por CRH vy otras secreciones del hipotélamo (Yates y cols, 1980; Munk y cols, 1984). Existen
tres mecanismos que mantienen los niveles de glucocorticoides plasmaticos estables en todo
momento, tanto en condiciones basales como en condiciones de estrés. El primero de estos
mecanismos, es el ritmo circadico de actividad basal regulado por el nucleo supraquiasmatico
(Bunney y Bunney, 2000). El segundo es la compleja respuesta del sistema HHA inducida por
estrés, que involucra vias aferentes de numerosas regiones cerebrales, que incluyen la
inervacion noradrenérgica del grupo de células Al y A2 del tallo cerebral y el locus coeruleus
pontino (Szafarczyk y cols, 1985), la amigdala (Beaulieu y cols, 1987; 1989), la corteza

cerebral y el hipocampo (Jacobson y Salpolsky, 1991). El tercer mecanismo esta dado por la



accion inhibitoria que ejercen los esteroides adrenales a través de varias asas de
retroalimentacion que regulan la secrecién de glucocorticoides (Munk y cols, 1984). Asi, los
glucocorticoides actian directamente sobre la hipofisis e inhiben la secrecidén de ACTH, y sobre
el hipotdlamo para suprimir la liberacion de CRH. Ademas este circuito tiene efectos
inhibitorios causados por la ACTH, la p-endorfina y el CRH sobre las neuronas CRH (Ver
figura 2, Kelle-Wood y Dallman, 1984, Munk y Guyre, 1986}.

Estimnulos
emocionales Ritinos

diurnos

Estimulos DA
traumaticos I / NA
// S'HT
GABA - -~ P (Hipotalany) . Ach
//
/ ACTH
g
/ ,r"/
Glucocorticoides

Figura 2. Representacién esquematica de la regulacidn del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal. El
CRH es el efector principal, en Gltimas instancia de, la secrecién de glucocorticoides. La
activacion de las neuronas secretoras del CRH parece estar regulada por vias centrales
inhibidoras y excitadoras centrales, asi como por multiples asas de retroalimentacién negativa.
Las lineas continuas representan efectos estimuladores y las lineas punteadas representan
cfectos inhibidores. CRH= Hormona liberador de la corticotropina; ACTH= Hormona
adrenocorticotropina; DA= dopamina; NA= noradrenalina, 5-HT= serotonina, ACh= acetil
colina; GABA= acido gama amino butirico.



Las acciones de los glucocorticoides sobre el sistema nervioso central estan mediadas por
dos subtipos de receptores intracelulares (Reul y De Kloet, 1985), el receptor a
mineralocorticoides y el receptor a glucocorticoides. Los receptores a mineralocorticoides se
encuentran principalmente en las neuronas del septum y del hipocampo, su funcién es modular la
respuesta a estimulos ambientales y emocionales, con los consecuentes cambios en la conducta y
en la actividad del eje HHA (Reul y De Kloet, 1985). Los receptores a glucocorticoides se
encuentran en altas concentraciones en el hipotdlamo, particularmente en las neuronas-CRH del
nicleo paraventricular. Cambios en la concentracion plasmatica de corticosterona alteran la
ocupacién relativa de los receptores a mineralocorticoides y a glucocorticoides (Reul y de De
Kloet, 1985). Asi, los niveles bajos de corticosterona activan principalmente a los receptores a
mineralocorticoides cerebrales y los niveles altos, como ocurre durante el pico circadiano o
durante el estrés, activan a los receptores a glucocorticoides, ademas de ser responsables del
efecto de la retroalimentacidén negativa de los glucocorticoides sobre el eje HHA (Sapolsky y
McEwen, 1985, Sapolsky y cols, 1986).

En los seres humanos, asi como en otras especies animales, la actividad del eje HHA
varia de manera circadica. En el humano, los niveles de cortisol se encuentran en su maximo
(12 pg/ml) al amanecer y después declinan progresivamente hasta liegar al minimo (4 pg/ml)
cuando comienza la noche (Atcheson y Tyler, 1975; Horrock y cols, 1990). Las vanaciones
circadicas observadas en los glucocorticoides se deben a la ritmicidad circadiana del eje HHA
(Engeland y cols, 1977) y se ha demostrado que la sensibilidad de la corteza adrenal a la ACTH
varia también de manera circadica (Dallman y cols, 1978; Amsterdam y cols, 1989). Asimismo,
la liberacion de ACTH a diferentes estimulos estresantes en las ratas es mayor al inicio de la
fase de luz (cuando la actividad espontinea es minima), y la respuesta es minima al inicio de la
fase de oscuridad (cuando la actividad espontanea es maxima; Engeland y cols, 1977). Ademas,
la sensibilidad de los corticotropos hipofisarios a los corticosteroides en la rata también cambia
con la hora del dfa, siendo mayor en la mafiana (cuando los niveles estan en el minimo) y

menor en la noche (cuando los niveles estin en el maximo; Akana y cols, 1986).



2.4. Concepto de estrés
En los afios 30 del siglo anterior, Hans Selye (1936) observd que cuando el organismo es
desviado de su estado normal de reposo, sufre una condicién a la que denomino estrés, como
una respuesta a estimulos adversos (Selye, 1936). Esta desviacion puede ser minima o tan
acentuada que puede poner en riesgo la vida (Selye, 1950). Selye sostenia que una variedad de
estimulos adversos (estresores) tales como las lesiones quirdrgicas, las heridas, el ejercicio
muscular, las toxinas, la exposicion al frio o al calor, asi como la privacién de alimento,
provocan en el organismo una respuesta inespecifica llamada estrés, que se relaciona con el
desarrollo de estados patologicos (Selye, 1936). Selye observé que en los animales la respuesta
al estrés se caracterizaba por el aumento invariable en los niveles de corticosteroides en la
sangre, independientemente de la paturaleza del estresor. Propuso que esta respuesta
inespecifica de estrés constituye la base de un cuadro general de estrés, al que Hamé sindrome
general de adaptacion, que resulta de un cumulo de respuestas biolégicas inespecificas. El
sindrome se desarrolla en tres etapas: la primera etapa se caracteriza por una reaccion de alarma
inicial, que depende de una descarga simpatica-adrenomedular inmediata. La segunda etapa es
la de resistencia, caracterizada por la activacion del eje HHA, a través de la secrecidon del factor
liberador de la corticotropina en el hipotidlamo (Guillemin y Rosenberg, 1955). En la tercera
etapa se desarrollan diferentes patologias asociadas con el estrés prolongado, que pueden llevar
al individuo a la muerte (Selye, 1946).

La respuesta adaptativa al estrés parece depender de la calidad (fisico 0 emocional), de
la intensidad y de la duracién {agudo o cronico) del estimulo, asi como de la constitucién y
estado del organismo (De Wied, 1980). Entre los estresores fisicos estan las alteraciones del
medio interno (anoxia, hipoglucemia, etc.) o condiciones externas extremas (frio, calor), asi
como estresores mixtos (estimulos nocivos, enfermedades, lesiones, ejercicio). Los estresores
psicolégicos afectan la emocion, produciendo miedo, ansiedad o frustracién y se encuentran
entre los activadores mas potentes del eje HHA (Levine y cols, 1972; Mason, 1968; Selye,
1950). Los estresores mas utilizados en [a investigacion cientifica son el ejercicio, la
inmovilizacion, la exposicion al frio, la inmersion en agua, los choques eléctricos, la privacion

de alimento, anestesia y la exposicién a situaciones novedosas. Todos estos estresores activan



de manera efectiva al eje HHA.

La teoria contemporanea en la biologia del estrés conceptualiza un sistema de estrés
integrado por estructuras neuroanatémicas que funcionan para provocar cambios conductuales,
fisioldgicos y bioquimicos dirigidos al mantenimiento de la homeostasis (Chrousos y cols,
1988). La respuesta del organismo durante el estrés tiene componentes conductuales,
autondmicos y endocrinos que involucran al sistema nervioso central, al sistema nervioso
simpatico, a la médula adrenal, asi como al eje HHA, que actian coordinadamente para regular
las funciones homeostaticas y conductuales de los organismos (Tiders y cols, 1982) y poder asi

neutralizar los efectos nocivos de los estresores (Gold y cols, 1988a; 1988b).

2.4.1. Respuesta al estrés.

Los mamiferos, incluido el hombre, han desarrollado un complejo sistema cuya principal
funcion es mantener la homeostasis, tanto en estado de reposo como en estados de estrés. Este
sistema estd compuesio por un mecanismo hormonal y un mecanismo neural. El mecanismo
hormonal, segun Selye, actia en forma inespecifica y es independiente cualitativamente del
estresor que lo activa. Los estresores disparan una cascada de eventos humorales, que llevan a
la liberacién del CRH y de la arginina-vasopresina (AVP) en la circulacidn portal que abastece
a la hipofisis anterior. La AVP potencia la accion de la CRH en las células de la hipéfisis
anterior, promoviendo la sintesis y liberacién de los productos de la propiomelanocortina, como
las endorfinas y la ACTH. La base esencial de este mecanismo hormonal es la descarga de
grandes cantidades de ACTH, la cual estimula la liberacion de las hormonas corticosteroides
(cortisol o corticosterona) por las glandulas adrenales. El nivel de corticosteroides se eleva en
respuesta a estresores como el frio, la inmovilizacion, la inmersidn en agua fria, la privacion de

alimento, las hemorragias, etc.

El mecanismo neural interviene en procesos de adaptacién aguda. En este mecanismo,
el estrés actiia sobre el hipotilamo, ya sea directa o indirectamente y, desde sus centros
vegetativos, descienden estimulos a través de los nervios. Por medio de los nervios esplénicos

llegan a la médula adrenal, donde estimulan la salida hacia la sangre de adrenalina (A) y
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noradrenalina (NA). Estas hormonas generan un incremento de glucosa en sangre,
vasoconstriccion e hipertension, entre otros efectos. Durante el estrés la A y la NA son
liberadas a la circulacion general y la actividad de las enzimas que regulan la biosintesis de
catecolaminas es estimulada. Por lo anterior se dice que los sistemas simpatico general y
simpaticomedular son elementos criticos en la integracién de la respuesta fisiologica de un

organismo a una amplia variedad de estresores (figura 3; Mason, 1968).

Nervio
esplacnico v

Glucocorticoides

NA/A

Figura 3. Interrelacion funcional del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal con el sistema locus
coeruleus-noradrenalina. Estos son los principales efectores centrales de la respuesta de estrés.
En la periferta, ambos sistemas actian a través de los glucocorticoides de la corteza adrenal y
de las catecolaminas de la médula adrenal. Se cree que los glucocorticoides regulan ambos
sistemnas de la respuesta de estrés para evitar las consecuencias de una exposiciéon prolongada o
excesiva. Las lineas continuas representan los efectos estimuladores y las lineas punteadas los
efectos inhibidores. CRH= hormona liberadora de corticotropina; ACTH= hormona
adrenocorticotropina; SNS= sistema nervioso simpatico; A= adrenalina; NA= noradrenalina.
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La regulacién nerviosa central de esta respuesta involucra componentes del sistema
nervioso central de estrés en la corteza cerebral, el sistema limbico, el hipotalamo y el tallo
cerebral. Durante el estrés agudo por ejercicio fisico, inmovilizacién, inmersion en agua, se
incrementa la frecuencia de disparo de las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus, con la
consiguiente liberacion de NA hacia diferentes areas del cerebro, como son la corteza cerebral,
el sistema limbico, el hipotdlamo y el tallo cerebral (Stanford, 1993). Mientras que en
situaciones de exposicién cronica a un mismo estresor provoca cambios fasicos en los niveles
de catecolaminas. En ratas sometidas a inmovilizacion diariamente (De Turk, 1980), a estrés
por frio (Ostman-Smith, 1979) o a choques eléctricos (Konarska, 1989), se han observado
cambios fésicos en los miveles de catecolaminas plasmaticas, existiendo primero una ripida
elevacidn, para después decaer rapidamente aun antes de que ¢l estrés termine. Este pico inicial
disminuye conforme pasan los dias en que los animales son expuestos al estresor. Esto elimina
la posibilidad de que los cambios observados por efecto de la exposicién repetida de un
estresor, se deban a una acumulacién de catecolaminas. Por otro lado, esto puede estar
reflejando un mecanismo de adaptacién, aunque el fendomeno se da en 3 a 4 semanas de
exposiciones diarias al estresor, seria mucho tiempo si se compara con el necesario para
acelerar el transporte de materiales para inducir la sintesis de catecolaminas. Ademas, la
exposicidn repetida al fri6, por ejemplo no previene el pico de elevaciéon de catecolaminas
periféricas ante una situacién aguda de estrés por nado forzado. Todo lo anterior sugiere que
existe una atenuacién de largo plazo en la liberacién de catecolaminas cuando el estresor es

aplicado de manera repetida.

Estos dos mecanismos participan en la respuesta adaptativa del estrés, que involucra una
redireccionalizaciéon no solo energética sino también conductual. La primera, que es la
adaptacién periférica, se extiende como una provision de la energia necesaria para hacer frente
a los estresores e involucradas una elevacidén de los sustratos energéticos desde los sitios de
almacenaje a la circulacién y paralelamente, cambios en la actividad cardiovascular y pulmonar,
que incluyen un incrementos en la tasa cardiaca, de la presidn arterial y de la actividad

respiratoria (Yates y cols, 1980). En esta funcién actian, los glucocorticoides, la A y la NA,
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para inhibir, por un lado, la recaptura de glucosa, el almacenaje de grasas y la sintesis de
proteinas y estimular, ademas, la liberacién de sustratos energéticos, incluyendo glucosa,
aminoacidos y acidos grasos libres desde el musculo, el tejido adiposo e higado (Yates y cols,
1980). Por otro lado, la adaptacidn conductual puede verse como la facilitaciéon de vias
newronales que permitan al organismo afrontar mejor la situacidn estresante. Esta respuesta
incluye un aumento cognitivo y sensorial (Chrousos, 1988), un incremento de la alerta, aumento
de la memoria selectiva (Bohus y cols, 1983), analgesia inducida por estrés (Terman y cols,
1984). Simultaneamente, se suprimen la ingestidn, el crecimiento, la reproduccion y el sistema

inmune (Keller y cols, 1981; Sirinathsinji, 1983).

La capacidad del organismo para regular la compleja respuesta de estrés
apropiadamente, es tan importante como para iniciarla. La activacion crénica de los procesos
catabolicos de la respuesta de estrés, arriba mencionados, puede ser destructiva y patogénica
para el individuo. Cuando el estrés se prolonga indefinidamente puede provocar consecuencias
metabolicas (miopatias, fatiga, obesidad, cambios en glicemia etc.), cardiovasculares
(hipertension, arteriosclerosis, etc.), comprometer el crecimiento y reparacion de tejidos,
provocar ulcera péptica, suprimir la reproduccién (impotencia, amenorrea, etc.). En este mismo
contexto, los individuos con alta sensibilidad ante el estrés pueden presentar manifestaciones de
mala adaptacién dentro de un amplio rango de enfermedades de gran impacto emocional y
socioecondémico que afectan la neuropsicofisiologia del organismo, por ejemplo, trastornos de
ansiedad, depresion, alcoholismo, abuso de sustancias, etc. Qué tanto y en qué combinacién el
estado particular del individuo puede hacerlo vulnerable, probablemente dependa de la genética

y de la memonia del sistema de estrés.

2.4.2. Relacion estrés-depresion.

Generalmente, la respuesta ante el estrés al estrés es una duracién limitada y va acompafiada de
efectos antianabdlicos, catabdlicos e inmunosupresivos temporalmente benéficos y de
consecuencias no adversas (Selye, 1946; 1950). Por el contrario, la activacion cronica y excesiva
del sistema de estrés puede conducir al sindrome general de adaptacion descrito por Selye en

1936. El sugiri¢ que dicho sindrome cronico y severo podria cursar con anorexia, pérdida de peso,
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depresion, hipogonadismo, ulcera péptica e inmunosupresion (Selye, 1946; 1950). Se ha
propuesto que un factor critico en la patofisiologia de diversos sindromes psiquiétricos, tales
como la depresiédn, se originan a partir de anormalidades en la regulacién de la respuesta de estres
generalizada, lo que resulta en la hipersecrecion de CRH o de las catecolaminas centrales. Se ha
propuesto que existen alteraciones en algunas de las asas de retroalimentacion negativa del eje

HHA, asi como del sistema simpatico adreno-cortical (Gold y cols, 1988a, 1988b).

Se ha sugendo que la depresion es producto de una alteracion en la regulacion de la
respuesta al estrés, en la cual los mecanismos que limitan o contienen esta respuesta dentro de
niveles normales se encuentran inhibidos permitiendo que la respuesta al estrés permanezca aun
cuando e] estresor que la desencadeno no este presente. Por consiguiente, las manifestaciones
cardinales de la depresion, que son la hiperactivacion y redireccionalizacién de la energia serian
los extremos de las manifestaciones clasicas de la respuesta generalizada de estrés. Mientras que
la adecuada contra regulacién en la respuesta de estrés normal es adaptativa y temporalmente
limitada, en la depresién es cuantitativa y cualitativamente diferente, siendo maladaptativa y
prolongada. Asi la activacidn se vuelve ansiedad y activacién disférica y la vigilia se convierte en
hipervigilancia e insomnio. La disforia observada en la depresion puede representar taquifilaxis
del sistema mesocorticolimbico por la activacién cronica del sistema de estrés. Ademas,
disminuye el énfasis en la alimentaciéon y la reproduccién, los cuales son adaptativos en el
contexto de la respuesta de estrés, volviéndose mal adaptativo al mantener la anorexia, el
hipogonadismo y la disminucién de la libido, que son distintivos de la depresion. En esta
enfermedad el eje HHA y el sistema nervoso simpatico parecen estar crénicamente activados

(Nemeroff y cols, 1984, 1995).

2.4.3. Conducta Sexual y Corticosterona.

Se ha demostrado que el eje HHA se activa en respuesta a situaciones de extraordinaria demanda
tales como el estrés y la conducta sexual (Mason, 1972). La influencia de las hormonas sobre la
conducta sexual masculina (CSM) es bien conocida, la importancia de la conducta copulatoria en
disparar la respuesta endocrina en machos es de gran importancia. Hay evidencia de que la copula

produce incremento en los niveles de prolactina y de la hormona del crecimiento en el bufalo
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(Convey y cols, 1971) y de testosterona en la rata macho (Graham y cols, 1980; Retana-Marquez y
cols, 1998). De igual manera, diversos estudios reportan un incremento en los niveles plasméticos
de cortisol en el caballo (Colborn y cols, 1991; Rabb y cols, 1989; Tamanini y cols, 1983) y de
corticosterona en la rata macho después de la actividad sexual (Szechtman y cols, 1974; Retana-
Marquez y cols, 1998). En este sentido, se ha pretendido determinar la importancia del eje
HHA en la actividad sexual y el papel que la corticosterona desempefia. Algunos estudios han
propuesto que el eje se activa durante condiciones de elevada motivacién conductual (Mason,
1972). De hecho, se ha sugerido que la liberacion de ACTH produce excitacion sexual
(Bertolini y cols, 1969). Existen evidencias también del incremento de la actividad del eje HHA
en situaciones que se clasifican como aversivas (Mason, 1972). El grupo de Bronson y cols,
(1982) proponen que la activacidon sexual desemnpefia un papel importante en la respuesta
endocrina. En el caso del ratén macho, se observa que la corticosterona se incrementa en
relacion directa a la activacion sexual per se. Sin embargo, estudios realizados por el grupo de
Szechtman y cols (1974) en la rata macho sugieren que el incremento en los niveles de
corticosterona plasmatica después de la actividad copulatoria no es debido a la activacién
sexual sino a una baja habituacién a la novedad de introducir hembras receptivas en la caja. Por
uitimo, un estudio realizado en el humano se muestra una activacién del eje HHA en respuesta
a peliculas eréticas (Kling y cols, 1972). De acuerdo a todo lo anterior ha sido dificil dilucidar
el papel que desempenia el sistema HHA en la actividad sexual, como en la activacién sexual en

la rata macho.

Por otra parte, debido a las dificultades para realizar estudios en seres humanos
relacionados con enfermedades mentales, ha sido necesario utilizar modelos animales que
reproduzcan el cuadro clinico del trastorno a estudiar para realizar trabajos de experimentacion

para determinar la etiologia, asi como para buscar los posibles procedimientos terapéuticos.

2.5 Modelos animales de depresion
La definicion de modelos animales puede ser conceptualizada como preparaciones
expertmentales desarrolladas en una especie para estudiar los fenomenos que ocurren en otras.

Asi, por definicién, cualquier modelo no es igual al proceso u objeto “modelado”. Los modelos
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animales de psicopatologias humanas buscan desarroliar sindromes en animales que se reflejen en
humanos para estudiar los aspectos de la psicopatologia humana (Willner, 1991). Se han
desarrollado algunos principios generales para elaborar los diferentes tipos de modelos
conductuales, que permiten determinar como el modelo puede ser analizado dentro de las
neurociencias, la psicologia y la psicofarmacologia. Hay tres tipos de modelos conductuales que
corresponden a cada una de estas disciplinas: los que pueden usarse para estudiar la funcion
cerebral, los utilizados determinar la accidén de drogas. Estos tres tipos de modelos pueden ser
referidos como bioensayos conductuales, simulaciones y pruebas de cernimiento o tamizado

(Willner, 1991).

En las pruebas de cernimiento investigan nuevos agentes psicotropicos y se basan en la
accion de las drogas conocidas a través de dos tipos de estrategias: una para desarrollar drogas
identificando agentes que tienen un tipo de accién clinica como los neurolépticos,
antidepresivos o ansioliticos. Las pruebas de esta clase son capaces de identificar drogas
clinicamente efectivas que varian en su estructura quimica. Otra de las estrategias es identificar

la accion bioquimica como blanco para el desarrollo de nuevos farmacos.

Los bioensayos conductuales permiten analizar el estado funcional de un sistema
fisiologico. Uno de los usos del ensayo conductual es estudiar los mecanismos responsables de
los cambios en la funcion cerebral que resulta de la administracion de drogas, lesiones

cerebrales u otras manipulaciones experimentales.

Por altimo, los modelos animales que reproduzean los hallazgos bioquimicos, fisiologicos
o0 anatdmicos son una herramienta para el andlisis de distintas opciones terapéuticas en el hurmano.
Las simulaciones de conductas humanas permiten, como el nombre lo indica, poder simular un
sintoma, un grupo de sintomas o el trastorno completo. Existen diferentes métodos para
reproducir un trastorno, ellos incluyven dafio cerebral, seleccion de sublineas como puede ser las
caracteristicas intrinsecas de una cepa en particular; isogénicas, transgénicas, aplicacidén de

farmacos, separacion social y las debidas a la edad (Willner, 1991).
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Por otro lado, los modelos animales han sido herramientas para el estudio de conductas
anormales en los trastomos afectivos, por lo cual cualquier modelo animal de trastornos
psicopatoldgicos se evalua generalmente tomando tres criterios que se han orientado para cada
modelo animal de depresion: validez predictiva, tedrica y de apariencia (Willner, 1984, 1991},
Cabe mencionar que cada modelo propuesto tiene en mayor o menor medida cada uno de los

tipos de validez propuestos.

La validez predictiva se refiere a la capacidad del modelo para detectar farmacos con
eficacia terapéutica. Esto es, que el modelo permite identificar correctamente diversos
tratamientos farmacologicos antidepresivos sin producir errores por falsos positivos y falsos
negativos y correlacionar la potencia de tales sustancias con su posible potencia clinica. Por lo
que corresponde a la validez tedrica, ésta sera mayor cuanto mas similares sean los
fundamentos tedricos en el modelo y con la condicion modelada. Esta correlacion debe ser
homdloga y debe ser interpretada sin ambigiiedad. Por Gltimo la validez de apariencia consiste
en la similitud fenomenoldgica entre el modelo y la depresidn en sus multiples aspectos. En
general, esto se refiere a la medida en que el modelo animal propuesto reproduce la apariencia

del cuadro depresivo que se presenta en los seres humanos.

A través del tiempo se han ido generando modelos animales que cumplen en mayor o
menor medida, con los requerimientos que implican cada validez y que tienen gran relevancia
en el estudio de la depresion. Uno de los primeros modelos que se implementaron fue el del
efecto de la reversion de la reserpina (Costa y cols, 1960), originando ptosis, hipotermia y
catalepsia. Tales efectos se revierten con la administracion especifica de antidepresivos
triciclicos e inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAQ). Este modelo se considera que
presenta la validez predictiva, sin embargo, presenta problemas para detectar nuevos farmacos

con actividad antidepresiva.
Otro de los modelos que mas interés ha suscitado en la deteccidn de farmacos con

actividad antideprestva es el modelo desarrollado por Roger Porsolt en los afios setenta (1977,

1979, 1981). La prueba de nado forzado consiste en colocar a la rata en un cilindro de vidrio
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(34 cm de altura x 16 cm de didmetro) lleno de agua hasta una altura de 15 cm. durante 15
minutos. En los primeros minutos la rata presenta una actividad exploratoria donde salta,
husmea las paredes, bucea explorando el fondo con la intencién de escapar de tal situacién.
Después de unos minutos, esta actividad cesa y la rata adopta una posicion caracteristica:
erguida sobre las patas traseras y la cola, recarga una o ambas extremidades anteriores en la
pared del cilindro y mantiene la cabeza levantada apenas arriba de la superficie del agua. El
tiempo que dura esta inmovilidad es facil de cuantificar. La administracion sistémica de
farmacos que tienen propiedades antidepresivas (triciclicos, atipicos, IMAOs) reducen el
tiempo de inmovilidad (Porsolt y cols, 1977, 1979, 1981). Con esta prueba, se han cermido una
gran cantidad de drogas y los resultados apoyan la idea de que este modelo tiene un gran
potencial predictivo en eficacia terapéutica (Porsolt, 1981; Borsini y cols, 1988). Ademas, en
los Gltimos aiios, este modelo se aplica a ratas que han sido manipuladas para convertirlo en
alguno de los modelos animales de depresion que reproducen algunos de los sintomas de la
depresion; se ha corroborado que el tiempo de inmovilidad en esta prueba esta en relacién
directa con los estado de depresion (Porsolt y cols, 1979; Veldzquez-Moctezuma y Diaz Ruiz,

1992),

Existen también modelos animales que pretenden simular uno o varios de los signos de
la depresién. Algunos de ellos pueden considerarse como prueba de cernimiento para nuevos
farmacos antidepresivos. Partiendo del cuadro clinico de la depresién, solo ciertos sintomas
pueden modelarse en animales. Entre ellos estan, la actividad locomotora, que en la gran
mayoria de los casos tiende a disminuir, los trastornos del suefio, del apetito, disminucién de la
interaccion social y por ultimo disminucién de la conducta sexual y la respuesta a estimulos

recompensantes (Willner, 1984; Velazquez-Moctezuma, 1994).

La mayoria de los modelos animales de depresion involucra conductas anormales
generadas por estrés. Diversas propuestas teéricas se han desarrollado para explicar el efecto
etiologico del estrés sobre la depresion. (Depue y Monroe, 1979; Anisman y Zacharko, 1982) y
apoyan la hipétesis de que, situaciones estresantes, cominmente son capaces de disparar un

episodio depresivo. De estos modelos el mas conocido es el propuesto por Seligman (1975) en
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perros y subsecuentemente se extiende a un gran namero de especies, incluyendo al humano.
Seligman propuso el modelo llamado de desamparo aprendido (helplessness) observando
conductas alteradas como disminucidn de las conductas apetitivas, de la actividad motora, asi
como de la agresividad. Tales sintomas son revertidos por antidepresivos, incluyendo los
triciclicos, los IMAOs, los antidepresivos atipicos y hasta los choques electroconvulsivos

(Dorworth y Overmeir, 1977; Leshner y cols, 1979; Petty y Sherman, 1980).

Existen otros modelos de estrés que tienen la dificultad basica de que los animales
tienden a adaptarse. El modelo de estrés cronico impredecible propuesto por Kennett (1986) es
uno de los mas conocidos y apoya la hipotesis de que en la vida de un sujeto se presentan
grandes eventos de dolor o de estrés que solo contribuyen de manera importante a la
generacion de la depresién si son mantenidos por un largo periodo de tiempo. El modelo
consiste en exponer a ratas o perros a situaciones aversivas que se presentan en una secuencia
aleatoria por un periodo de tres semanas. Los estresores utilizados son: inmersion en agua fria,
choques eléctricos, cambios del ciclo luz- oscuridad, somdo y luz intensa. Este modelo
reproduce algunas de las principales caracteristicas de la depresién enddgena, mismas que se
pueden revertir con antidepresivos (Katz, 1982). Se ha desarrollado una variante conocida
como estrés cronico leve impredecible, donde la rata es sujeta a estresores considerados como
leves (aserrin mojado, inclinacion de la caja, privacidon de agua y comida, luz estroboscopica,
presentacion de objetos extrafios, etc.), aplicados de manera aleatoria. La base teodrica en este
modelo se sustenta en la misma que el estrés cronico impredecible, pero considera que un
individuo responde ante estresores considerados como Jeves ¥y que se presentan de manera
aleatoria (Wiliner y cols, 1987). Las ratas muestran incapacidad para experimentar placer
determinada dado que tienen dificultad para diferenciar agua endulzada y agua simple (Willner
y cols, 1991). Diversos autores proponen que en la generacién de este modelo parecen estar

involucrados los receptores dopaminérgicos postsinapticos (Willner y cols, 1987).
Recientermnente se ha generado una serie de modelos animales que son inducidos a través

de la administracidon de farmacos con actividad antidepresiva, que bloquean la recaptura de las

monoaminas (clomipramina, zimelidina, desipramina; Vogel y Vogel, 1982; Hilakivi y
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Hilakivi, 1987, Rosenwasser y Heyes, 1994). Estos modelos se caracterizan porque los
animales reciben un tratamiento farmacolégico en la etapa postnatal que en la edad adulta,
semejan los signos de la depresion endogena humana Las ratas tratadas con antidepresivos en la
etapa postnatal incrementan su actividad en campo abierto, la ingesta voluntana de alcohol y el
tiempo de inmovilidad en la prueba de Porsolt, disminucion de la conducta sexual, la conducta
agresiva y las conductas de recompensa (Mirmiran y cols, 1981; Vogel y cols, 1990c;
Velazquez-Moctezuma y Diaz Ruiz, 1992). Estas deficiencias pueden restaurarse con la
administracién de antidepresivos triciclicos en la edad adulta, asi como con la privacién de
suefio MOR (Vogel y cols, 1983, 1990c¢). Estos modelos soportan en gran medida la validez de

apariencia y la teorica.

No hay duda de que los modelos animales de depresidon han contribuido al desarrollo de
nuevos tratamientos de este padecimiento, al sugerir un posible mecanismo de accion de
antidepresivos, asi como influir en teorias acerca de la psicobiologia de la depresion. Por su
muy variada naturaleza, lo modelos animales necesitan del conocimiento de la clinica, pero hay
mucho que es inclerto acerca de la naturaleza de la depresién. El desarrollo de los modelos
animales puede contribuir al conocimiento de las causas o de los procesos, asi como influir en
la clinica, por lo que su relevancia es mayor si los experimentos en animales sugieren nuevas

1deas.

El interés en nuestro laboratorio y en particular en este trabajo, es el modelo de depresion
propuesto por Vogel y cols, (1982). Este modelo consiste en la administracion de clomipramina
{CLI) en la etapa postnatal que produce signos semejantes a la depresion en la edad adulta. Una de
las ventajas que tiene el modelo es que la adminmistracion de CLI induce cambios de larga
duracién, esto permite estudiar algunos signos de la depresion, en particular la actividad del eje
HHA cuya alteraciéon en modelos animales ha sido poco analizada. A continuacién se describira

este modelo més extensamente.

2.5.1. Modelo de depresion por administracion postnatal con clomipramina

Una de las lineas de investigacion en nuestro laboratorio tiene como proposito desarrollar y
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estudiar el modelo animal de depresion enddgena propuesto por Vogel y cols, (1982), en el cual
se refleja un estado similar al de la depresiéon enddgena humana. Los antecedentes para este
modelo se obtuvieron del trabajo realizado por Mirmiran y cols en 1981, sobre el posibie papel
ontogénico del suefio de movimientos oculares rapidos (SMOR). Ellos se interesaron en la
posibilidad de que el SMOR en la etapa postnatal podria jugar un papel importante en la conducta
normal adulta. Para ello, privaron de SMOR a ratas machos durante su periodo postnatal y
observaron los efectos sobre la conducta en la edad adulta. La privacién de SMOR fue inducida
mediante la administraciéon de CLI (poderoso supresor del SMOR). En la edad adulta, las ratas
tratadas con CLI mostraron anormalidades en la conductf\l sexual y en la actividad locomotora
respecto a los animales control. Vogel y Vogel (1982) notaron que las anormalidades observadas

en las ratas tratadas con CL] semejaban el sindrome de depresion endégena humana.

Como se menciond anteriormente, los pacientes que presentan esta enfermedad tienen
anormalidades conductuales como disminucién de la libido, cambios motores, principalmente
retardo o agitacion, y alteraciones en el patron de SMOR. Las similitudes entre los pacientes
deprimidos y las ratas tratadas con CLI, sugirieron que se reproduce los diferentes signos de la
depresiéon enddgena humana proponiéndolo como un modelo animal de depresidn. Acorde con
esta hipotesis, las ratas tratadas con CLI postnatal tienen caracteristicas que también se presentan
en la depresion enddégena humana como son, alteraciones del SMOR, disminucién de la conducta
sexual, de la agresividad y de las conductas de bisqueda de placer (Bonilla-Jaime y cols, 1998;
Nelly y cols, 1990; Vogel v cols, 1982, 1990a, 1990b, 1990c, 1990d). El decremento que en
humanos se manifiesta como disminucién de la libido, en la rata deprimida se caracteriza por
incremento en la latencia de monta, patrén conductual que refleja el aspecto motivacional de la
conducta sexual. Ademas, las ratas CLI manifiestan alteraciones en el componente ejecutorio de la
conducta sexual como es incremento en la latencia de intromision y de eyaculacién, asi como una
disminucién en la frecuencia de eyaculacion o en su caso la inactividad sexual (Vogel y cols,
1996; Bonilla-Jaime y cols, 1998). Ademas, se ha corroborado en este modelo un incremento en
la inmovilidad en la prueba de nado forzado, bioensayo conductual utilizado para la deteccion de
farmacos antidepresivos, lo que apoya la nocién de que la cantidad de inmovilidad durante dicha

prueba es directamente proporcional al estado depresivo en la rata (Velazquez-Moctezuma y
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Diaz-Ruiz, 1992). La administracién de antidepresivos y terapias conductuales como la privacion
de suefio MOR restablecen las alteraciones conductuales que se presentan en los animales tratados
con CLI postnatal de manera similar a lo que se observa en seres humanos deprimidos (Vogel y

cols, 1990c¢).

Por otro lado, estudios recientes reportan que el tratamiento postnatal con CLI altera la
actividad del eje HHA mostrando un incremento en la corticosterona basal, ademas de no
responder a la prueba de supresion por administracién de dexametasona (Prathiba y cols, 1998).
Existen datos contradictorios al respecto, Ogawa y cols, (1994) reportan que no hay un incremento
en los niveles basales de corticosterona, ademas de que la actividad del eje HHA en respuesta al
estrés por inmovilizacién es baja, sin embargo existen pocos estudios respecto a la actividad
circadica del eje en los animales tratados postnatalmente con CLI postnatal as{ como su respuesta

ante diferentes estimulos.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios reportan una disfuncién del eje HHA en pacientes con depresién endbgena,
caracterizada por elevados niveles del cortisol basal. De hecho, la actividad del eje HHA refleja
una alteracidon en la curva de variacidn diurna en la secrecion del cortisol en pacientes
deprimidos que se manifiesta en un aplanamiento en el patrén de secrecién del cortisol,
probablemente debido al incremento en la actividad del eje HHA por la tarde. Tal alteracién del
eje HHA se considera un marcador bioldgico al confirmarse su presencia en un gran namero de

pacientes deprimidos.

Como se ha descrito anteriormente, €l uso de los modelos animales ha sido de gran
importancia en la elucidaciéon de ciertos trastornos psiquidtricos siendo la rata albina de
laboratorio el animal mas empleado para ello, dado que este es capaz de reproducir algunos de los
sintomas clinicos de la depresion endégena humana. Entre las caracteristicas mas importantes de
la depresion endégena se encuentra la pérdida de interés e incapacidad para experimentar placer,
que se manifiesta, por ejemplo, en una disminucién de la libido en el ser humano y en la

reduccion de la conducta sexual en las ratas macho tratadas con CLI en la etapa postnatal (Vogel y
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cols, 1990c¢). El estudio de las alteraciones en la conducta sexual masculina en el modelo de Vogel
nos ha permitido determinar las posibles alteraciones tanto en los mecanismos neuroquimicos
como en el sustrato neuronal que lo regula. Asi, hemos encontrado que al parecer el sistema
serotoninérgico que regula la conducta sexual masculina permanece intacto, mientras que los

sistemas colinérgico y noradrenérgico se encuentran disfuncionales (Bonilla-Jaime y cols, 1998).

La intencién principal del presente trabajo es la de determinar la funcionalidad del eje
HHA en los animales tratados postnatalmente con clomipramina a través de su activacion por
diferentes aproximaciones tanto conductuales, como farmacologicas. En el primer caso, su
activacion por medio de estrés por inmersion, aplicado tanto aguda como cronicamente, que se
sabe incrementa la secrecion de corticosterona plasmatica, el producto final de la activacion del
eje HHA, lo cual conduce al incremento en el peso de las glandulas adrenales. Esta aproximacion
nos permitiria determinar, en este modelo animal de depresion, la funcionalidad circ4dica del eje
HHA al enfrentar el organismo una condicidn estresante, ademas de permitir determinar el ritmo
circadiano de la secrecion de corticosterona ante dicha situacion. La segunda estimulacion
conductual del eje sera a través de la actividad sexual, que fisiologicamente incrementa los niveles

plasmaticos de corticosterona (Szechman y cols, 1974; Retana-Marquez y cols, 1998).

Otra de las aproximaciones para evaluar la funcionalidad del eje HHA es a través de la
administracion de farmacos colinomiméticos que conduce al incremento en la secreciéon de
corticosterona en animales intactos. La estimulacidon farmacolégica con oxotremorina vy
fisostigmina permitira determinar la actividad del eje HHA, ademas de la evaluacion del sistema
colinérgico que tiene una participacién importante en la hipersecrecién de cortisol, asi como en

la etiologia de la depresién.
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4. HIPOTESIS
Las ratas deprimidas presentaran incremento en el patron de secrecion de corticosterona, asi
como alteracion en |a respuesta del eje hipotdlamo-hip6fisis-adrenal al estrés, a la conducta

sexual y a la estimulacién colinérgica.

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la respuesta del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (a través de la cuantificacion de los
niveles de corticosterona) al estrés, a la conducta sexual masculina y a la estimulacién con

agonistas colinérgicos en las ratas tratadas postnatalmente con CLI o con solucidn salina.

6. OBJETIVOS PARTICULARES
En ratas machos tratadas postnatalmente con CLI o solucién salina:

e [valuar las vanaciones circadianas de corticosterona.

* Analizar el efecto del estrés agudo y crénico sobre los niveles plasmaticos de corticosterona

y los pesos de las glandulas adrenales en ambas fases del ciclo luz-oscuridad.

» Determinar las modificaciones en los niveles de corticosterona después de la actividad

sexual. .

e Evaluar el efecto de la administraciéon de agonistas colinérgicos en la respuesta en los
niveles de corticosterona, en el tiempo de inmovilidad, en la actividad motora y en la

temperatura rectal en ambas fases del ciclo luz-oscuridad.
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7. MATERIAL Y METODO

Se utilizaron ratas Wistar hembras adultas e intactas, cada una se colocd en presencia de machos
expertos permitiéndoles la copula hasta que los machos presentaran al menos dos eyaculaciones
con la intencién de prefiarlas. Este dia se tomd como el dia (b de gestacion y se alojaron en una
caja individual con agua y alimento ad libitum. Tres dias después del nacimiento, se entrecruzaron
las camadas utilizando solamente las crias machos, mientras que las crias hembras se eliminaron.
Se determinaron los grupos control y experimental. Entre los 8 y 21 dias postnatal (P8-P21), cada
cria del grupo control (CON) se le administré por via sc solucidn salina y al grupo experimental,
en el mismo periodo, se le inyectd por via sc 15 mg/kg peso de clorhidrato de clomipramina (CLI;
Novartis; Vogel y cols, 1982). En los dos grupos las inyecciones se aplicaron dos veces al dia 8:00
y 18:00 h. A los 25 dias de edad los animales se déstetaron y se colocaron en cajas bajo
condiciones de temperatura y humedad constantes en un ciclo de luz oscuridad 12:12 invertido (la
luz se apaga 9:00 a.m.) con comida y agua ad libitum. En la edad adulta todos los animales
controles y experimentales fueron sometidos a las pruebas conductuales para determinar el estado
depresivo y validar el modelo animal de depresion en la prueba de Porsolt (Porsolt, 1979), en la
de actividad motora (Hartley y cols, 1990), la conducta sexual (Bonilla-Jaime y cols, 1998),
ademas de evaluar la secrecidén circddica de corticosterona plasmatica. Posteriormente los
animales fueron expuestos a diferentes tratamientos farmacolégicos y conductuales donde se
determind la respuesta del eje HHA a través de los niveles plasmaticos de corticosterona mediante
cromatografia. Por alimo, a ambos grupos de animales se les determind la sensibilidad a la
estimulacién colinérgica en la evaluacién del tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado

y de la temperatura rectal (ver diagrama de flujo).

7.1. Validacion del modelo animal de depresién.

En la edad adulta, todos los animales tratados postnatalmente con CLI y CON fueron sometidos a
las pruebas conductuales para la determinacidén del estado depresivo. La primera prueba
conductual fue: la prueba de Porsolt o de nado forzado, la segunda prueba fue de actividad
motora, la tercera fue la evaluacion de la conducta sexual y por ultimo la actividad circadica de

corticosterona. La primera prueba nos permite establecer el estado depresivo del animal
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METODO

Ratas Wistar de 8-21 dias de edad

e

N

Clomipramina {CL1)
15 mgikg

Solucion salina
(CON)

EDAD ADULTA

L

VALIDACION DEL MODELO

|

1. Actividad motora (3 dias, 5 min) (CON= 70, CLI= 80}

2. Prueba de Porsolt.{15 min, 5 min) (CON= 86, CLI= §8§)
3. CSM (3 pruebas) (CON= 26, CLI= 28)

4. Determinacion de la curva de secrecidn de corticoslerona
(0.6, 1.2,1.8hr) (CON= 10, CL1= 10)

ESTIMULACION DEL EYE HHA

0XO0 {0.4, 0.8 mg/kg)
{CON= 10, CLI= 12)
Fisostigmina (0.4 mg/kg)
(CON=10,CLI=10)

Estrés por inmersién en

agua fria (15 min)
Agudo (CON= 10, CLI= 12)
Crénico (CON=13, CLI= 10)

A través de la CSM
| (3 Pruebas)
I (CON=26, CLI= 28}

SENSIBILIDAD COLINERGICA

Corticosterona basal
(CON= 10, CLI=10)

Administracién de OX0

(0.4, 0.8, 1.6 mg/kg)

1. Actividad motora (CON=35, CLI= 5)

2. Prucha de Porsolt {CON= 6, CLI= 6}
3. Temperatura rectal (CON= 6, CLI= 60}

4ta prueba de
CSM
(CON= 16, CLI= 18)

v

¥ -
Determinacién de corticosterona
Por HPL.C
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correlacionandolo directamente con el tiempo de inmovilidad (Veldzquez-Moctezuma y cols,
1992). La actividad motora permite determinar la hiperactividad de los animales tratados
postnatalmente con CLI descrita por Vogel y cols (1982). La actividad sexual nos permite
determinar las alteraciones descritas en este modelo animal de depresién (Vogel y Vogel, 1982;
Neill y cols, 1990: Vogel y cols, 1996: Bonilla-Jaime y cols, 1998). Y por ultimo la determinacion
de la secrecidon circadica de corticosterona plasmatica permite determinar si los niveles de
corticosterona se presentan altos de manera similar a los altos niveles de corticosterona que se

presentan en los humanos. Entre cada prueba hubo un intervalo de tiempo de una semana.

7.1.1. Prueba de Porsolt o nado forzado.

La prueba consiste en introducir a la rata en un cilindro de vidrio (34 ¢cm de altura x 16 cm de
didmetro} con agua a 25°C a una altura de 15 ¢cm, durante |5 minutos el primer dia. En el segundo
dia se realiza el mismo procedimiento, pero durante 5 minutos. En los primeros minutos la rata
presenta vigorosa actividad exploratoria con la intenciéon de escapar luego de lo cual, la rata
permanece inmévil flotando pasivamente en el agua en una posicion caracteristica, esto es:
erguida sobre las patas traseras y la cola, recargando una o ambas extremidades anteriores en la
pared del cilindro y manteniendo la cabeza levantada apenas arriba de la superficie del agua
(Porsolt y cols, 1977; 1979). El tiempo total de inmovilizacién se evalia solamente en los
momentos que el ammal permanece quieto durante ambas pruebas. La determinacidon del tiempo

de inmovilidad se evalia tanto en la fase de luz como de oscuridad.

7.1.2. Actividad motora

Los animales se colocaron en una cdmara para registro de actividad motora espontinea de
plexiglas (San Diego Instruments) cuadrada de 41x41x38 cm seccionada transversalmente por
ocho haces de luz infrarroja en un eje y otros 8 haces de luz 90° con respecto a los primeros ocho.
Tal prueba evalia el nimero de cuentas que son las interrupciones del haz de luz que realiza el
animal al momento de estar explorando y el tiempo de permanencia tanto en la periferia como en

el centro de la cAmara. La actividad motora de cada animal se evalud 5 minutos durante cinco
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dias consecutivos. El andlisis conductual se realizd durante ambas fases del ciclo luz-oscuridad.

7.1.3. Actividad sexual

Se analizo la actividad sexual masculina de los machos en tres ocasiones, con un intervalo de una
semana entre cada prueba. Los registros de conducta sexual se realizaron 4 h después del inicio de
la fase de oscundad, con luz roja (foco de 40 w}. Se colocaron los animales en un redondel de
plexiglas transparente de 45 c¢m de didmetro con piso de aserrin. Se dejaron 5 minutos de
habituacién para después introducir una hembra receptiva sexualmente, tratada con benzoato de
estradiol (E; 10pg/0.1 ml de aceite vegetal, sc) 48 horas previas al registro y progesterona (2 mg
en 0.1ml de aceite vegetal, sc) 44 horas después de la administracion del E; Todos los registros de
conducta sexual fueron de 30 minutos. Se consideré a los machos como sexualmente expertos
hasta la tercera prueba de conducta sexual en la que se evaluaron los siguientes parametros:
latencias de monta, de intromisién y de eyaculacion, nimero de montas y de intromisiones,

frecuencia de eyaculacion, tasa de acierto, intervalo posteyaculatorio e intervalo interintromision.

7.1.4. Curva de secrecién circadica de corticosterona.

Se realizo el seguimiento de los niveles plasmaticos de corticosterona basal en diferentes horas del
dia para observar sus variaciones circadicas en las ratas tratadas postnatalmente con clomipramina
y solucién salina. Las mediciones se realizaron al inicio de la fase de luz y de oscundad y una

adicional a la mitad de cada uno de ellos.

7.2. Estimulacion del eje HHA.

7.2.1. Estimulacion a través del estrés por inmersion en agua fria.

Las ratas se introdujeron en un tanque que contenia una columna de agua de cm, a una
temperatura de 15°C, durante 15 min. Este procedimiento se realizé tanto en el inicio de la fase de
luz, como en el inicio de la fase de oscuridad. Posteriormente, los animales se sacrificaron por
decapitacion una hora después de aplicado el estresor obteniendo el plasma para la cuantificacion
de corticosterona. Se obtuvieron las adrenales y se pesaron. Este procedimiento se realizd en
ambos grupos durante la aplicacién de estrés agudo (] dia de inmersion) o crénico (10 dias de

inmersion}.
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7.2.2. Estimulacion a través de la conducta sexual.

Después de las tres pruebas de conducta sexual masculina espontanea, se realizd una cuarta
prucba en las mismas condiciones después de la cual se sacrificaron a los animales
inmediatamente para la determinacién de corticosterona plasmatica. Para analizar si el tratamiento
postnatal facilita o inhibe la conducta sexual, se considera facilitacion cuando se observa
incremento en el porcentaje de machos que presentan actividad sexual, incremento en la
frecuencia de eyaculacion, disminucion en el nimero de intromisiones, asi como en la latencia de
eyaculacién. Como efectos inhibitorios, se observan una o mas de las situaciones inversas, ademas

de aumentar ta latencia de monta e intromision.

A un grupo de ratas Wistar intactas de la misma edad que las ratas tratadas postnatalmente
con CLI y solucién salina se les realizaron tres pruebas de conducta sexual, se seleccionaron
machos sexualmente expertos y se les expusieron a las siguientes condiciones de actividad
copulatona; 1)con hembras receptivas separados con rejiila, durante 20 minutos, 2) machos con
hembras receptivas y con la vagina obstruida, durante 20 minutos; 3) machos con hembras
receptivas que alcanzaron una eyaculaciéon y 4) machos con hembras receptivas que presentaron
dos eyaculaciones. Para la obstruccién de la vagina se obstruyo la vagina con colodidon y un
pedazo de gasa. Los animales se sacrificaron inmediatamente después de cada una de las pruebas

para la determinacién plasmética de corticosterona

7.2.3. Estimulacion del eje HHA a través de la administracion de firmacos.

Después de corroborar el estado depresivo de los animales, se les administro en la edad adulta,
tanto a los animales tratados postnatalmente con clomipramina como a los tratados con solucion
salina, farmacos colinérgicos que estimulan al eje HHA induciendo un incremento en los niveles
plasmaticos de corticosterona. Los tratamientos farmacolégicos fueron los siguientes:
Oxotremorina, agonista muscarinico, a una dosis de 0.4 y 0.8 mg/kg via ip, 30 minutos después
se sacrificaron a los machos para la cuantificacion de corticosterona (Steiner y Smith, 1980).
Fisostigmina, inhibidor de Ia acetilcolinesterasa, a una dosis de 0.4 mg/kg via ip 20 minutos antes

de sacrificar a los animales (Hasey y Hanin, 1990).
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7. 3. Sensibilidad colinérgica.
La sensibilidad colinérgica se determiné a través del efecto de la administracién de oxotremorina

en la actividad motora, en la temperatura rectal y en |a prueba de Porsolt o de nado forzado.

7.3.1. Actividad motora

La actividad motora se analizé con la administracion de oxotremorina (agonista colinérgico que
altera Ja actividad motora en ratas intactas) en ambas fases del ciclo luz-oscuridad durante 15 min.
[La administracion de oxotremorina, a la dosis de 0.2 y 0.4 mg/kg, se realizé via ip 30 minutos
antes de la prueba de actividad motora. Previamente a la administracion de oxotremorina se
inyectd metil bromuro-escopolamina como bloqueador periférico de los receptores muscarinicos,
a la dosis de 3 mg/kg (15 minutos antes de la administracién de oxotremorina). Se evalio el

numero de interrupciones del haz de luz que realiza el animal al momento de estar explorando.

7.3.2. Temperatura rectal.

La temperatura se determiné mediante la aplicacion de un termistor via rectal. Se considero
como temperatura rectal aquella que se repitiese cuatro veces consecutivas independientemente
del tiempo. La determinacion de la temperatura basal se realizd al inicio de la prueba previa a la
aplicacion de los farmacos en ambos grupos de animales. Posteriormente se les administré via ip
oxotremorina a las dosis de 0.2, 0.4, 0.8 y 1.6 mg/kg (Ryan y cols, 1996) en un volumen de 0.2
ml. A cada uno de los animales se les admtnistrd previamente metil bromuro-escopolamina (3
mg/kg; 15 minutos antes de la administracion de oxotremorina) como un agente bloqueador
periférico. La temperatura rectal se determiné en ambas fases del ciclo luz-oscuridad 30 minutos

después de la administracion de oxotremorina.

7.3.3. Prueba de Porsolt o nado forzado.

Después de evaluar la inmovilidad basal en ambas fases del ciclo, los animales de ambos grupos
se les administrd escopolamina-metil-bromuro (3mg/kg) como bloqueo periférico, 15 minutos
después se inyectd oxotremorina a diferentes dosis (0.4, 0.8 vy 1.6 mg/kg, ip) (Mrowiec y cols,

1991). La prueba consiste en introducir a la rata en un cilindro de vidrio (34 ¢cm de altura x 16 cm
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de diametro) con agua a 25°C a una altura de 15 c¢m, durante 15 minutos el primer dia. En el
segundo dia se realiza el mismo procedimiento, pero durante 5 minutos. La administracion de
oxotremorina se realizo durante la prueba de 5 minutos. La determinacion del tiempo de

inmovilidad se evalila tanto en la fase de luz como de oscuridad.

7.3.4. Determinacién plasmatica de corticosterona.

La determinacion plasmatica de corticosterona se realizé mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) segun el método de Woodward y Emery (1987). Se decapitaron primeramente
a los animales para la obtencion de la sangre en tubos heparinizados y se centrifugaron para la
extraccion del plasma. A 1 mi de plasma se le adiciono 100p] de 19-nortestosterona (5.0 pug/ml de
metanol) como estandar intermo, 150 pl de hidréxido de sodio (0.3 M) para prevenir la extraccion
de contaminantes fendlicos y 5 ml de una mezcla de dietileter-diclorometano (60:40 v/v) para la
extraccion de los esteroides. Después los tubos se agitaron en un vortex, se centrifugé y la fase
organica se transfirié a otro tubo adicionandole 1ml de agua grado HPLC. Después se centrifugo
nuevamente, la fase orgdnica se paso a otro tubo y se evaporé con nitrégeno a temperatura
ambiente. Los residuos se redisolvieron en 100 pl de metanol-agua (55:45 v/v) para inyectarse al
cromatografo, previamente calibrado. La sensibilidad del equipo para la cuantificacién de
corticosterona fue de 0.05 pg /dl. Se utilizo una columna symetry C18 de 2.0x150mm, con
tamario de la particula Sm, La fase movil que se utilizé fue acetonitrilo-agua (65:35 v/v) a un flyjo
de 0.4 ml/min con un sistema isocratico. La corticosterona se analizo con un detector ultravioleta

a 250 nm.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Para las comparaciones de los diferentes eventos del patrén copulatorios de la actividad sexual, en
los animales tratados con CLI y salinos, se realizé un analisis no paramétrico con la prueba U de
Mann-Whitney. Para comparar la proporcién de sujetos que desplegaron conducta de monta,
intromision y eyaculacién en la prueba de conducta sexual espontanea se realizé la prueba de Chi-
cuadrada. Los resultados obtenidos en la prueba de Porsolt, en la prueba de actividad motora y la
curva circadica de secrecidén de corticosterona plasmatica de en ambos grupos, se analizaron

mediante la prueba t de Student. Para confrontar los resultados de los niveles plasmaticos de
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corticosterona en las ratas machos sexualmente expertas con las diferentes condiciones de
actividad copulatoria, las comparaciones en la actividad motora, niveles plasmaticos de
corticosterona, temperatura rectal y prueba de Porsolt ante la administracién de oxotremorina se
aplicaron analisis de varianza (ANOV A). Cuando éstos fueron significativos (p<0.05). se aplico la
prueba de Newman-Keuls como prueba post hoc. De la misma manera, las comparaciones en los
niveles plasmaticos de corticosterona ante la exposicion aguda y cronica al estrés se realizaron con
andlisis de varianza paramétricos (ANOVA), seguidos de una prueba de Newman-Keuls para las
comparaciones entre los grupos cuando el analisis de varianza fue significativo (Zar, 1984). Para

larealizacion de Ja estadistica se utilizd el programa estadistico GB-Stat.

9. RESULTADOS

En la actividad ambulatoria 0 motora no se observaron diferencias entre ambos grupos
durante la prueba estandar de 5 minutos (Fig. 4). El tiempo de inmovilidad en la prueba de nado
forzado o de Porsolt se muestra en la figura 5. El tratamiento postnatal con CLI incrementd
significativamente el tiempo de inmovilidad en la prueba de |15 y 5 minutos respecto al grupo

control (t=-12.9484; p<0.001).

En la distribucién del porcentaje de sujetos que despliegan actividad copulatoria en las
pruebas de experiencia sexual se observd que el tratamiento postnatal con CLI redujo el
porcentaje de sujetos que despliegan montas desde la primera prueba de conducta sexual
alcanzando el 64% el porcentaje de sujetos que presentan montas (18 de 28; X* = 32.001;
p<0.05), intromisiones (18 de 28; X = 32.001 p< 0.05) y el 35 % que despliegan eyaculaciones
(10 de 28; X* = 61.001; p< 0.01) en la tercera prueba. Mientras que el 96 % de los animales
CON presentaron cada uno de estos componentes copulatorios (25 de 26; Figura 6). Adn
cuando los animales tratados con CLI se someten a una cuarta prueba de conducta sexual
(previa a la determinacion de corticosterona plasmatica) el porcentaje de sujetos que despliegan
cada uno de los componentes del patrén copulatorio no se incrementan indicando que existe un

estancamiento en el desarrollo de la conducta sexual.
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Los resultados en los diferentes parametros de la actividad sexual en las ratas CLI se
observan en la Tabla 1 y muestran diferencias respecto al grupo control. El tratamiento
postnatal con CLI alterd la conducta sexual al aumentar ]a latencia de monta, la latencia de
intromisién, la latencia de eyaculacion, el intervalo intercopulatorio y el intervalo

interintromision y disminuyendo la frecuencia de eyaculacion.

La respuesta del eje HHA por activacion mediante la conducta sexual se observa en la
figura 7. Cuando los machos de ambos grupos son expuestos a la actividad copulatoria, los
niveles plasmaticos de corticosterona se incrementaron tanto en las ratas controles como en los
animales tratados postnatalmente con CLI (I[3,48]=24.066]; p<0.0001). Sin embargo, la
respuesta del eje HHA a la conducta sexual difiere en ambos grupos experimentales. Cuando se
comparan los niveles plasmaticos de corticosterona se observa una respuesta significativamente
menor en las ratas tratadas con CLI con relacion al grupo control después de la exposicion de la
conducta sexual. Cuando se comparan con sus respectivos controles, los niveles de
corticosterona se incrementan 171% en el grupo tratado postnatalmente con solucién salina
{CON-basal, 16.76 pg/dl vs. CON-CSM 45.76 pg/dl), mientras que en los animales tratados
postnatalmente con CLI la corticosterona se incrementa 108% (CLI-basal 14.63 pg/d] vs. CLI-
CSM 30.5 pg/d]), mostrando una menor respuesta del eje HHA. Cuando las ratas CL1 y CON se
someten a la cuarta prueba de actividad sexual previa al sacrificio para la cuantificacion de
corticosterona plasmatica, el despliegue de la conducta sexual fue muy similar a la tercera
prueba de actividad copulatoria tanto en el porcentaje de sujetos que despliegan cada uno de los

parametros copulatorios, como en el desarrollo de la actividad copulatoria (Figura 6; Tabla 1).

Al exponer a los animales intactos sexualmente expertos a las diferentes condiciones
copulatorias, los resultados muestran que los niveles plasmaticos de corticosterona se
incrementan en todas ellas y no solo con la actividad copulatoria, basta la sola presencia de una
hembra receptiva para que los niveles de corticosterona se eleven, tal es el caso de los machos
con henibras separados por una rejilla de alambre (grupo C/REJ) (F[4,48]=13.6195; p <0.0001)
(Fig 8).
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Figura 4. Efecto del tratamiento postnatal con CLI sobre la actividad ambulatoria en la fase
oscura. No se modificd la actividad ambulatoria en las ratas tratadas con CLI (n= 80) en
comparacidn de las ratas Control (n= 70). Los resultados se ¢xpresan en media  ee. t de
Student p= 0.90.

Tabla 1. Tercera (IIT} y cuarta (IV) prueba de conducta sexual en ratas machos adultas tratadas
en la etapa postnatal con solucidn salina (CON) y clomipramina (CLI). La cuarta prueba de
conducta sexual se realizd para estimular el ¢je HHA y determinar los niveles de corticosterona
plasmatica. El tratamiento postnatal con CLI causo una de disminucién en la frecuencia de
eyaculacion (FE), asi como un incremento en las latencia de monta (LM); de intromisién (LI) y
de eyaculacion (LE), nimero de montas (NM), niimero de intromisiones {INI), aumento en el
intervalo interintromision (1iI} y el intervalo intercopulatorio (IIC). Los resultados se expresan
en media + ee. Prueba U de Mann-Whittney. p<0.05; ** p<0.01

II1 Prueba de conducta sexual
FE LM L1 LE NM NI C I11 TA
(NE/30min) (seg) (seg)  (seg) (seg)  (seg)

CON 28+£0.18 28+7.2 34.5%93 377397 43108 96106 28+25 98+73 0.78+0.17
(n=26)
CLI 1.0520.2** 365£111% 434+130*677£110* 83+1.7 §.1+£02 43+4.6**98+16**0.55+.1.1
(n=28) 1V Prueba de conducta sexual
CON 28+£32 44413 53%16 392467  5.7+1.5 104109 24+4.0 38.6+6.4 068103
(n=16)
CLI  1.18£0.3**268+128* 351£151* 659+89* 6.620.8 7.5£.0.1 51£5.4%* 105+22** (.58+.05
(n=18).
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Figura 5. Tiempo de inmovilidad durante la prueba de nado forzado de 15 y Smin en la edad
adulta en ratas sometidas al tratamiento postnatal con solucién salina (Control) o con
clomipramina (CLI). En ambas pruebas se observd un incremento en el tiempo de inmovilidad

en el grupo tratado con CLI. Las barras representan la media + media + ee. Prueba de t de
Student, t (85,87)= 12.9480 * p<0.001].
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Figura 6. Porcentaje de sujetos que despliegan el patrén de montas, de intromisién y de
eyaculacion en las cuatro pruebas de conducta sexual en ratas tratadas postnatalmente con
solucién salina o con clomipamina. El tratamiento postnatal con CLI disminuye de manera
significativa el porcentaje de machos que despliegan cada uno de los patrones copulatorios en
las cuatro pruebas de conducta sexual. El namero de sujetos fue de (CON; n= 26 CLI n= 28}
para la tres primeras prueba de conducta sexual realizada como experiencia y de (CON; n=16
CLI n= 18) para la cuarta prueba de conducta sexual previa al sacrificio para la determinacion
de corticosterona. Prueba de Chi Cuadrada, * p<0.05; ** p<0.01.

Por otro lado, la figura 9 muestra los niveles plasmaticos de corticosterona en los
animales tratados con CLI inactivos sexualmente, los que s6lo montan, e intromiten y los que
eyaculan tanto una como dos veces. Cuando se comparan cada una de las condiciones
copulatorias con sus niveles basales. Se observa que la corticosterona se incrementa
independientemente de que las ratas tratadas con CLI presenten actividad sexual o no.

Cuando se realizaron las comparaciones correspondientes entre los animales intactos
sexualmente y las ratas tratadas con CLI en condiciones basales, con una y dos eyaculaciones
respectivamente, no se observaron diferencias en ninguna de ellas, a excepcién de los animales
tratados con CLI con dos eyaculaciones, que muestran niveles plasmaticos de corticosterona

significativamente menores respecto a los animales intactos sexualmente expertos que también

alcanzaron dos eyaculaciones (p<0.01; Figura 10), media hora después de haber copulado.
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Figura 7. Niveles plasmaticos de corticosterona en los animales tratados postnatalmente
con solucidon salina (CON) y clomipramina (CLI) después de la actividad sexual. La
corticosterona se incrementa en ambos tratamientos. Sin embargo el incremento es menor
en los animales tratados con CLI. C/CSM= machos expuestos a la conducta sexual
masculina. Los resultados se muestran media + ee. ANOVA (F (3,48)=24.0661, p < 0.0001)
seguida de Newman-Keuls * p < 0.01; + < p 0.0l comparado con su basal; + p<0.01
comparacién entre los tratamientos con conducta sexual
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Figura 8. Niveles plasmaticos de corticosterona en los machos intactos sexualmente expertos,
expuestos a las diferentes condiciones de conducta sexual (n= 10). En todas las condiciones
copulatorias la corticosterona se increment6. C/REJ= machos con hembras separados por una
rejilla; C/OBT= machos con hembras receptivas obstruida en la vagina; 1E= machos que
alcanzan una eyaculacion; 2E=machos que presentan dos eyaculciones. Los datos se muestran
en media + ee. ANOVA (F(4,48) =13.6195, p <0.0001) seguida por la prueba de Newman-
Keuls. * p<0.01.
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Figura 9. Niveles plasmaticos de corticosterona de las ratas tratadas postnatalmente con CLI
que no desplegaron conducta sexual (S/CSM), machos que s6lo montan e intromiten M e 1) y
ratas CLI que alcanzan una y dos eyaculaciones. Los niveles de corticosterona se incrementan
con la sola presencia de 1a hembra. Los datos son media £ ee. ANOVA (F(4,28) =43.6195, p
<0.0001) seguida de la prueba de Newman-Keuls., * p<0.01.
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Figura 10. Comparaciéon de Jos niveles plasmaticos de corticosterona entre los machos
sexualmente expertos expuestos a las diferentes condiciones copulatorias y los animales CLI en
condiciones basales, los que eyaculan una vez (1E) y los que eyaculan dos veces (2E). Los
niveles de corticosterona se incrementan en ambos grupos cuando los machos eyaculan 1 y dos
veces, sin embargo el incremento es significativamente menor en las ratas tratadas con CLI
respecto a los machos intactos sexualmente expertos cuando alcanzan dos eyaculaciones. Los
resultados se expresan en media £ ee. ANOVA seguido de Newman- Keuls. * p < 0.0l con

respecto al los niveles basales. + p < 0.01 comparacién entre los machos intactos con 2E vy las
ratas CL1 con 2E.



Los niveles plasmaticos de corticosterona durante su ritmo de secrecién de
corticosterona plasmatica se observan en la figura 11. Los niveles de corticosterona en las ratas
control, tratados con solucién salina (CON) se observd variacion en la secrecion de
corticosterona, con un nivel maximo al inicio de la fase oscura (28.74+2.17 pg/d!} v un nivel
minimo al inicio en la fase de luz (3.45+£0.59 pg/dl). A diferencia del grupo control, el
tratamiento postnatal con CLI incrementé los niveles basales de corticosterona en el inicio y en
la mitad de la fase de luz (cero y seis horas respectivamente). Cuando se compararon ambos
grupos, los niveles de corticosterona manifestaron un aumento de 200% en los animales
tratados con CLI (CON: 3.45 pg/dl vs. CLI: 10.49 pg/dl) al inicio de Ja fase de luz (cero horas),
mientras que a la mitad de esta fase (6h) los niveles de corticosterona se incrementaron 66 %
respecto al grupo control (CON: 16.49 pg/dl vs, CLI: 27.46 pg/dl). Este efecto no se observo en
la fase de oscuridad, atn cuando hubo una tendencia a incrementarse a la mitad de esta fase

(18h} con un 20% mas respecto al grupo control, sin alcanzar significancia estadistica.

El analisis detallado del ritmo circadico de la secrecion de cortisol se muestra en la
figura 11. Las ratas tratadas con CLI muestran un incremento en el valor minimo (nadir) de
10.49 pg/dl, a diferencia de las ratas CON con un valor de 3.45 pg/dl. En el caso del valor
medio (mesor) se observa también incremento en las ratas CLI (21.21pug/dl) con respecto al
grupo CON (17.15pg/dl). La amplitud (la distancia entre la cresta a el mesor de un periodo que
se presenta en un ciclo con una duracién de 24 horas es menor en las ratas tratadas con CLI
8.87ng/dl contra el grupo CON con un valor de 12.57 pg/dl. Cuando se analiza la acrofase
(valor maximo), las ratas CLI presentan una disminucién en este pardmetro (-250°) con un
porcentaje de ritmicidad de 86% (F=62), mientras que el grupo CON muestra -282° con un
porcentaje de ritmicidad de 98.5% (F=676). Los resultados indican que el ritmo en las ratas

tratadas con CLI presenta un avance de fase de dos horas.
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Figura 11. Oscilacién circadica de los niveles basales de corticosterona en animales tratados
postnataimente con clomipramina (CLI; n= 10) o solucidn salina (CON; n= 10). Los niveles de
corticosterona son significativamente mavores al inicio y a la mitad de la fase de luz en los
animales tratados con CLI. El ritmo circadiano presenta una solo perido en un ciclo de 24 horas.
La figura muestra los diferentes parametros cronobiolégicos (amplitud, meser, nadir, periodo,
cresta). Notese que los animales CLI muestran un incremento en el nadir y mesor, una menor
amplitud y en consecuencia un ritmo adelantado. Los datos muestran media + ee. Prueba de t de
Student, * p<0.01.

Los efectos inducidos por la exposicion aguda al estrés por inmersion se muestran en la
figura 12. En condiciones basales, se observé un incremento en los niveles de corticosterona en
las ratas tratadas con CLI sblo al inicio de la fase de luz como se observa en la curva circadica
de corticosterona. El estrés agudo por inmersién (IMS) indujo un incremento en los niveles de
corticosterona en todos los sujetos 30 minutos después de haberse expuesto a este estresor.
Cuando las ratas fueron expuestas al estrés agudo al inicio de la fase de luz, los niveles de
corticosterona se incrementaron en ambos grupos (F[3,39]= 244.49; p<0.0001). E! incremento
en las concentraciones de corticosterona en el grupo control, por efecto del estrés agudo fue 16
veces mayor que las concentraciones basales. Mientras que en las ratas tratadas con CLI, el
incremento en los niveles de corticosterona fue de 5.5 veces respecto a sus niveles basales, sin

estrés. La exposicion al estrés agudo por IMS al inicio de la fase oscura incrementé los niveles
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de corticosterona de manera similar en ambos grupos, fue de 1.64 veces tanto en el grupo
control como en las ratas tratadas con CLI respecto a sus niveles basales (F[3,39]=24.63;

p<0.0001).

La respuesta del eje HHA al estrés cronico por IMS fue diferente dependiendo de la hora
del ciclo de luz-oscuridad que se aplicod (Figura 13). Al inicio de la fase de luz la exposicién
repetida al estrés por IMS causé incremento en los niveles plasmadticos de corticosterona tanto
en las ratas control como en las ratas CLI (F[3,39]=96.0046; p< 0.0001). Este aumento en las
ratas control fue de 9.27 veces respecto a su nive} basal, mientras en las ratas tratadas
postnatalmente conCLI el incremento en los niveles de corticosterona por efecto del estrés
cronico fue de solo 3.11 veces que en condiciones basales. Sin embargo, cuando las ratas
fueron expuestas a este estresor al inicio de la fase oscura la respuesta al estrés es diferencial en
el grupo control con respecto al grupo CLI. En las ratas control, el efecto del estrés aument6 los
niveles de corticosterona a poco mas del doble de sus niveles basales (F[3,55]= 31.3504; p<
0.0001), mientras que en las ratas tratadas postnatalmente con CLI no se observé aumento en
los niveles de corticosterona. Por otra parte, el peso de las glandulas adrenales no se modifica

ni ante la exposicion aguda ni ante la exposicion crénica al estrés por IMS (Tabla 2).

TABLA 2. Peso de las glandulas adrenales (mg). El peso de las glandulas adrenales no se
modificé por efecto de la exposicion del estrés aplicado tanto de manera aguda como cronica en
las ratas tratadas con CLI y CON en ambas fases del ciclo de luz-oscuridad. Los resultados se
muestran en media + ee. t de Student.

FASE DE LUZ
Basal Estrés Agudo (1 dia)  Basal  Estrés crénico (10 dias)
CON (n=10) 21.0 +£0.08 20.59£0.01 21.90+.0.01 22.7+0.08
CLI (n=12) 19.68+0.04 22.00+0.03 20.68+0.01 22.010. 08
FASE DE OSCURIDAD
CON (n=13) 21.610.03 22.90£0.08 22.69+0.03 22.0+£0.02
CL1 (n=10) 21.75+0.0l 23.84+0.08 19.8+£0.01 19.7+ 0.08
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Figura 12. Niveles plasmaticos de corticosterona en ratas tratadas con clomipramina
(CLL,n=12)y solucién salina (CONTROL, n = 10) ante el estrés agudo por inmersion en
agua fria (IMS). Ambos grupos muestran un incremento significativo similar cuando se
comparan con sus controles (no estresados) en ambas fases del ciclo luz-oscuridad.
ANOVA (F (7,91)= 15137, p < 0.0001) seguido de Newman-Keuls. * p<0.0] respecto a sus
niveles basales correspondientes, + p < 0.01 comparacién entre los tratamientos. Los resultados
son media £ ee.
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Figura 13. Niveles plasmaticos de corticosterona en ratas tratadas con clomipramina (CLI,
n= [3) vy solucion salina (CONTROL, n= 12) ante el estrés cronico por inmersion (IMS).
Ambos grupos muestran un incremento significativo cuando se comparan con sus controles (no
estresados) en la fase de luz. Sin embargo, la corticosterona se incrementa sélo en el grupo
control en la fase de oscuridad al compararse con sus basales. Los resultados son media + ee.
ANOVA (F(7, 104=52.019, p< 0.0001) seguido de Newman Keuls. * p < 0.01 respecto a los
niveles basales de sus controles. + p <0.0lcomparacidén entre el grupo CON vs CLI en

condiciones basales.
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Figura 14. Efecto de la administraciéon de fisostigmina (FISOS, 0.4 mg/Kg) en los animales
tratados postnatalmente con solucién salina (CON; n= 10) y clomipramina (CLI; n= 10) en
ambas fases del ciclo de luz-oscuridad. La corticosterona se incrementé en ambos grupos al
inicio de la fase de luz. Mientras que en la fase de oscuridad, el efecto de |la administracion de
fisostigmina se observd solo en el grupo control, incrementandose los niveles de corticosterona.
Los resultados se expresan en media + ee. ANOVA (F(7,95)=38.90, P < 0.0001) seguida de la
prueba de Newman-Keuls. * p< 0.01 respecto a sus niveles basales; + p<0.01 comparacion
entre grupo CON y CLI en condicones basales.

Los niveles plasmaticos de corticosterona después de Ia administracion de fisostigmina
se observan en la figura 14. En el grupo control, la fisostigmina indujo incremento en los
niveles de corticosterona al inicio de ambas fases del ciclo de luz-oscuridad (F [7,95]=38.90;
p< 0.0001). Mientras que los animales tratados postnatalmente con CLI, s6lo respondieron en la

fase de luz (F [3,45]=43.2855; p<0.0001).

Los resultados obtenidos de los animales fueron sometidos al tratamiento farmacolégico
con oxotremorina en sus diferentes dosis, se muestran en ta figura 15. En el caso de las ratas
control, los niveles de corticosterona aumentaron en Jas dos fases del ciclo de luz-oscuridad,
con ambas dosis (F[11,141]=37.41; p<0.001). Sin embargo, en las ratas tratadas con CLI se
observd un aumento significativo en los niveles de corticosterona, dependiendo del momento
de administracion del farmaco, asi como de la dosis utilizada. Las ratas tratadas postnatalmente
con CLI los niveles de corticosterona se incrementaron con las diferentes dosis de oxotremorina
en la fase de luz (F[5,70]= 56.60; p<0.0001), mientras que en la fase de oscuridad los niveles de

corticosterona se incrementaron sélo con la dosis mas alta de oxotremorina (0.8 mg/kg).
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Cuando los animaies tratados con CLI o con solucién salina (CON) fueron sometidos a
las diferentes pruebas conductuales ante la administracion de oxotremorina a diferentes dosis
para la determinacion de la sensibilidad colinérgica se observan los siguientes resultados: las
diferentes dosis de oxotremorina disminuyeron la actividad motora en los animales control,
tanto en la luz (F [5,57]= 15.503; p<0.0001) como en la fase oscura (F[5,44]= p<0.0001) del
ciclo de luz-oscuridad. En los animales tratados con CLI se observd también un decremento
significativo de la actividad motora en ambas fases del ciclo ante el tratamiento farmacolégico

con oxotremorina en las diferentes dosts (Fig. 16)
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Figura 15. Efecto de la administracién de oxotremorina en diferentes dosis (0.4; 0.8 mg/kg) en
los animales tratados postnatalmente con solucidén salina (CON n= 10) y clomipramina (CLI;

= 12) en ambas fases del ciclo de luz-oscuridad. La corticosterona se incrementa en ambos
grupos al inicio de la fase de luz. Sin embargo, en la fase de oscuridad lo niveles de
corticosterona aumentan sélo con la dosis mas alta de oxotremorina (0.8 mg/kg) en el grupo
CLI. Los resultados se presentan como media + ee. ANOVA (F(11,141)=37.41) seguida de la
prueba de Newman-Keuls * p <0.01 vs su respectivo control basal; + p<0.01 comparacion entre
el grupo CON y el grupo CLI cuando se administra solucién salina.
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Figura 16. Efecto de la administracion de oxotremorina a diferentes dosis en las ratas tratadas
postnatalmente con clomipramina (CLI, n= 5) y solucién salina (CON, n= 5) en ambas fases del
ciclo luz-oscuridad. La actividad motora disminuy6 de la misma manera en ambos grupos en
cada una de las fases del ciclo-luz-oscuridad. ANOVA (F (11,57)=15.5034) seguida de
Newman Keuls. Los resultados se muestran en media £ ee. * p<0.0l respecto a la actividad
motora basal.

El efecto de la administraciéon de oxotremorina sobre la prueba de nado forzado o de
Porsolt se muestra en la figura 17. Como se mencioné anteriormente, en condiciones basales
(vehiculo, solucién salina) el tiempo de inmovilidad en los animales tratados postnatalmente
con CLI fue significativamente mayor que en el grupo CON, en ambas fases del ciclo de luz-
oscuridad (F[15,93]= 6.004; p<0.0001). El tratamiento farmacoldgico con oxotremorina
incremento el tiempo de inmovilidad sélo en el grupo control. A diferencia del grupo control,
en el grupo tratado postnatalmente con CLI el tiempo de inmovilidad no se modificd,
observandose un valor similar al observado en condiciones basales en ambas fases del ciclo de
luz-oscuridad.

La respuesta hipdtermica al tratamiento farmacoldgico con diferentes dosis de
oxotremorina (0.2, 0.4, 0.8 y 1.6 mg/kg. de peso) se observa en la Tabla 3. La administracion de
oxolremorina redujo la temperatura en las ratas control tnicamente en la fase oscura. En
contraste, en las ratas tratadas postnatalmente con CLI la temperatura disminuyo en ambas

fases del ciclo luz-oscuridad con las diferentes dosis administradas.
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Figura 17. Efecto de la administracién de oxotremorina a diferentes dosis en las ratas tratadas
postnatalmente con clomipramina (CLI; n= 6) y solucién salina (CON n= 6) en la prueba de
Porsolt en ambas fases del ciclo de Luz-oscuridad. El tiempo de inmovilidad se increment6 en
el grupo control a] mismo nivel que las ratas tratadas postnatalmente con CLI en las dos fases
del ciclo de luz-oscuridad. Los resultados se presentan en media + ee. ANOVA (F(15,93)=
6.004, p < 0.0001) seguida de Newman-Keuls. *p < 0.0] respecto al tiempo de inmovilidad

basal del grupo control; + p< 0.0l comparacion del tiempo de inmovilidad entre el grupo
control y el experimental.

Tabla 3. Efecto de la administracién de oxotremonna (mg/kg) sobre la respuesta de la
temperatura rectal (°C) en las ratas CLI (n= 6) y en animales CON (n=6). La administracién de
oxotremorina induce una disminucién de la temperatura rectal en la fase de luz. A diferencia de
las ratas CON, la inyeccion de oxotremorina disminuye la temperatura en ambas fases del ciclo
de luz-oscuridad. Los resultados se expresan en media + ee., ANOVA seguido de Newman
Keuls. *p <0.05 con respecto a su basal.

FASE DE LUZ
BASAL 0.2 0.4 0.8 1.6 (mg/kg)
CON 3797+£0.10 37.2+0.23 36.73+0.35  36.73+0.49 37.08+ 0.48
CLI  3795£010 369+£0172% 355+£019%+ 3621+ 0.16*% 36.25+0.20*
FASE DE OSCURIDAD
CON 38.03+0.10 363+038* 357+035*% 36.56+£0.26% 36.14% 0.28*
CLI 379+0.14 36.7£020%  3511+£023*% 3606+ 0.26% 36.03+021*
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10. DISCUSION

Desde los primeros reportes de Mirmiran et al (1981) se sabe que el tratamiento postnatal (P8-
P21) con CLI induce cambios conductuales permanentes que se manifiestan en la edad adulta.
Estas alteraciones conductuales también se reportan con la administracién postnatal de otros
inhibidores de la recaptura de monoaminas, como la zimelidina y la imipramina, (Hilakivi y
Sinclair 1986; Hilakivi y Hilakivi, 1987; Femandez Pardal y Hilakivi, 1989; Rosenwasser y
Hayes, 1994). Aunque existe poca informacion referente a la participacion de los sistemas de
neurotransmisién en las alteraciones conductuales observadas en las ratas CLI, se ha sugerido
que dichas alteraciones se deben a la interferencia de la clomipramina en el desarrollo y en la
maduracién normal de los diferentes sistemas de neurotransmision. Es posible que la aparicion
de los diferentes estados conductuales alterados en las ratas CLI, sea resultado de la incapacidad
del cerebro para compensar los efectos causados por la administracién postnatal de

clomipramina (Rodriguez y Broitman, 1983; Vogel y cols, 1990c).

La clomipramina es un farmaco con una potente capacidad inhibidora de la recaptura de
la serotonina y noradrenalina, neurotransmisores que aparecen en €l desarrollo temprano y cuyo
mecanismo de recaptura es funcional desde el nacimiento, lo que lo hace farmacolégicamente
activo durante el periodo postnatal (Coyle y Axlrod, 1971; Karki y cols, 1962). Estudios sobre
el desarrollo cerebral han revelado que las manipulaciones farmacolégicas en un cerebro en
desarrollo producen cambios de larga duracién en los sistemas de neurotransmision y en
especial en la funcion monoaminérgica (Feestra y cols, 1996: Vijayakumar y Meti, 1999).
Incluso se ha sugerido que estas manipulaciones alteran el numero de los receptores presentes
en los cerebros maduros (Whittaker-Azmitia, 1991). Es posible que la manipulacién postnatal
de la actividad de las aminas biogénicas, como es el caso del tratamiento postnatal con
clomipram:na, altere el proceso de maduracidn cerebral (Simpskins y cols, 1977), asi como la
relacién reciproca con otros sistemas de neurotransmision, como el sistema colinérgico
(Butcher y Hodge, 1976). El presente estudio confirma la vulnerabilidad de] sistema nervioso
central durante el desarrollo temprano ante la exposicién a la clomipramina cuya vida media en

promedio es de 21 hrs (19-37 hrs) y la de su metabolito desmetilclomipramina con vida media
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de 13.2 hrs, cuyos efectos a largo plazo se expresan en la edad adulta. Se ha observado que esta
interferencia induce una disminucion en la expresion del ARNm del transportador de serotonina
(Hansen and Mikkelsen, 1998). Existen ademas estudios que muestran una disminucién de los
niveles de serotonina en el hipotdlamo (Feenstra y cols, 1996), en la corteza frontal, en el
hipocampo, en el tallo cerebral y en el septum (Vijayakumar y Meti, 1999; Zandio y cols, 2002)
en las ratas tratadas con CLI, estructuras relacionadas de manera importante con la depresion.
Lo anterior sugiere que la disminucion de serotomina podria influir para que se presenten [as
anormalidades conductuales observadas en la edad adulta. Trabajos previos en el laboratorio
han mostrado que la administracién postnatal de clomipramina altera la actividad colinérgica

y/o noradrenérgica en la conducta sexual masculina (Bonilla-Jaime y cols, 1998).

El mecanismo por el cual el tratamiento postnatal con clomipramina produce sus efectos
a largo plazo hasta inducir todo el conjunto de alteraciones descritas arriba y que semejan el
cuadro clinico de la depresién en la edad adulta ha sido poco investigado. La clomipramina es
un antidepresivo que inhibe mas fuertemente la recaptura de serotonina que la de noradrenalina
(Zandio y cols, 2002). La serotonina influye diversos procesos durante el desarrollo cerebral,
incluyendo neurogénesis, apoptosis, migracion celular, desarrollo axdnico y dendritico,
sinaptogénesis y plasticidad sindptica {(Ver revisién: Whitaker-Azmitia, 2001). Ademas el
sistema serotoninérgico alcanza su estado funcional en las etapas tempranas del desarrollo.
Desde la etapa prenatal, los receptores serotoninérgicos son expresados por las neuronas y la
glia a lo largo del desarrollo de las vias serotoninérgicas, ademas de que pueden ser reguladas
por la exposicién prenatal o postnatal a ligandos y drogas de los receptores a serotonina {Ver
revision: Whitaker-Azmitia, 2001). El mecanismo bioldgico utilizado por la serotonina para
producir sus efectos sobre el desarrollo puede tener como bianco directo la estabilidad del
citoesqueleto y en particular en la regulacion y el mantenimiento de los microtubulos y
microfilamentos que podria estar mediado por las llamadas proteinas asociadas a microtubulos
(MAPs) (Ver revision: Whitaker-Azmitia, 2001). Existen multiples evidencias que involucran a
los diversos receptores en estos efectos. Por ejemplo, el receptor 5-HT) 4 aparece también en
etapas tempranas y se encuentra en altos niveles en neuronas inmaduras e indiferenciadas,

destinadas a convertirse en células gliales y neuronas, y decrece paulatinamente conforme estas
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se desarrollan, lo que sugiere que que estos eventos son dependientes de la serotonina. El
receptor 5-HT,s induce maduracion y estimula la liberacién de la proteina S-100pB, factor
trofico importante en la extension de las neuritas en diferentes tipos de neuronas (P.E. del tallo
cerebral, del hipocampo, astrocitos corticales) permitiendo el desarrollo normal de estas
regiones. Y que ademas regula el tamafio celular, la comunicacion célula y célula, la traduccion
de senales intracelulares y el crecimiento celular (ver revisién Whitaker y Azmitia, 2001). Este
receptor también participa en el ensamblaje del huso mitotico para promover la divisidn celular
e inclusive la tasa de diferenciacion. Por otro lado, se ha postulado un periodo critico del
desarrollo cerebral alrededor del nacimiento para el humano y del dia 7 al 21 postnatal (P7-P21)
en la rata. Este periodo coincide con el pico de crecimiento cerebral y una exuberante
produccion de sinapsis (Anand y Scalzo, 2000). Si bien existen estudios que determinan el
ARNm del receptores 5-HT1A no muestra cambio alguno, no se puede descartar que el
tratamiento postnatal con clomipramina (del dia P8-P21) que coincide con los eventos del
desarrollo cerebral descritos arriba, podria modificar el equilibrio en las concentraciones de
serotonina, sin descartar la noradrenalina, manteniendo un exceso del neurotransmisor durante
este periodo critico del desarrollo, pudiendo alterar el funcionamiento del receptor 5-HT s u
otros receptores implicados también en el desarrollo cerebral como el 5-HT,4 o inclusive del
mismo transportador de serotonina, (Ver revision: Whitaker-Azmitia, 2001), y reduciendo o
inhibiendo 1a sintesis de la proteina S-100pB, u otros factores de crecimiento como el factor de
crecimiento neural, y en consecuencia la formacidén de microtubulos ¢ en su caso del huso
mitotico, derivando finalmente en el decremento en la formacién de neuritas y sinapsis €
inclusive alterando la divisién celular y la tasa de diferenciacién. Estas modificaciones podrian
a largo plazo inducir la expresion de las conductas alteradas observadas en estas ratas que las

han sugerido como un modelo animal de depresion.

El trasportador de serotonina es otro importante componente del sistema serotoninérgico
involucrado en el desarrollo postnatal del sistema nervioso. En la rata, la densidad del
transportador se incrementa entre el dia P7 y alcanza su nivel maximo al P21 para decrecer
progresivamente. Los niveles del transportador de la edad aduita se alcanzan al dia P28 en areas

de proyeccion como el hipocampo, el talamo, el hipotidlamo vy la amigdala (Ver revision:

49



Whitaker-Azmitia, 2001), todas ellas relacionadas con la depresion enddgena. Se ha observado
un incremento en el ARNm del transportador de serotonina al dia 22, un dia después que
finaliza el tratamiento con CLI, sin embargo, cuando se analiza el ARNm al dia 91 postnatal en
las ratas CLI se observa una disminucién del transportador (Hansen y Mikkelsen, 1998). Los
bajos niveles de 5-HT encontrados en el hipotalamo (Feenstra y cols, 1996), en la corteza
frontal, en el hipocampo, en el tallo cerebral y en el septum (Vijayakumar y Meti, 1999; Zandio
y cols, 2002) en las ratas CLI se analizaron entre los 2-3 meses de edad. Este decremento en la
funcién del transportador podria ser un mecanismo de compensacion contra la disminucion a
largo-plazo en la liberacion de 5-HT. Si el aumento en la concentracién de 5-HT en el espacio
sindptico durante los 14 dias que se administra la clomipramina lleva a una reduccién en el
transportador de 5-HT y tal vez en una reduccién en la concentracién sindptica de 5-HT, esto
podria ser el sustento sobre la disminucién en los niveles de 5-HT involucrado en las conductas
anormales. Cabe la posibilidad también que el incremento en la concentracién de 5-HT durante
la administraciéon de CLI pudierd alterar también el funcionamiento del transportador al
incrementar su actividad de recaptura del neurotransmisor y como consecuencia manteneniendo

los niveles disminuidos de 5-HT,

Los receptores 5-HT1A regulan la liberacién de 5-HT a través de inhibir el disparo
neuronal. Se sabe que el disparo neuronal no solo es inhibido por la administracién de agonista
5-HT1A, sino también por la administracion de los inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina (ISRS), el cual induce una activacién del autoreceptor 5-HT1A debido a un
incremento inmediato en la concentracion de 5-HT extracelular a nivel somatodendritico
(Pliieiro y Blier, 1999). La activacion de los receptores somatodendriticos resulia en el cese de
disparo neuronal y esto en una reduccién en la liberacion de serotonina en la terminal nerviosa.
Sin embargo, después de un periodo de 2 a 3 semanas de tratamiento con ISRS induce una
desensibilizacién de los autoreceptores, de esta manera el disparo y liberacion de las neuronas
se restaura, lo que conlleva a ia liberacidén de 5-HT (Adrien, 2002). Por otro iado, el tratamiento
postnatal con clomipramina disminuye la frecuencia del disparo neuronal en el nucleo del rafe
dorsal (Yavari y cols, 1993) reflejando un déficit en la neurotransmisién 5-HT en diferentes

regiones cerebrales involucradas en la depresién endégena (Feenstra y cols, 1996, Vijayakumar
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y Meti, 1999; Zandio y cols,, 2002} En las ratas tratadas con CLI no se observaron cambios en
el ARNm del receptor 5-HT1A en el hipocampo y en el nacleo del rafe dorsal (Hansen y
Mikkelsen, 1998) en el dia 22 y 91 postnatal, sin embargo, no se puede descartar que exista una
alteracién en la funcionalidad de este receptor. Posiblemente la sensibilidad del receptor este
alterada, pero no en una desensibilizacion como se induce por la administracion de
antidepresivos en ratas intactas en la edad adulta, sino por incremento en la sensibilidad del
receptor que podria inducir una disminucion en la liberacion del neurotransmisor y ser un factor

importante en las conductas anormales en la edad adulta.

Si bien pareceria obvio el efecto de la clomipramina administrada postnatalmente sobre
el desarrollo del sistema monoaminérgico por su capacidad de inhibir la recaptura de la
serotonina y de la noradrenalina, su efecto sobre la privacién de suefio MOR parece afectar al
sistema colinérgico. Las Interacciones entre los sistemas de neurotransimision regulan
diferentes conductas entre las que se encuentra el suefio MOR. Es posible que la alteracion en
un sistema, en este caso el serotoninérgico altere el funcionamiento de otros sistemas como el
colinérgico. Se sabe que la clomipramina, ademas de tener capacidad inhibidora de la recaptura
de la serotoruna y noradrenalina, también inhibe la aparicidén del suefio MOR, de ahi que
también se ha sugerido que este efecto supresor del suefio MOR, inducido por {a administracion
postnatal de clomipramina, provocaria las alteraciones conductuales observadas en la rata
adulta. Dicha idea encuentra sustento en la hipétesis que considera que el suefio MOR juega un
papel importante en el desarrollo cerebral normal (Mirmiran, 1981, 1986; Vogel y cols, 1990).
Recientemente se ha observado que la privacion postnatal de suefio MOR a través de metodos
instrumentales no farmalogicos, como en el caso de las ratas CLI, también disminuye la
actividad sexual, disminuye la actividad agresiva e incrementa el porcentaje de suefio MOR
(Feng y Ma, 2002). Estos resultados apoyan la idea de que la privacién postnatal de suefio
MOR, instrumental o farmacologica, causa conductas depresogénicas como las anteriores, que

permanecen por largo tiempo durante la edad adulta.

Es factible que la interaccion reciproca que existe entre los sistemas monoaminérgico-

colinérgico en el ciclo suefio-vigilia parece sugerir cémo el sistema colinérgico es alterado
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cuando se modifica el funcionamiento monoaminérgico en las ratas CLI. Anatdémicamente se
sabe que las neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafé dorsal proyectan al tegmento
mesopontino del tallo cerebral, en donde se han identificado botones sinapticos
serotoninérgicos que se encuentran asociados con neuronas colinérgicas del nicleo tegmental
taterodorsal (LDT) y pedunculopontino (PPT; Luebke y cols, 1992, Monlak y cols, 1993;
Semba y Fibiger, 1992), ademas de que estas estructuras, encargadas del mantentmiento del
suefic MOR (Koyama y Kayama, 1993; Semba y Fibiger, 1992), son inmunorzeactivas in vitro
e in vivo a la serotonina, lo que indica la presencia de receptores serotoninérgicos en las
neuronas colinérgicas (Kass, 1986; Luebke y cols, 1992). Aunque los inhibidores selectivos de
la recaptura de serotonina no parecen bloquear directamente los receptores muscarinicos como
tal, se ha determinado que la liberacion de acetilcolina puede ser modulada por la serotonina
(Maure y cols, 1989; Siniscalchi y cols, 1991). Saito y cols (1996) han desmostrado que la
liberacidon de acetilcolina parece estar regulada por el receptor inhibitorio SHTIB localizado
sobre la terminal nerviosa colinérgica. También se ha encontrado que el agonista del receptor 5-
HT3 dismtnuye la liberacidn de acetilcolina (Crespi y cols, 1997). Ademas, la admistracion del
8-OH-DPAT, agonista 5-HT1A, inhibe a las neuronas colinérgicas que activan el suefioc MOR
(Thakkar y cols, 1998). Se ha propuesto que los inhibidores selectivos de la serotonina ejercen
su efecto por disminuir la disponibilidad de acetilcolina o desviar el equilibrio acetilcolina-
serotonina hacia esta tltima. La administracién de imipramina un antidepresivo noradrenérgico
disminuye la actividad de la acetilcolinesterasa en el hipocampo, sugiriendo una disminucién en
la liberacidn de acetilcolina (Camartni y Benedito, 1997). Posiblemente la administracidon de
clomipramina reduce la liberacién de ACh a través de activar los receptores serotoninérgico en
las neuronas colinérgicas de los subtipos 5-HT3, 5-HT1B o en su caso del receptor 5-HT1A.
Estos receptores seria el sitio de accidén del tratamiento postnatal con clomipramina que
aiteraria la sensibilidad del sistema colinérgico y en consecuencia la expresion del suefio MOR

(ver figura 18).
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Figura 18. Posible mecanismo supresor de suefio MOR inducido por la administraciéon de CLI
en la etapa postnatal. La CLI bloquea la recaptura de 5-HT incrementando su viabilidad en el
espacio sindptico. Este incremento en la concentracién de 5-HT induce una disminucion de
ACh a través de los receptores 5-HT1A, 5-HTI1B, 5-HT3 localizados en las neuronas
colinérgicas de los nucleos PPT y LDT, dando como consecuencia un desequilibrio entre los
dos sistemas de neurotransmision dando como resultado la supresion o inhibicion del suefio
MOR. S5-HT=serotonina, CLI=clomipramina, ACh= acetilcolina, PPT= ntcleo tegmental
pedinculo pontino, LDT= tegmento laterodorsal, NRD= nticleo del rafe dorsal.

Se ha determinado que pacientes con depresion manifiestan una mayor sensibilidad del
sistema colinérgico responsable de la generacion del suefio MOR y que se refleja en una
disminucién en la latencia de suefio MOR e incremento en la cantidad de sueio MOR (Ver
revision: Adrien, 2002). Estas alteraciones en el patrén de suefio MOR también se reflejan en
las ratas CLI (Vogel y cols, 1990d). Se ha observado, ademas que al cesar la administracion de
CLI existe un rebote de suefio MOR hasta 14 dias después, como un mecanimo compensatorio
a la privacién de suefio MOR (Mimmiran y cols, 1981; Feng y Ma, 2002). Se ha sugierido que

los mecanismos para compensar la perdida de suefio MOR podrian desarrollarse durante el
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periodo comprendido entre la semana 2 y 4 postnatal (Feng y Ma, 2002). Conjuntamente, se ha
observado que el tratamiento postnatal con clomipramina en la rata, reduce el suefio MOR (45-

69%) con un posterior incremento de suefio NMOR (hasta de 45%) pero sin un aumento

proporcional de la vigilia, mientras que el mismo tratamiento, en la edad adulta, con la mayoria
de los antidepresivos, incluyendo la clomipramina, disminuye el suefio MOR, acompaiiandose
este efecto, por un incremento de la vigilia (Feng v Ma, 2002). Los autores sugieren que esta
diferencia en la respuesta para compensar la privacion postnatal de suefio MOR tanto
farmacolégica (con clomipramina) come instrumental, podria ser crucial en la generacion del

estado depresivo.

Una interrogante es pertinente ;Comé es que la administracion de CLI, que inhibe la
recaptura de serotonina, induce una sensibilidad en el sistema colinérgico en la edad adulta y
altera la expresidn y regulacion dei suefio MOR? Nosotros sugerimos que la administracidn de
CLI del dia 8 al 21 posmatal suprime el suefio MOR al inducir una mayor concentracién de S-
HT en el espacio sinaptico, lo que conlieva a una disminucién en los niveles de ACh. Cuando
se presentan el rebote de suefio MOR la liberacién de ACh se incrementa en ef PPT y LDT
mientras que en el nicleo del rafe dorsal disminuye la liberacién de 5-HT. Este incremento en
la liberacion de ACh como un mecanismo de compensacion de la privacidon de suefio MOR
podria tener efecto de larga duracién en regiones que regulan el suefio MOR e inducir una
latencia corta de suefio MOR y una mayor cantidad de este. Este incremento en la liberacion de
ACh también podria alterar regiones como el hipocampo e hipotalamo, estructuras ricamente
inervadas por los nucleos colinérgicos, que regulan al eje HHA a través de inducir una

regulacion de los receptores muscarinicos hacia abajo (down-regulation) (ver figura 19).

En resumen, el tratamiento postnatal con CLI modifica la actividad
serotoninérgica (Feestra y cols, 1996; Vijayakumar y Meti, 1999) y/o colinérgica (Prathiba y
cols, 2000; Vijayakumar y Datta, 2002) y/o noradrenérgica (Bonilla-Jaime y cols, 1998) en
diferentes regiones cerebrales relacionadas con la depresion (Zandio y Ferrin, 2002), mismas
que parecen estar involucradas en regular las diferentes conductas que se encuentran alteradas

en las ratas CLI adultas.
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Figura 19. Posible mecanismo del rebote de suefio MOR posterior a la administracién de CLI
en la etapa postnatal. Al término del tratamiento con CLL la 5-HT va disminuyendo su
concentracion en el espacio sindptico por efecto del desbloqueo del transportador. El efecto
inhibitorio que ejerce la neurona serotoninérgica sobre la liberacién ACh se abole al disminuir
la concentracion de 5-HT dando como consecuencia un incremento en la liberacién de ACh de
los nucleos colinérgico PPT y LDT y como resultado el rebote de suefio MOR. 5-
HT=serotonina, CLI=clomipramina, ACh= acetilcolina, PPT= nicleo tegmental pedinculo
pontino, LDT= tegmento laterodorsal, NRD= nucleo del rafe dorsal, suefio MOR= suefio de
movimientos oculares rapidos.

10.1. Validacién del modelo animal de depresion.

Los resultados del presente trabajo muestran que las ratas CLI presentan marcadas alteraciones
en los diferentes parametros de la conducta copulatoria, tanto en su aspecto motivacional como
ejecutorio, mayor tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado en las versiones de 15y
5 minutos (Vogel y cols, 1990, Porsolt y cols, 1979, Bonilla-Jaime vy cols, 1998) y alteraciones

en la actividad circadica de liberacién de corticosterona en la edad adulta. En contraste, la
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actividad motora no muestra cambio en comparacién con los animales controles.

El tratamiento postnatal con CLI induce alteraciones conductuales en la edad adulta
(Mirmiran y cols, 1981). Estos cambios conductuales en las ratas tratadas con CLI tienen
caracteristicas equivalentes a la depresion endogena humana (Vogel y Vogel, 1982), entre las que
se encuentran: alteraciones del patron de suefio MOR y de la actividad motora, disminucion de la
conducta sexual, de la agresividad y de las conductas de busqueda de placer (Bonilla-Jaime y cols,
1998; Neill y cols, 1990; Vogel y cols, 1982, 1990a, 1990b, 1990c, 1990d). Estudios realizados
en el [aboratorio mostraron que las ratas CLI, muestran un bajo porcentaje de sujetos activos
que despliegan montas, intromisiones y eyaculaciones, asi como alteraciones en los diferentes
parametros de la conducta sexual como son las latencias de monta, de intromision y de
eyaculacion incrementadas y disminucion de la frecuencia de eyaculacion, ademas de alargar el
intervalo interintromision e intercopulatorio (Bonilla-Jaime, v cols, 1998). Estas alteraciones de
la conducta sexual masculina en la rata macho debidas al tratamiento postnatal con CLI
concuerdan con los resultados reportados en estudios previos (Bonilla-Jaime y cols, 1998;
Mirmiran y cols, 1981; Neill y cols, 1990; Velazquez-Moctezuma-Diaz Ruiz, 1992; Vogel y
cols, 1996). Ademds nuestros resultados muestran que durante las pruebas de entrenamiento, el
porcentaje de sujetos que despliegan cada uno de los componentes copulatorios se estancan,
aun cuando se someten a una cuarta prueba de prueba de conducta sexual. Mientras el
porcentaje de sujetos en el grupo CON alcanzan el 96 % desde la segunda prueba de conducta
sexual. Estos resultados podrian indicar que existe una incapacidad de las ratas CLI para
alcanzar una actividad copulatoria optima a través de la experiencia, lo que se refleja en una
deficiencia en la actividad copulatoria posiblemente como expresiéon de la anhedonia, como la
observada en sujetos deprimidos. Por otro lado, se ha sugerido que las alteraciones en la
conducta sexual masculina en este modelo son mediadas por la alteracidon de los sistemas
colinérgico y/o noradrenérgico (Bomlla-Jaime y cols, 1998), sistemas que, como ha sido
docurnentado extensamente, regulan la conducta sexual en la rata macho (Smith y cols, 1987,
Bitran y Hull, 1987, Clark y cols, 1984; Clark y Smith, 1987) y que participan en la etiologia de
la depresion (Kandel y Schwartz, 1991, Zandio, 2002).
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Los resultados obtenidos sobre ¢l tiempo de inmovilidad en la prueba Porsalt o de nado
forzado corroboran los resultados de trabajos anteriores realizados en el laboratorio (Velazquez-
Moctezuma y Diaz-Ruiz, 1992). Hallazgos similares han sido reportados en ratas tratadas
postnatalmente con otros blogueadores de la recaptura de monoaminas (Hilakivi y Hilakivi,
1987; Fernandez-Parda! y Hilakivi, 1989). La prueba de Porsolt se ha convertido en la prueba
mas ampliamente utilizada para evaluar los efectos conductuales de drogas antidepresivas en
modelos animales como la rata (Porsolt y cols, 1977; Armario y cols, 1988; Lucki, 1997). Esta
prueba es sensible a todas las clases de antidepresivos, incluyendo los triciclicos (p.e.
imipramina y desimipramina), los inhibidores selectivos de serotonina (p.e. fluoxetina) y de
noradrenalina (p.e. reboxetina), los inhibidores de la amino oxidasa (p.e. tranilcipromina y
clorgilina) y los antidepresivos atipicos (p.e. tprindol, buspirona, mianserina y nomifensina)
(Borsini y Meli, 1988; Cesana y cols, 1993, Nixon y cols, 1994; Bourin y cols, 1996; Redrobe y
cols, 1996; Da-Rocha vy cols, 1997; Sanchez y Maier, 1997).

La prueba de nado forzado fue considerada originalmente como un modelo animal de
depresidn (Porsolt y cols, 1977; 1981) con un importante nivel de validez predictiva, mientras
que la conducta de inmovilidad fue vista como un reflejo del retardo psicomotor o de la anergia
mostrada por muchos pacientes deprimidos, lo que le daba un cierto nivel de validez de
apariencia, sin embargo, su sustento tedrico ha sido controversial. Se ha sugerido que la prueba
de nado forzado muestra cierta similitud con otros modelos como el desamparo aprendido, en
cuanto a la incapacidad del sujeto para escapar a la situacién estresante, de ahi que a la
conducta de inmovilidad en la prueba de nado forzado se le llamara desamparo conductual.
Formulaciones tedricas mas recientes han sugerido otras relaciones conductuales que dan
sustento tedrico importante a diversos modelos conductuales de depresién, como el caso de la
prueba de nado forzado (Dixon, 1998; Gilbert y Allan, 1998). En este sentido se ha propuesto
que los sintomas psicopatologicos de la depresién pueden estar relacionados con la activacion
de mecanismos de defensa para responder a la amenaza y a la pérdida de control (p.e. conducta
de inmovilidad). De esta manera, la inmovilidad conductual en la prueba de nado forzado es un

mecanismo de defensa que libera al animal del estrés del nado forzado y que le permite alternar
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la postura de inmovilidad con otras conductas de escape activo (nado y escalamiento) como
parte de una estrategia para enfrentar al estrés (coping; Thierry y cols, 1984) o alternativamente,
como reflejo de un estado especifico del repertorio defensivo de los mamiferos conocido como
interrupcion  del escape (“arrested flight™), que involucra la supresién de conductas
exploratorias, para buscar escapar de la situacion de estrés, como el nado y el escalamiento, y la
adopcion de posturas cripticas estdticas, como la inmovilidad, que protegen y permiten la
vigilancia continua del medio que lo rodea, estas conductas se han correlacionado con el
constructo psicoldgico de entrampamiento (“entrapment”) observado y evaluado recientemente
en Ja depresiéon enddgena humana (Dixon, 1998; Gilbert y Allan, 1998; Fullilove, 2002). En el
contexto humano, la interrupcién del escape o de la posibilidad de escapar (“arrested flight™),
ha sido ligada al suicidio (Baumeister, 1990). Asi, las bases teéricas de la inmovilidad
conductual en la PNF pueden ser relacionadas con las variaciones en la depresion conductual
inducida por el estrés como reflejo de conductas defensivas, como la interrupcion del escape y
el entrampamiento, observados en pacientes con depresidn, lo que le proporcionaria al modelo
de nado forzado no solo un importante valor predictivo sino un importante sustento tedrico y de

apariencia.

Originalmente se sugirié que la inmovilidad evaluada en la prueba de Porsolt reflejaba
un bajo estado de animo o de desesperanza, pues esta conducta se reduce con el tratamiento con
antidepresivos efectivos para aliviar la depresidén en humanos (Porsolt y cols, 1979). Otros
autores han propuesto que la conducta de inmovilidad es un reflejo del retardo psicomotor o de
la anergia mostrada por muchos pacientes deprimidos (Djuric y cols, 1999). Por lo que se ha
sugerido que la cantidad de inmovilidad podria ser considerada como indicador de una
conducta similar a la depresién (Djuric y cols, 1999; Velazquez-Moctezuma y Diaz-Ruiz,
1992). De este modo, se ha sugerido que la prueba de Porsolt puede ser utilizada para la
determinacion del estado conductual de la rata y para la validacién de los modelos animales de
depresion (Hédou y cols, 2001), ademdas de ser una prueba de cernimiento con importante

selectividad para drogas antidepresivas (Porsolt y cols, 1979).

El procedimiento usado originalmente por Porsolt (1977) fue modificado por Lucki y
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cols, (1997) para evaluar las conductas activas. A diferencia del procedimiento original, no
permite que ¢l animal apoye sus patas en el fondo pero ocasionalmente puede apoyar la cola
conteniendo agua a 25°C con una profundidad de 30 cm. Ademas de evaluar el tiempo de
inmovilidad se analiza también las conductas activas como el nado y el escalamiento que
presentan las ratas. Se ha determinado que la administracién de farmacos antidepresivos que
ejercen su efecto principalmente en el sistema 5-HT como los ISRS reducen el tiempo de
inmovilidad a consecuencia de incrementar el nado, mientras que la administracién de los ISRN
(inhibidores selectivos de noradrenalina) disminuyen la inmovilidad a consecuencia de
aumentar el escalamiento (Luckl y cols, 1997). Recientes trabajos en el laboratorto muestran
que el tratamiento con un ISRS, fluoxetina, reducen el tiempo de inmovilidad en la prueba de
nado forzado tanto en ratas control como en el modelo animal de depresion de las ratas CLI,
estos resultados sugieren también que este efecto es mediado por algin mecanismo que
involucra al sistema serotoninérgico. Las ratas CLI muestran alteraciones del sistema
serotoninérgico, expresadas en el incremento en el tiempo de inmovilidad y en valores de nado
menores que las ratas tratadas neonatalmente con solucién salina. Este dato conductual apoya
las observaciones sobre la disminucién de la actividad neuronal del nicleo del rafé (Yavan y
cols, 1993), asi como disminucion en la expresion del transportador de serotonina, en este
mismo nucleo, que podrian resultar en una alterada neurotransmisién serotoninérgica en el

sistemna nervioso central de las ratas CL1 (Hansen y Mikkelsen, 1998).

Los altos niveles de corticosterona observados en las ratas CLI podrian tener un papel
importante en el incremento del tiempo de inmovilidad en la prueba de Porsolt. Se ha
considerado que el desarrollo del tiempo de mmovilidad en la prueba de Porsolt depende
fundamentalmente de la presencia de los corticosteroides y de los sistemas de neurotransmision
que participan en la postura de inmovilidad (Jefferys y cols, 1983). Se ha observado que las
ratas adrenalectomizadas presentan un déficit para desarrollar inmovilidad, misma que se
revierte con la administracion de corticosterona en altas dosis (Jefferys y cols, 1983), mientras
que el bloqueo de los receptores para glucocorticoides con la administracion def RU 38486 en
el giro dentado del hipocampo bloquea la inmovilidad (De Kloet y cols, 1988). Es posible que

los altos niveles de corticosterona en las ratas CLI, después de iniciar la prueba de nado

59



forzado, promuevan procesos que participan en la consolidacién de la adquisicion de
informacion (p.e. que no hay posibilidad de escape) e influya en el incremento en el tiempo de
inmovilidad. Acorde con lo anterior, se ha mostrado en el modelo de desamparo aprendido, que
la inactividad conductual durante la exposicién a choques eléctricos, sin la posibilidad de

escape, esta asociada también con altos niveles de corticosterona (Baez y cols, 1996).

Comtnmente, en la depresion enddgena se observan alteraciones del movimiento
(enlentecimiento o agitacién; Nelson y Chamey, 1981). Los resultados de este trabajo no
mostraron cambios en la actividad motora en este modelo antmal de depresion. En contraste,
Mirmiran y cols, (1981) observaron que las ratas CLI presentan hiperactividad en la prueba de
campo abierto. Sin embargo, se han observado inconsistencias al evaluar esta conducta en las
ratas CLI en diversos reportes: mientras que algunos autores citan elevada actividad en la
prueba de campo abierto (Hartley y cols, 1990), otros no observan cambio alguno (File y
Tucker, 1983; Vogel y cols, 1996). Algunos autores sugieren un efecto dependiente de la cepa
y de la dosis de clomipramina utilizada en el tratamiento postnatal. Por otra parte, el grupo de
Hartley en 1990, observd que el tratamiento postmatal con clomipramina solo modifica la
actividad ambulatoria a los tres meses de edad, sin que esta alteracién se establezca en los
siguientes meses (el 5 y 7 mes), por lo que ellos concluyen que la administraciéon de CLI en la
etapa postnatal no afecta la actividad ambulatoria. Los presentes resultados concuerdan con los
autores que e} tratamiento postnatal con CLI no afecta este parametro, por lo que se concluye
que la evaluacion de la actividad motora no tiene utilidad para validar el estado depresivo en
este modelo animal de depresion. Sin embargo, los resultados en [a actividad motora refleja que
la disminucién en la actividad sexual y el incremento en el tiempo de inmovilidad no son

consecuerncias por un problema a nivel motor.

10.1.1. Variaciones circadicas de corticosterona.

Desde hace mucho tiempo se sabe que cerca del 50% de los pacientes que sufren de
depresién mayor presentan una elevacién sustancial de los niveles basales de cortisol
plasmatico durante las 24 horas del dia, signo que se considera un marcador biolégico de este

padecimiento (Gold y cols, 1986; Sachar y cols, 1973; Rubin y cols, 1989). De hecho, la
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actividad general del eje HHA refleja alteraciones en su variacién diuma en pacientes con
depresion. En este estudio se observo que la curva de secrecién de corticosterona (la contraparte
del cortiso! en humanos) en las ratas CLI, presenta un incremento al inicio y a la mitad de la
fase de luz, sin cambio alguno en la fase oscura del ciclo de luz-oscuridad. A diferencia de los
humanos, en los animales de habitos nocturnos, como la rata, se observa un patrén circadico en
los niveles plasmaticos de corticosteroides invertido, con un pico maximo de corticosterona al
inicio de la fase oscura, poco antes del periodo de actividad nocturna, y valores mas bajos al
inicio de [a fase luminosa o de inactividad (Critchlow y cols, 1963). El incremento en los
niveles de corticosterona en las ratas CLI en la fase de luz (fase de reposo) semeja las
alteraciones en la actividad circadica de cortisol basal que presentan los pactentes con
depresion, caracterizada por un incremento en fos niveles de cortisol basal durante la noche
(fase de reposo en humanos; Gold y cols, 1986; Sachar y cols, 1973; Rubin y cols, 1989).
Existen otros estudios en modelos animales de depresidn en los que se muestran resultados
simifares como en el modelo de bulbectomia olfatoria bilateral (Marcilhac y cols, 1997) v las
ratas Wistar Kyoto modelo de depresion genético (Solberg y cols, 2001). Estos resultados
permiten sugerir que el modelo de ratas CLI es un modelo aproptado para investigar las
anormalidades del eje HHA observadas en la depresion humana. Ademas que el tratamiento
postnatal con CLI o con otros inhibidores de la recaptura de monoaminas induce también
cambios de larga duracion en otros ritmos circadicos como la actividad motora (Yanielli y cols,
1998), el patron de suefio (Mirmiran et al 1981) o el consumo de agua (Rosenwaser y Hayes,

1994).

La prueba de supresion con dexametasona (DST) es una prueba de laboratorio estandar
en psiquiatria que refleja la severidad de la depresion que permite analizar la integridad del eje
HHA en pacientes deprimidos (Willner, 1985). La prueba de supresioén con dexametasona es el
marcador de estado mas estudiado en la depresién y consiste en administrar | mg de
dexametasona a las 11 p.m y determinar los nuveles de cortisol a las 8 am. y 4 p.m. del
siguiente dia. La no supresion estd asociada con rasgos enddgenos, melancolicos y tiene lugar
cuando el paciente estd en periodo sintomatico y la nommalizacion se acompafia generalmente

del mejoramiento de la patologia. El 50% de los pacientes deprimidos exhiben no-supresion de
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la secrecion de cortisol luego de la administracién de dexametasona. La normalizacién de esta
respuesta es un marcador de rasgo de mejoramiento, sefialando la eficacia del tratamiento
antidepresivo administrado. L.a Dexametasona, un glucocorticoide sintético, se liga a los
receptores glucocorticoideos localizados en la hipéfisis anterior, reduciendo asi la secrecién de
ACTH vy, en ultima instancia, la produccion de cortisol. La prueba de supresién con
dexametasona permite sugeririr que la alteracién del eje HHA en los pacientes con depresion
puede ser a nivel del hipotalamo o en regiones superiores como el hipocampo (Carroll y cols,
1976). Uno de los pocos estudios realizados en las ratas CLI con relacién a la regulacion del eje
HHA, reporta un incremento en los niveles de corticosterona basal previa a la prueba de
supresion de corticosterona por dexametasona (DST) y una incapacidad para suprimir los
niveles de corticosterona en respuesta a este glucocorticoide sintético (Prathiba y cols, 1998).
Sin embargo, cuando las ratas tratadas con CLI se someten a la privacidon de suefio MOR, como
un tratamiento antidepresivo, los niveles de corticosterona se normalizan y se suprimen en
respuesta a la DST. Estos resultados permiten sugerir que el incremento en los mveles
plasmaticos de corticosterona en las ratas CLI posiblemente se debe a una alteracion en el
control de la retroalimentacién negativa del eje HHA, misma que se observa en los pacientes
depresivos con hipercortisolismo. Dado que la dexametasona no suprime los niveles aitos de
corticosterona en las ratas CLI sugiere que hay una alteracién en la retroalimentacién negativa.
Ademas de ser una prueba que mide el retraso en el control de la retroalimentacién negativa a
nivel de la hipofisis (De Kloet y cols, 1991) y que el eje HHA se normaliza ante un tratamiento
antidepresivo como la privacion de suefio MOR (Prathiba y cols, 1998). Esta alteracion podria

ser a nivel del hipocampo, del hipotilamo y de la misma hipéfisis.

El incremento en la concentracion basal de corticosterona en las ratas CLI posiblemente
sea el resultado de una alteracion en la retroalimentacién negativa. Esta alteracion puede estar
mediada por el hipocampo, el cual es el principal sitio de control de la regulacion del eje HHA
dentro del sistema nervioso central (Barden y cols, 1995). Una disminucion en el nimero de
receptores a glucocorticoides y a muineralocorticoides en esta regién, causado por el mal
funcionamiento del sistema que regula la expresion del gen de ambos receptores, podria ser un

factor causal en la accton de retroalimentacidn negativa alterada de corticosterona en las ratas
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CLI, misma que se observa en pacientes que sufren de depresion severa (Barden y cols, 1995).
Se ha propuesto que el sistema serotoninérgico juega un papel importante en la
retroalimentacion negativa de los corticosteroides sobre la funcion del eje HHA. Se ha
observado que una disminucion en los niveles de serotonina en el hipocampo atenua l[a
retroalimentacion que ejercen los corticosteroides sobre el eje HHA a través de disminuir el
nimero de receptores a glucocorticoides y mineralocorticoides (Brady y cols, 1991). Acorde
con esto se ha determinado que los animales tratados con antidepresivos muestran un
incremento en el ARNm de los receptores a mineralocorticoides y glucocorticoides. (Brady y
cols, 1991). Asi, la accion de los antidepresivos sobre los receptores a corticosteroides esta
estrechamente relacionada con el mejoramiento de la depresidn (Barden y cols, 1995). Ademas
se ha propuesto que la administracién de farmacos antidepresivos normaliza los niveles de
cortisol al Incrementar la concentracion de los receptores a mineralocorticoides vy
glucocorticoides en las células hipocampales (Barden y cols, 1995). Es posible que una
disminucidén en la actividad serotoninérgica en las ratas CLI atenue la retroalimentacion
negativa que ejercen los receptores a glucocorticoides y a mineralocorticoides sobre la
liberacion del CRH hipotalamico. Esto como consecuencia de una reduccion en la expresion de
los receptores a glucocorticoides y a mineralocorticoides a nivel del hipocampo (Vijayakumar y
Meti, 1999; Zandio y Ferrin, 2002) y del hipotidlamo (Feestra y cols, 1996). La atenuacién en la
retroalimentacion negativa que induce incremento en la secrecién de CRH estimula la actividad
del eje HHA e incrementa los niveles de glucocorticoides. Cuando las ratas CLI son expuestas a
un tratamiento antidepresivo conductual (privacion de suefio MOR), los niveles de
corticosterona se normalizan después del tratamiento (Prathiba y cols, 1998). Se ha encontrado
que la privacion selectiva de suefio MOR (por 4 dias) o la privacién total por 24 hrs incrementa
los niveles de 5-HT a través de inducir una desensibilizacion de los autoreceptores 5-HT1A
(Adrien, 2002). Esto parece reflejar que el aumento en los niveles de 5-HT por efecto de la
poivacion de suefio MOR, incrementa el numero de receptores a mineralocorticoides y

glucocorticoirdes dando como resultado la normalizacion en los niveles de corticosterona.

Como ya se ha mencionado, los receptores a mineralocorticoides son sensibles a bajos

niveles de corticosterona, mientras que los receptores a glucocorticoides son sensibles a los
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niveles altos de corticosteroides como en el pico circadico y en la respuesta de estrés. Cabe la
posibilidad también de que haya una disminucion en la sensibilidad de los receptores a
mineralocorticoides en el hipocampo. Esto podria explicar que los nmiveles de corticosterona al
intco de la fase de luz sean mayores en las ratas CLI. En el caso de los receptores a
glucocorticoides en el hipocampo e hipotiltamo podrian tener una sensibilidad igual o mayor
que en las ratas CON, ya que no se observa diferencia cuando los niveles alcanza la acrofase.
Esta alteracion en la sensibilidad de los receptores podria a su vez modificar la secrecidon de
CRH, asi como de la ACTH via CRH, resultando en un exceso de la corticosterona en la fase
luminosa. Existe también la posibilidad de que el incremento en los niveles de corticosterona en
las ratas CLI, se deba a una desensibilizacion de los receptores a CRH en las células

corticotroficas y/o a una mayor sensibilidad de la glandula adrenal a la ACTH en la fase de luz.

Los resultados del analisis del ritmo de secrecion de cortisol indican un avance de fase
de dos horas, una disminucion en la amplitud, asi como un incremento en ¢l nadir y en el mesor
(Fig. 11). Varias observaciones sugieren una relacion entre las alteraciones en la funcion
circadica y la depresién. Numerosos estudios en pacientes deprimidos han encontrado
alteraciones en diferentes ritmos circadicos, incluyendo temperatura, ciclo suefio-vigilia, y en la
secrecidon de melatonina y cortisol (ver revision: Bunney y Bunney, 2000). Tanto en pacientes
deprimidos como en algunos modelos animales (Ratas Flinders y bulbectomizadas) las
alteraciones de fase, periodo, amplitud y coherencia han sido documentadas, sin embargo no se
ha establecido una relacion causa-efecto. Una de las anormalidades en el ritmo ‘mas consistentes
en la depresién ha sido un nadir (niveles minimos de corticosterona) temprano en la
hipersecrecion de cortisol. La sincronizacién del nadir parece estar bajo control genetico y no
ser influenciado por factores ambientales mientras que el nivel medio de secrecién de
corticosterona y la sincronmizacion del pico matutino (la acrofase) son influenciados por el
medio ambiente. De esta manera el nadir es un importante marcador de la fase circadica en
humanos que ademas sugiere un avance de fase en pacientes deprimidos. También se ha
observado que los pacientes deprimidos muestran una amplitud del ritmo de temperatura y de
secrecion de melatonina disminuidos. Los resultados del presente trabajo, sobre el ritmo de

secrecion de corticosterona sugieren de manera importante que el modelo de las ratas CLI
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refleja alteraciones circadicas analogas a las observadas en pacientes con depresién y en
consecuencia proporcionan un mayor nivel de validez de apanencia al reproducir uno de los

signos del trastorno.

Uno de los mecanismos que mantiene los niveles de glucocorticoides plasmaticos
estables en todo momento, es el nucleo supraquiasmatico, quien regula el ritmo circadico de
actividad basal de cortisol (Bunney y Bunney, 2000). La eficacia de terapeutica de los
inhibidores selectivos de serotonina han sugerido que el sistema serotoninérgico esta
involucrado en el trastorno depresivo. Existen mdaltiples evidencias que apoyan el papel
modulador de la serotonina en la regulacion de la ritmicidad circadica en los mamiferos. El
nucleo supraquiasmatico contiene uno de los plexos serotoninérgicos mas densos en el cerebro
y recibe muchas aferencias del nucleo del rafé medio {ver revisién: Morin, 1999). Este sistema
podria ser el sustrato anatémico por el cual los trastornos afectivos alteran al sistema circadico
en los pacientes deprimidos y en modelo de las ratas CLI. La pérdida de neuronas
serotoninérgicas en el rafé medio produce un inicio tardio de la fase de actividad nocturna, un
alargamiento de la fase de actividad y un incremento de la sensibilidad del ritmo circadico ante
la luz. El mecanismo sugerido involucra a los receptores presindpticos 5-HTIA y 1B y a los
receptores postsinapticos 5-HT7 en el tracto hipotalamico retinal. La activacién de estos
receptores disminuye el efecto de la luz sobre el nicleo supraquiasmatico reduciendo asi la
respuesta a la misma (ver revision: Morin, 1999). Otros trabajos también han implicado al
transportador de serotonina sobre estos efectos (Morin, 1999). La mayor evidencia de esta
relacion entre la serotonina y las alteraciones circadicas en la depresion se han originado de
estudios sobre la depresién estacional. Este trastorno se caracteriza por recurrentes ciclos de
depresion durante el otofio-inviemo que remiten durante la época de primavera-verano. La
naturaleza estacional de los sintomas sugiere inmediatamente un papel importante del sistema
circadico como mediador de los cambios conductuales y fisioldgicos de una estacidon a otra.
Ademas de que este trastorno es tratado con éxito con la exposicién a luz brillante (Morin,
1999). Sin embargo el papel del sistema circadico en los trastornos afectivos esta en debate y

abierto a su investigacién, por lo que el modelo de las ratas CL! es una opcidn viable para ello.
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En resumen, el tratamiento postnatal con CLI altera la conducta sexual a través de
modificar los sistemas de neurotransmision ACh y NA en el APOm que recibe inervaciones del
locus coeruleus y el nicleo del rafe dorsal, neurotransmisores que estan alterados en las ratas
CLI. Por otro lado, se ha sugerido que la prueba de Porsolt puede usarse para la determinacidn
del estado conductual de la rata y para la validacion de los modelos animales de depresion. El
incremento en la concentracion basal de corticosterona en las ratas CLI posiblemente sea el
resultado de una alteracion en la retroalimentacion negativa. Esta alteracion puede estar
mediada por una disminucidon en el nimero de receptores a glucocorticoides y
mineralococrticoides y/o en la sensibilidad de los mismos, asi como una disminucion en la
sensibilidad de las células corticotroficas al CRH a nivel de la hip6fisis, como un incremento en

la sensibilidad de la glandula adrenal.

10.2. Estimulacion del eje HHA

10.2.1. Por actividad copulatoria

Existe poca informacion respecto a la respuesta endocrina a diferentes estimulos en este modelo
animal de depresion, especificamente la conducta sexual. Ll estudio de la activacion del eje
HHA evaluada a través de los niveles plasmaticos de corticosterona después de la conducta
sexual en el presente trabajo es uno de los primeros en llevarse a cabo en un modelo animal de
depresion. Los resultados muestran un efecto estimulador de la liberacién de corticosterona
inducido por la actividad copulatoria tanto en el grupo control como en las ratas CLI. Sin
embargo, la respuesta del eje HHA es significativamente menor en las ratas CLI. Estudios en la
rata macho intacta muestran que la actividad sexual per se es capaz de incrementar
significativamente los niveles plasmaticos de esta hormona (Retana-Marquez y cols, [998;
Szechtman y cols, 1974). Los resultados en los animales control corroboran estos reportes y son
consistentes con otros estudios realizados en el raton (Bronson y Desjardins, 1982), el caballo
(Rabb y cols, 1989; Colbom y cols, 1991), el cerdo (Borg y cols, 1991) y en anfibios
(Orchinik y cols, 1988)

Por otra parte, el significado fisiolégico del incremento en los niveles plasmaticos de
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corticosteroides en respuesta a la conducta sexual no ha sido aclarado. En el ratén se ha
sugerido que los cambios en los niveles de corticosterona pueden ser un reflejo directo del
proceso de activacién (Bronson y Desjardins, 1982). Para el caballo, sin embargo se ha
propuesto que el componente fisico de la excitacion sexual puede ser el principal factor del
incremento en los niveles de cortisol (Colborn y cols, 1991). En el caso de la rata, Szechtman y
cols, (1974) sugieren que la razdén de este incremento puede ser debido a una baja habituacién a
un estimulo novedoso, como una hembra receptiva. Es probable que el incremento en los
niveles de corticosterona en las ratas machos intacta sexualmente expertas ante las diferentes
condiciones copulatorias pueda ser debido al proceso de activacion sexual como se ha sugerido
(Bronson y Desjardins, 1982). Se ha propuesto que la activacién sexual presenta diversas
manifestaciones conductuales y endocrinas, por ejemplo la activacion del eje HHA (Bronson y
Desjardins, 1982), que se expresa en un incremento en los niveles de corticosterona que
estimula el olfateo (Morely and Levine, 1982), la conducta exploratoria (Takahashi y cols,
1989), la atencion, la motivacién (De Wied, 1980), el alertamiento (Vazquez-Palacios y cols,
2001) y otras conductas que podrian participar en un proceso de preparaciéon o anticipacion a
las demandas fisicas propias de la actividad copulatoria. Cabe la posibilidad que el incremento
en los niveles de corticosterona en las ratas macho que no alcanzaron una cdpula exitosa
(machos separados por una rejilla y con hembras obstruidas en la vagina) sea debido a un factor
ansiogénico al no poder completar la conducta sexual de manera total. Sin embargo, no es
posible concluir al respecto, por lo que son necesarios mds estudios para poder dilucidar el
papel que desempefia la corticosterona sobre la conducta sexual. Por otro lado, la baja respuesta
en los niveles de corticosterona en las ratas CLI que alcanzan a eyacular hasta dos veces podria
ser debido a que la capacidad de respuesta en las ratas CLI después de que se inicia [a cdpula se

modifique conforme transcurre en el despliegue de la conducta sexual.

El déficit de la actividad copulatoria y la baja respuesta en los niveles de corticosterona
en los animales CLI pudieran estar participando factores que regulan la liberacion de
corticosterona y a su vez la conducta sexual. Entre los que se encuentran los sistemas de
neurotransmision noradrenérgico (NA), colinérgico (ACh) y serotoninérgico (5-HT),

neurotransmisores que tiene gran importancia en la etiologia de la depresion. Tanto la NA



como la ACh tienen un papel facilitador en la conducta sexual masculina (Mc Intosh, 1984a,
1984b; Bitran y Hull, 1987, Retana-Marquez y Velazquez-Moctezuma, 1993), mientras que la
serotonina inhibe [a conducta sexual (Lorrain y cols, 1997). En el caso del eje HHA, los
diferentes neurotransmisores mencionados previamente inducen la liberacién del CRH en el

nucleo paraventricular {Calogero y cols, 1988).

El tratamiento con CLI induce cambios de larga duracién en la funcién de las aminas
biogénicas y en su interaccién con otros sistemas de neurotransmision vinculados con la
etiologia de la depresién, en la regulacion de la conducta sexual y en la activacion del eje HHA.
Diversos estudios reportan que las ratas CLI presentan bajos niveles de serotonina en diferentes
regiones cerebrales, incluyendo el hipotilamo y el hipocampo (Feenstra y cols, 1996,
Vijayakumar and Meti, 1999), asi como actividad alterada en el sistema colinérgico (Prathiba y
cols, 1995). Aunado a esto trabajos previos en el laboratorio, sugieren que el tratamiento
postnatal con CLI induce alteraciones en la conducta sexual masculina a través de modificar el
sistema ACh y/o NA, sin alterar al sistema serotoninérgico {Bonilla-Jaime y cols, 1998).
Considerando lo anterior es posible que la alteracién en los sistemas de neurotransmision que
juegan un papel facilitador en la conducta sexual como NA y ACh modifique Ia regulacién que
ejercen en estructuras como el area predptica media (APOm), drea cerebral de importancia
critica en la regulacién de la conducta sexual masculina (Meisel y Sachs, 1994), involucrada en
los aspectos tanto motivacionales como en los de ejecucion de la conducta sexual (Ginton y
Merari, 1977). Esta area recibe aferencias de los nucleos colinérgico del puente vy
noradrenérgicos del locus coeruleus (Simerly y cols, 1998). Esto permite sugerir que el
tratamiento con CLI induce modificaciéon en sistemas noradrenérgico y/o colinérgicos,
neurotransmisores que juegan un papel facilitador en la conducta sexual y que proyectan sus
inervaciones al APOm, drea que regula la conducta sexual masculina. Las inervaciones
provenientes de nicleos colinérgicos, serotoninérgicos y noradrenérgicos no sélo parecen
inervan al APOm, sino también al nlcleo paraventricular, sin embargo a diferencia de la
conducta sexual masculina la 5-HT induce la liberacion de CRH en esta region cerebral, asi
como la NA y ACh. Es postble que los bajos niveles de corticosterona que se observan en las

ratas CLI sea el producto que los sistemas de neurotranmision como la 5-HT que se encuentra
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disminuida en el hipotdlamo, asi como la NA y ACh que estan alterados no estimulen

adecuadamente la liberacién de CRH en el nucleo paraventricular.

10.2.2. Estimulacién del eje HHA por administracion de fairmacos

Cuando se activa el eje HHA a través de la administracion de farmacos colinérgicos como el
agonista muscarinico oxotremorina y el colinomimético fisostigmina, se incrementan los
niveles plasmaticos de corticosterona (Hasey y Hanin, 1990; 1991). Estos efectos fueron
confirmados con los presentes resultados en las ratas control en ambas fases del ciclo de luz-
oscuridad. En las ratas CLI, la administracion de fisostigmina, asi como de la dosis baja de
oxotremorina no incrementaron los niveles de corticosterona en la fase de oscuridad. Sin
embargo, ante la administracion de una dosis mayor de oxotremorina, la respuesta en los
niveles de corticosterona en las ratas CLI es similar al de las ratas control. Los resultados de
este trabajo permiten suponer que en las ratas CLI podria existir una hiposensibilidad de los
receptores muscarinicos y/o una alteracion en la actividad circadica de estos receptores en dreas

involucradas con la regulacion del eje HHA, tales como el hipocampo y el hipotalamo.

Se considera que la administraciéon de fisostigmina, que e¢s un inhibidor de la
acetilcolinesterasa (AChE), estimula la actividad del eje HHA a través del sistema colinérgico,
incrementando los niveles de corticosterona en ratas y humanos intactos (Hasey y Hanin, 1990;
1991). Ademas, la fisostigmina Estimula al eje HHA ejerciendo su efecto directamente en ¢l
sistema nervioso central, va que la neostigmina, farmaco inhibidor de la AChE, que no
atraviesa la barrera hematoencefalica, no produce dicho efecto (Janowsky y cols, 1986; Hasey y
Hanin, 1990). El mecanismo por el cual se considera que la fisostigmina y la oxotremorina
aumentan los niveles de corticosterona, implica la estimulacion especifica de receptores
muscarinicos de las neuronas colinérgicas localizadas en numerosas regiones cerebrales del
sisterma nervioso central, como el hipocampo y varios nucleos hipotaldmicos como el nicleo
paraventricular (Feldman y cols, 1996; Rubin y cols, 1999). En el caso de la fisostigmina, se ha
propuesto que el efecto que ejerce sobre el eje HHA estd mediado por un mecanismo
muscarinico (Kosasa y cols, 1990: Messamore y cols, 1993; Janowsky y cols, 1986: Bhatnagar

y cols, 1997), ya que la administraciéon de escopolamina, pero no de metilescopolamina,
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bloquea los efectos de la fisostigmina (Janowsky y cols, 1986: Bhatnagar y cols, 1997). La
elevacion extracelular de ACh, inducida por la fisostigmina, podria ejercer su efecto sobre los
receptores colinérgicos postsinapticos (Becker y Giacobini, 1988) estimulando la liberacion de
CRH y AVP en el nicleo paraventricular y desencadenando la respuesta de liberacion de

corficosterona (Rubin y cols, 1999).

Un mecanismo similar podria proponerse para la activacién del ¢je HHA inducido por
fa administracion de oxotremorina. Diversos estudios en hipotalamo-hipéfisis aislados de rata,
han demostrado que la acetilcolina induce la liberacion de CRH (Jones y cols, 1976;
Buckingham y Hodges, 1977), mediada por la estimulacion de receptores pre y postsinapticos
en el sistema nervioso central (Lang y cols, 1976). Ademds, ia administracién de atropina
bloqueador muscarinico, inhibe los niveles de corticosterona plasmaética en respuesta a la
oxotremorina, o que confirma que el mecanismo por el cual la oxotremorina Estimula al eje

HHA es central mas que periférico.

Es importante sefialar que si bien la administraciéon de fisostigmina u oxotremorina
produce incrementos en los niveles de corticosterona en ambas fases del ciclo de luz-oscunidad
en los animales control, el efecto de la administracidén de oxotremorina es mayor con respecto a
la administracion de fisostigmina en la fase de luz. Esta diferencia en el nivel de la respuesta
este en el mecanismo de accion del farmaco. La fisostigmina aumenta la concentracion de ACh
en e] espacio extracelular al inhibir a la AChE, efecto que estimula tanto a los receptores
muscarinicos como a los nicotinicos, mientras que la oxotremorina estimula especificamente a
los receptores muscarinicos, efectos que confirman la idea de que la activacion dei eje HHA es

mediada por receptores muscarinicos.

Diversos factores pueden estar influyendo en la falta de respuesta de las ratas CLI a la
activacidn colinérgica del eje HHA en la fase oscura del ciclo. Uno de estos factores puede
involucrar una actividad circadica alterada de los receptores muscarinicos. Se ha mostrado que
la administracion crénica de imipramina, bloqueador de la recaptura de monoaminas

preferencialmente NA, a ratas adultas, altera al ritmo circadico de los receptores muscarinicos
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(Kafka y cols, 1981). Ademas que los elevados niveles basales de corticosterona que se
presentan en las ratas CLI podrian estar influyendo en la falta de respuesta ante la estimulacién
colinérgica del eje HHA, e inclusive podrian estar interviniendo en la alteracidn de la respuesta
de los receptores muscarinicos a los colinomiméticos en la fase de oscuridad. Esta hipotesis se
apoya en el hecho de que el tratamiento con corticosterona en ratas adrenalectomizadas
disminuye la afinidad de los receptores muscarinicos en el hipocampo (Biegon y cols, 1985),
regién del sistema nervioso central que regula la actividad del eje HHA, ademas de que la
administracion de corticosterona o dexametasona, reduce el nimero de receptores muscarinicos
(Nabishah y cols, 1991). Se sabe que la administracién de corticosterona y la exposicion al
estrés, que incrementa los niveles de corticosterona, disminuyen la sepsibilidad del sistema
colinérgico ante la administracién de carbacol (Hesen y Joél, 1996). Tomando los datos en
conjunto, es posible que Ja administracién postnatal de clomipramina, asi como su metabolito
activo (desmetilclomipramina), que tiene mayor afinidad por inhibir la recaptura de
noradrenatina, pudiera alterar la actividad circddica de los receptores muscarinicos,
disminuyendo el numero de receptores muscarinicos a nivel del hipotdlamo al inicio de la fase
oscura, cuando se presenta el maximo nimero de receptores muscarinicos (Kafka y cols, 1981).
Esta disminucion en el nimero de receptores muscarinicos posiblemente este mediada por el
incremento en los niveles de ACh por efecto del rebote de suefio MOR que se presenta al
termino del tratamiento postnatal con CLI. El aumento en la liberacién de ACh podria inducir
también efecto de larga duracién en los receptores muscarinicos. La disminucién en el niimero
de receptores muscarinicos podria ser debido a que el incremento de las ACh cerca de 14 dias,
tiempo que dura aproximadamente el rebote de suefio MOR induzca una regulacion de los
receptores muscarinicos hacia abajo (Down regulation) como un mecanismo de regulacién y/o

una desensibilizacion de los receptores colinérgicos.

Tomando los datos en conjunto, es posible que las ratas tratadas con CLI presenten no
solo alteracién en la actividad circadica de los receptores muscarinicos disminuyendo el nimero
de receptores al inicio de la fase oscura, sino también diminucién en la sensibilidad de los
receptores muscarinicos que podria ser inducida por el incremento en los niveles de

corticosterona que se presentan en las ratas CLI. Por lo que esta disminucién en el nimero y/o
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en la sensibilidad de los receptores muscarinicos parece estar influyendo asi en la falta de
respuesta de las ratas CLI en la etapa de oscuridad ante la activacion colinérgica del eje HHA

por la fisostigmina y la oxotremorina.

10.2.3. Activacion del eje HHA por estrés agudo y crénico

Cuando se induce la activacion del eje HHA a través del estrés, los resultados muestran que el
estrés por inmersién en agua fria (IMS) altera los niveles de corticosterona de manera
dependiente de la duracion de la exposicion (aguda o cronica) y del momento del dia en el cual
el estresor es aplicado. Estudios realizados en el laboratorio y por otros investigadores muestran
que la exposicion aguda (Retana-Marquez y cols, 2003) y cronica (Mizoguchi y cols, 2001;
Retana-Marquez y cols, 2003) al estrés por IMS incrementan los niveles de corticosterona en
ambas fases del ciclo de luz-oscuridad en ratas macho normales. Los resultados en este trabajo
confirman estos efectos en las ratas control. De manera similar, en las ratas CLI se activa el eje
HHA cuando son expuestas al estrés agudo por IMS. Sin embargo, ante el estrés crénico, el eje
HHA en las ratas CLI se activa Gnicamente en |a fase de luz del ciclo de luz-oscuridad, lo que
sugiere que la capacidad de respuesta del eje HHA ante el estrés crénico es menor en la etapa
de oscuridad, cuando naturalmente la rata esta en su mayor actividad. La respuesta diferencial
ante el estrés agudo y el crénico en las ratas CLI en la fase de oscuridad permiten suponer que
la capacidad de respuesta en las ratas CLI va disminuyendo conforme transcurren los dias de
exposicion al estrés y que esto podria ser reflejo de baja reactividad y de una inadecuada

capacidad de respuesta ante las demandas excesivas del medio ambiente.

Ogawa et al (1994) observaron que el estrés agudo por inmovilizacion induce una hipo-
respuesta del eje HHA y, como consecuencia, un menor incremento en los niveles de
corticosterona en las ratas CLI en la fase de luz. En el presente estudio se observé que los
niveles plasmaticos de corticosterona se incrementan de manera similar tanto en los ammales
control tratados con solucion salina como en los tratados con CLI ante la exposicion al estrés
agudo por IMS en ambas fases del ciclo de luz-oscuridad. Las caracteristicas del estresor
aplicado podrian explicar las diferencias de nuestros resultados con los de esos autores. Con

base en la idea de que la activacion dei eje HHA ante el estrés parece depender de la naturaleza

72



de! estresor utilizado tanto en las ratas normales (Retana-Marquez y cols, 1996, 2003), como en
las ratas CLI, puede decirse que el estrés por inmovilizacion utilizado por Ogawa et al (1994) se
considera un estresor preponderantemente psicolégico, mientras que el estrés por IMS es
clasificado como un estresor mixto, que incluye tanto un componente psicoldégico como un
componente fisico, ademéas de considerarse como un estresor que induce una respuesta al estrés
mas intensa (Retana-Marquez y cols, 2003). Esto 1ltimo puede confirmarse al comparar los
niveles de corticosterona obtenidos en ambos trabajos, lo que permite observar un mayor
incremento de los niveles de corticosterona cuando las ratas son expuestas al estrés agudo por
IMS que cuando son expuestas al estrés por inmovilizacién, ambos durante la fase de luz (25
pg/dl para el estrés por inmovilizacién vs. 65 ug/dl para el estrés por IMS), confirmando la idea

de que la respuesta del eje HHA depende de las caracteristicas estresor (Retana y cols, 1996).

Los resultados sobre el efecto del estrés agudo sobre la reactividad del eje HHA en las
ratas CLI concuerdan con uno de Jos pocos estudios realizados en humanos con depresion
expuestos a diferentes estresores aplicados de manera aguda, al no observarse una mayor
respuesta respecto al grupo control (Young y cols, 2000). Se ha considerado que la preservacion
de una respuesta normal al estrés a pesar del incremento en los niveles de cortisol pre-estrés,
podria deberse a que los pacientes depresivos estdn respondiendo continuamente a los

estresores cotidianos.

Se ha propuesto que los pacientes que padecen depresidon presentan mayor
vulnerabilidad al estrés, lo que se manifiesta en un mayor incremento en los niveles de cortisol
(Von Bardeleben y Holboer, 1989; Von Bardeleben y cols, 1988). Sin embargo, esta propuesta
no ha sido corroborada en los pocos trabajos con pacientes que padecen depresidn mayor €
inclusive entre estos pocos estudios existen resultados contradictorios. Mientras algunos han
encontrado incrementos en los niveles de cortisol similares a los sujetos sanos, cuando ambos
son expuestos de manera aguda a un estresor social, a pesar de que los pacientes deprimidos
muestran un nivel mayor de cortisol antes de la aplicacién del estrés (Young y cols, 2000), otros
han encontrado una respuesta abrupta del cortisol ante el estrés hipoglucémico por la

administracion de insulina (Kathol y cols, 1992). Finalmente, en otros estudios no se han
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encontrado diferencias en los niveles de cortisol de los pacientes deprimidos y de los sujetos
control expuestos a un esfresor cognitivo, como un problema antmético (Trestman y cols, 1991;
Gotthart v cols, 1995). Estas discrepancias podrian ser debidas a las caracteristicas del estresor
utilizado, asi como a la vulnerabilidad del individuo y a los factores genéticos que influyen en

la respuesta de estrés.

El presente trabajo es el primer acercamiento al estudio del efecto del estrés cronico
sobre la estimulacion del eje HHA en las ratas CLI. Los resultados indican que el estrés
cronico estimula al eje HHA dnicamente en la fase de Juz, pero no durante el periodo de
oscuridad. Los pocos datos publicados refuerzan nuestros resultados, al menos para el penodo
de luz, ya que muestran que la activacién del eje HHA en las ratas Flinders (otro modelo animal
de depresién) inducida por el estrés crénico leve impredecible, es similar al grupo control en la
fase de luz, sin embargo los autores no realizan la evaluacion de los niveles de corticosterona en

el periodo de oscuridad (Ayensu y cols, 1995).

Si bien existen pocos estudios en humanos deprimidos que analizan la activacion del eje
HHA ante una exposicion aguda, el estudio del efecto de la exposicién crénica ha sido ain mas
dificil. Se considera que una sobre expresion de cortisol en pacientes deprimidos en respuesta a
un estresor, podria tener consecuencias multiples para el organismo, que redundaria en mayores
cambios cognitivos y del estado de dnimo, y esto a su vez exacerbar mas la condicién depresiva

(Wolkowitz, 1994; Starkman y cols, 1992).

Diferentes factores podrian estar influyendo en la falta de efecto del estrés cronico por
IMS sobre los niveles de corticosterona en la fase oscura. Entre los que se encuentran que no
haya una estimulacién adecuada de factores que inducen la liberacién del CRH en el nucleo
paraventricular (NPV) como los sistemas de neurotransmisién, una alteracion en la afinidad y/o
densidad de receptores al CRH en los corticotropos o una disminucién en la sensibilidad de las
glandulas adrenales a la ACTH, todo ello por efecto del estrés cronico. En relacion a esto
ultimo, existen evidencias de que el CRH juega un papel importante en la respuesta al estrés y

en la fisiopatologia de la depresion, al coordinar una serie de respuestas conductuales y
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fisiologicas que son adaptativas durante el estrés (Mitchell, 1998) y en la depresion endogena
humana (Nemeroff y cols, 1984; Roy y cols, 1987a, 1987b), que incluyen, entre otras, la
activacién del eje HHA. Asi, pacientes con depresion estacional (Vanderpool y cols, 1991;
Demitrack y cols, 1991} y con depresion atipica presentan una disminucién crénica de la

secrecion de CRH durante el estado depresivo (Gold y Chrousos, 2002).

Por otro lado, es bien sabido que diversos sistemas de neurotransmision regulan la
liberacion de CRH en el NPV. Tanto la NA, la A, la ACh, y SHT son mediadores excitadores
que participan en la liberacion de CRH, asi como en el estrés y en los trastornos afectivos. Se
ha observado en animales normales que la exposicion repetida a la inmovilizacion (De Turk y
Vogel, 1980), al estrés por frio (Ostman y Smith, 1979) o a los choques eléctricos (Konarska,
1989) induce cambios fasicos en los niveles de catecolaminas plasmaticas, produciéndose
primero una rapida elevacidn, para después decaer rapidamente aliin antes que la exposicion al
estresor termine. En el estrés crénico por inmovilizacion, los niveles de serotonina disminuyen
y se incrementa su metabolito, el 4cido 5-hidroxi-indol acético en la mayoria de las regiones
estudiadas (Adell y cols, 1988), mientras que el estrés aplicado de manera cronica (como en el
nado forzado repetido y choques eléctricos diarios en la patas), producen hipersensibilidad de
los receptores muscarinicos centrales en la rata (Dilsaver, 1988). Esto parece reflejar un
mecanismo de adaptacién, aunque el fendmeno ocurre en 3-4 semanas de exposicién diana al
estresor. Posiblemente las deficiencias reportadas en los bajos niveles de serotonina y en la
actividad de la ACh en las ratas CLI (Vijayakumar y Meti, 1999; Prathiba y cols, 1998),
impidan la adecuada y prolongada estimulacién de las neuronas que liberan CRH, reflejandose
en una disminucion de los niveles de CRH y esto a su vez en una baja o nula respuesta del eje
HHA.

Los receptores a glucocorticoides que se encuentran en altas concentraciones en el
hipotalamo, particularmente en las neuronas-CRH del nicleo paraventricular. Estos se activan
el pico circadiano de corticosterona o durante el estrés y son los responsbles del efecto de la
retroalimentacidén negativa de los corticosterotdes sobre el eje HHA en condiciones de estrés
(Sapoisky y McEwen, 1985). Los bajos niveles de corticosterona en las ratas CLI posiblemente

podrian ser ocasionados por un incremento en el numero y/o en la sensibilidad de los receptores



a glucocorticoides y en consecuencia gjerzan una retroalimentacion negativa mas intensa.

Otro factor que podria influir en la falta de respuesta del eje HHA, podria encontrarse a
nivel de la hipofisis, donde la afinidad y/o densidad de los receptores al CRH en los
corticotropos posiblemente esté alterada, por efecto del estrés cronico. Estudios en las ratas
Wistar-kyoto, un modelo propuesto de depresion (Solberg y cols, 2001), muestran signos de
incremento en la actividad del eje HHA. Estas ratas muestran una baja capacidad de unién del
CRH a sus receptores en la hipofisis anterior y una disminucidn en la expresion de su ARNm
(Hauger y cols, 2002). Por ultimo, no se puede descartar una disminucion en la sensibilidad de

las glandulas adrenales a la ACTH en la fase de oscuridad.

Los niveles de corticosterona se incrementan en respuesta al estrés agudo, mientras que
no se observa aumento ante el estrés crénico en las ratas CLI. Los resultados muestran que el
eje HHA responde al estrés agudo, sin embargo como no se realizé el seguimiento en los
niveles de corticosterona durante los 10 dias, no es posible concluir en ningln caso si hubo
habituacién o no y en qué momento ¢l eje HHA dejo de responder. Estas dudas podrian
responderse si se hace una evaluacidn continua en ios niveles de corticosterona durante los 10
dias de exposicion al estrés. Y para determinar si existe habituacion podria modificarse el
esquema de exposicion al estrés afiadiendo un nuevo estresor al dia 11 y poder evaluar la

respuesta en los niveles de corticosterona.

10.3. Sensibilidad colinérgica.

Los datos muestran que el tiempo de inmovilidad en la prueba de Porsolt en las ratas CLI no se
modifica después de la administracién de oxotremorina, en contraste con su incremento en las
ratas control. La administraciéon de oxotremorina a diferentes dosis disminuye la actividad
motora de manera similar tanto en las ratas CLI como en las ratas control, lo que sugiere que la
actividad motora no se modifica por el tratamiento postnatal con CLI. En el caso de la
respuesta de la temperatura corporal, el tratamiento con oxotremorina disminuye la temperatura
en las ratas control en la fase oscura a diferencia de las ratas CLI, en las que se observa una

disminucion de la temperatura en ambas fases del ciclo de luz-oscuridad, lo que sugiere que, en
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este parametro fisiologico, las ratas CLI son més sensibles a los agonistas colinérgicos.

Existe poca informacidn referente a la participacidn del sistema colinérgico en las ratas
CLI en la prueba de Porsolt. Se sabe que la inyeccion de farmacos colinomiméticos, como
oxotremorina y arecolina en animales intactos, prolongan el tiempo de inmovilidad en esta
prueba (Mrowiec y cols, 1991), lo que sugiere que el sisterna colinérgico participa en la postura
de inmovilidad, mismo que se observa en el tiempo de inmovilidad en los animales control,
después de la administracion de oxotremorina. Ademas, la microinyecciéon local del agonista
arecolina en el nicleo accumbens inhibe la conducta de nado y la conducta de escape en favor
de la conducta de inmoviiidad, de manera similar al efecto sistémico; mientras que el bloqueo
de los receptores M1 con el antagonista especifico pirenzepina, incrementa la conducta de nado,
lo que sugiere una participacién importante, al menos permisiva, de estos receptores en la
conducta de inmovilidad (Chau y cols, 2001). Los resultados obtenidos en el tiempo de
inmovilidad en las ratas tratadas postnatalmente con CLI ante la administracién de
oxotremorina no permiten determinar si el sistema colinérgico esta hipoactivo o hiperactivo, ya
que el tiempo de inmovilidad no se modifica después de la administracién de oxotremorina,
observandose un tiempo de inmovilidad similar al de las condiciones basales. Por ello, es
necesario realizar mas estudios para determinar la participacion del sistema colinérgico, a través
de la administracién de drogas colinérgicas que se sabe, disminuyen el tiempo de inmovilidad
en ratas normales como el antagonista colinérgico, clorhidrato de escopolamina. Cabe sefialar
que la prueba de Porsolt no es una prueba adecuada para la evaluacién de la sensibilidad
colinérgica, dado que el tiempo de inmovilidad no se modifica ante un agonista colinérgico. Sin
embargo, alargar el tiempo de evaluacién de la segunda prueba, que normalmente es de 5 min,
podria permitir determinar los posibles efectos de los agonistas colinérgicos. Por otro lado, se
tiene la limitante de que las ratas tratadas con CLI presentan en promedio hasta 12 min de

inmovilidad, desde la prueba de 15 minutos (pretest).
La informacion existente reporta un incremento en la actividad colinérgica como uno de

fos correlatos de las anormalidades en el patron de suefio MOR y alteraciones conductuales que

presentan las ratas CLI (Prathiba y cols, 1995). Los autores sugieren que existe una
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hipersensibilidad colinérgica, especificamente muscarinica, basandose en el hecho de que la
administracion de oxotremorina induce hipotermia en las ratas CLI en la fase de luz (Prathiba y
cols, 1995). Los presentes datos corroboran las observaciones descritas por estos autores y
ademas muestran que la hipotermia inducida por la administracion de oxotremorina se observa
también en la fase oscura. Este incremento en la actividad colinérgica se ha reportado
previamente con el esirés por choques eléctricos en las patas (Dilsaver y Alessi, 1987, Dilsaver
y cols, 1986), asi como en otros modelos animales de depresion como el de nado forzado y en
la linea de ratas Flinders (Daws y Overstreet, 1999; Shiromani y cols, 1991). Este ultimo es uno
de los pocos modelos con mayor sustento tedrico acerca de la hipersensibilidad colinérgica
(Overstreet, 1993). Los estudios realizados en las ratas Flinders muestran una mayor respuesta
en la temperatura, en la actividad motora (Daws y cols, 1991) y un incremento mayor en los
niveles de corticosterona (Overstreet y cols, 1986) ante la administracién de agonistas
muscarinicos como la oxotremorina y la arecolina, lo que sustenta la presencia de
hipersensibilidad colinérgica en este modelo animal de depresién. Sin embargo, nuestros
resultados no son suficientes para demostrar hipersensibilidad colinérgica en las ratas CLI, pues
aunque en un parametro como la temperatura se observa cierta hipersensibilidad colinérgica, en
conductas como Ia actividad motora, la prueba de Porsolt o la respuesta endocrina este efecto
no se observa, por lo que no es posible concluir que las ratas CL] presentan hipersensibilidad

colinérgica.

La ausencia de hipersensibilidad colinérgica en las diferentes conductas podria deberse a
un efecto diferencial del tratarniento postnatal sobre las estructuras que regulan cada una ellas
{actividad motora, tiempo de inmovilidad en la prueba de Porsolt, reactividad del eje HHA y
temperatura corporal), lo que podria sugerir que la sensibilidad colinérgica en este modelo
animal de depresién puede estar localizada en ciertas regiones cerebrales como en el
hipotalamo que regula la temperatura corporal, mientras que el nucleo accumbens, septum
lateral y en el estriado para el caso de la actividad motora y en la prueba de Porsolt y finalmente
el hipotdlamo e hipocampo relacionadas con la actividad del eje HHA. Estudios recientes
determinaron Ja actividad de la acetilcolinesterasa (AchE) en diferentes regiones cerebrales en

las ratas CLI, como un marcador del recambio de ia acetilcolina cerebral (Vijayakumar y Datta,
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2002). Los resultados obtenidos muestran que la actividad de la AChE es mayor en el
hipocampo y menor en la corteza cerebral, sin alterar la actividad de la AChE en otras regiones
cerebrales como el hipotalamo, septum y tallo cerebral. La falta de uniformidad en la actividad
de AchE puede ser un reflejo de la heterogeneidad del efecto de la clomipramina sobre el
sistema colinérgico central, sugiriendo que una funcion alterada del sistema colinérgico en
algunas regiones puede ser responsable de la falta de sensibilidad colinérgica general, como se
ha propuesto. La administracion de CLI parece no alterar la actividad de AChE en el
hipotdlamo, estructura encargada de regular la temperatura corporal (Ryan y cols, 1996). Sin
embargo, la determinacidon de la temperatura rectal en las ratas CLI muestra una
hipersensibilidad colinérgica. Estos resultados podrian ser debidos posiblemente a una
hipersensibilidad de los receptores muscarinicos mas que a un aumento en los niveles de

acetilcolina o a su recambio a nivel del hipotalamo.

Otro dato importante se sustenta en el hecho de que la serotonina, la noradrenalina y la
dopamina son detectables en grupos de nicleos en el cerebro de la rata al dia 13 de la etapa
embrionaria (E13) (Lauder and Krebs, 1986), siendo importantes en la neurogénesis cortical. La
noradrenalina ha sido asociada con el inicio del desarrollo cortical los dias E18 en la rata y E70
en ¢l mono (Jones, 1991), debido a que fibras noradrenérgicas inervan la corteza temprana y
por su participacién en la plasticidad sindptica en el sistema visual (Jacobson y Sapolsky,
1991). Las fibras serotoninérgicas invaden la corteza temprana funcionando como factor tréfico
para el desarrollo de la arquitectura cortical (Lauder y Moore, 1983), de hecho los niveles de
serotonina en la neocorteza en la edad temprana es el doble que en la edad adulta (Hohman y
cols, 1988). Por otra parte, otros neurotransmisores, como la acetilcolina son detectados en
etapas relativamente tardias del desarrollo de la rata, apareciendo en la corteza hasta la segunda
o0 tercera semana postnatal (Coyle, y Yamamura, 1976; Dori y cols, 1985} mientras que el
GABA y el glutamato alcanzan sus mayores concentraciones en el dia 15 postnatal (Kvale y
cols, 1983). En este contexto, el periodo de administracidén postnatal de clomipramina, del dia 8
al 21, podria afectar el desarrollo y la maduracién (neurogénesis, migracién, conectividad e
inclusive la mielinizacién} de maltiples sistemas, no solo monoaminérgicos, asociados con el

desarrollo normal de conductas hasta la edad adulta, de acuerdo al concepto de que la actividad
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neural de alguna manera refuerza la formacion de circuitos especificos, asi, cuando la celula A
excita a la célula B diversos cambios suceden para incrementar la eficiencia de A para excitar a
B. Esto podria ejemplificarse como las celulas serotoninérgicas del nacleo del rafe dorsal inhibe
a las celulas colinérgicas del PPT y LDT y los cambios que suceden es la privacion del suefio

MOR.

Hipocampo

> - MR GR ACh,5-HT
—_— = Administracion de CLI
Etapa neonatal
ﬁ -

Alteracion
Retroalimentacion negativa

I CORTICOSTERONA

Figura 20. El tratamiento postnatal con CLI modifica el ritmo de secrecion de corticosterona,
asi como la respuesta del eje hipotdlamo-hipéfisis-adrenal al modificar la neurotransmisidn
colinértgica y/o serotoninérgica. CRH= hormona liberadora de corticotropina, ACTH=
hormona adrenocorticotropica, MR= receptores a mineralocorticoides, GR= receptores a
glucocorticoides, ACh= acetilcolina, 5-HT= serotonina, CLI= clomipramina.



En resumen, la administraciéon de clomipramina en la etapa postnatal modifica la
actividad serotoninérgica. Posiblemente, los bajos niveles de serotonina influye en el ritmo
circadico de secrecion de corticosterona en las ratas CLI al atenuar la retroalimentacion
negativa que ejercen los receptores a glucocorticoides y a mineralocorticoides sobre la
liberacion del CRH hipotalamico. Esto como consecuencia de una reduccidn en la expresion de
los receptores a glucocorticoides y a mineralocorticoides a nivel del hipocampo vy del
hipotalamo ocasionado por los bajos niveles de serotonina que presentan las ratas CLI. Esto
bajos niveles de serotonina parece influir también en el incremento del tiempo de inmovilidad
en la prueba de Porsolt o nado forzado. La administracién de clomipramina en la etapa
postnatal modifica también la neurotransmisién colinérgica que juega un papel importante en la
estimulacion del eje HHA. A través de disminuir el ndmero y/o el ritmo, asi como la
sensibilidad de receptores muscarinicos y como consecuencia modificar la respuesta en las ratas
CLI ante la administracion de oxotremorina y fisostigmina. E} tratamiento postnatal con CLI
modifica también la respuesta la respuesta del eje HHA ante la conducta sexual a través de
alterar la neurotransmision colinérgica y/o noradrenergica ante la exposicion al estrés cronico

(figura 20).
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11. CONCLUSIONES

1. El tratamiento postnatal con clomipramina a {as ratas macho produce un modelo adecuado de
depresion al observarse un incremento en el tiempo de inmevilidad en la prueba de nado
forzado, disminucién de la conducta sexual masculina (en su aspecto motivacional y

ejecutorio), asi como incremento en los niveles de corticosterona.

2. Las ratas depnimidas presentan hipo-respuesta en los niveles de corticosterona por la

estimulacion colinérgica, estrés crénico por inmersion en agua fria en la fase oscura del ciclo.

3. La respuesta de! eje HHA a la conducta sexual es menor en el modelo animal de depresién

estudiado.

4. La administracion postnatal con CLI induce sensibilidad colinérgica local.
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12. PERSPECTIVAS

Debido a la poca informacion existente sobre la estimulacion del eje HHA ante las diferentes
conductas analizadas en este trabajo, y mucho menos en las ratas tratadas postnatalmente con
CLI, seria importante realizar diversos experimentos que permitan dilucidar los posibles
mecanismos de alteracion, tanto en el eje HHA como en los sisternas de neurotransmisidn que
pudieran estar involucrados en la actividad de dicho eje asi como en las conductas evaluadas en
este trabajo. Seria importante incrementar el tiempo en la prueba de Porsolt de 5 a 10 minutos,
asi como administrar firmacos antagonistas del sistema colin€érgico para poder determinar si
este sistema esta participando en la conducta de inmovilidad que se evalda en esta prueba. Es
importante también determinar el posible papel de los sistemas serotominérgico y
noradrenérgico en la estimulacion del eje HHA y su interaccidon con el sistema colinérgico.
Ademas de evaluar el nimero de receptores a glucocorticoides y mineralocorticoides en éreas
involucradas en la regulacion del eje HHA y en la depresion como el hipocampo, el septum
lateral y el hipotidlamo en las ratas tratadas postnatalmente con CLI, con el objetivo de
determinar el posible papel que estin jugando en la alteracién de la curva circadica de
corticosterona. Evaluar el efecto de la administracién de farmacos con actividad antidepresiva
en el restablecimiento de la actividad circadica de corticosterona y del papel que pudieran jugar
los receptores mineralocorticoides y glucocorticoides es a futuro un interesante campo poco
investigado. Otro punto importante seria determinar los miveles de corticosterona durante los
diez dias de exposicion al estrés con la intencidén de poder determinar en qué momento del
transcurso de la exposicidn al estrés cronico las ratas tratadas postnatalmente con CLI dejan de
responder. Sin embargo, no se puede descartar que los bajos niveles de corticosterona
observada en las ratas CLI se deban a una respuesta de habituacién. Esta pregunta podria
responderse estresando, por inmersion en agua fria, durante 10 dias a las ratas CLI y
cambiando el estresor al dia siguiente. Finalmente es importante determinar los niveles de ACh,
5-HT, NA después de la exposicion al estrés y la conducta sexual para establecer cual es el

papel que pudieran estar jugando dichos neurotransmisores en esta respuesta.
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Abstract

Necnatal administration of clomipramine {CMI} in rats
induces behavioral changes during adulthood, such as
impairments of pleasure-seeking behaviors. However,
the endocrine changes induced by this treatment are
controversial. In the present study, we analyzed the lev-
els of corticosterone and testosterone in rats necnatally
treated with CMI in response to chronic stress by re-
peated immersion in cold water. Results obtained in the
forced swim test corroborated the effect of neanatal CM|
administration, showing a significant increase in immao-
bility time. The testosterone response to stress was simi-
larin both control and CMI-treated rats. Concerning corti-
costerone, there was a significantly lower response to
stress in CMI-treated rats. The data suggest that CMI
induces permanent changes in the reactivity of the hypo-
thalamic-pituitary-adrenal axis, without affecting the hy-

pothalamic-pituitary-gonadal axis.
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Introduction

Neonatal administration of clomipramine {CMI) in
rats produces behavioral abnormalities during adulthood
[[-3] that closely resemble some of the symptoms ob-
served in human depression. These behavioral abnormal-
ities include locomotor hyperactivily in open field tests
[4], increased percentage of REM sleep [3], increased
immobility in forced swim tests (Porsolt test) [S], in-
creased voluntary intake of ethanol [6, 7], decrease in
pleasure-seeking behaviosrs such as intracranial self-stim-
ulation [3], as well as a decrease in male sexual behavior
[8-11]. In addition, some repors indicale that classical
antidepressant treatment (such as imipramine adminis-
tration or REM sleep deprivation) normalize these altered
behaviors [3]. Administration of nicotine, whose antide-
pressant properties have been reported [12, 13], also
reverses some of the behavioral abnormalities in this
model [14]. Therefore, this procedure has been suggested
as an animal model of depression [3].

It 1s well known that human depression often inciudes
high cortisol levels [15, 16]. These clevated cortisol levels
cannot be diminished by dexamethasone administration
[17]. As neonatal treatment with CMI has been proposed
as an animal modcl of depression, some studies have ana-
lyzed the circulating levels of corticosterone. Prathiba et
al. [18] have reporied high levels in basal conditions. In
contrast, Ogawa ct al. [19] have found no dilTerences
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between controls and animals treated with CMI, but they
reported a low response of corticosterone to acute immo-
bilization stress. Thus, despite of the contradiclory results
of these studies, il seems that the regulatory system of cor-
ticosterone release is altered in CMI-treated rats. As corti-
costerone release is a major expression of the stress
response, it would be expected that neconatal CMI-treated
rats show an abnormal stress response.

In addition, reciprocal interactions between the hypo-
thalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and the hypotha-
lamic-pituitary-gonadal axis (HPG) have been reported.
Activation of the HPA axis by stress exerts an inhibitory
effect on the HPG axis [20, 21]. In the present study, we
analyzed the reactivity ol the HPA and the HPG axes and
the possible inleractions between them in rats neonatally
treated with CMI1. To this end, we assessed plasma levels
of both conlicosterone and testosterone after chronic
stress by repeated immersion in cold water.

Methods

Pregnant Wistar rats from our own vivarium were used in this
study. Three days after delivery, female pups and male pups were
eross-fostered, keeping the same size (n = 4) in all the Iitters. Ali ani-
mals were kept on a reversed 12-hour light cyele with lights on at
21.00 h. Food and waler were available ad libitum. Management of
the rats throughout the experiments was in accordance to NIH guide-
lines. Male pups werc injected subeutaneousiy twice a day (09.08 and
18.00) from 8 to 21 days of age. Each litter received the same trcat-
ment. One group (n = 20) received CMI (15 mg/kg 0.1 ml} in each
injection. In order Lo assess the effects of handling, injections and
disruptions of maternal behavior inherent (o the treatment, a control
group {n = 20) reccived saline in the same volume and the same num-
berofinjections. At 23 days of age, the pups were weaned and housed
in groups (5 per cage with the same treatment).

Foreed Swim Test

To evaluale the depressive effect of neonatal CMI (reatment, 40
rats (n = 20 for each group) were submitted (o the forced swim Lest
during adulthood (at 4-5 months of age). In brief, the iest consists of
placing the animal in a column of water {13 ¢cm deep, 21 °C) during
15 min the first day and 5 min the following day, and recording the
time of immobility the rats display during these periods [22]. The rat
was judged immobilc il it was passively standing up, making only
small movements to keep its head above the water [5].

One weck after being submitted (o the forced swim Lest, rats neo-
natally treated with CM] (approximately 5 months of age) werc ran-
domly assigned 10 one of the following groups: group A: neonatally
treated with CM] and submilied to stress (n = 10), and group B: neo-
natally treated with CMI and kept undisturbed (n = 13). Control rats
{approximately 5 months of age) werc randomly assigned Lo ane of
the following groups: group C: control subjects neonatally treated
with saline submitted 1o stress (n = 10}, and group D: controt subjects
neopnatally treated with saline kept undisturhed (n = 10}
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Stress by fmmersion in Cold Water

Chranic slress by immersion in cold water was achieved by plac-
ing the ammals in a tank of cold water {depth = [6 cm; temperalure =
£5°C) where they cither swam or remained m an upright position
keeping their head above the water level, This had a 1 5-min duration
and was performed daily for 10 days during the second or Lhird hour
of the dark phasc of the cvcle. Animals were sacn{iced by decapita-
tion, half an hour afier 1he last stress test, i.¢., 3 h afler the onset of the
dark phase of the cycle.

Hormonal Assessinent

A blood sample was collected in the dark phase'(3 h afler the
beginning of darkness) and the time differenec between the first and
the last subjecl was approximately [0 min. Males were decapitated
and trunk blood was eollected. Corticosteronc and lesioslerone were
extracted from plasima and quantshied by high-performance liquid
chromatography using a modification of the method reported by
Woodward and Emery[23]. Interassay and inlra-assay coclTicien(s of
variation (CV) were delernined using 4 plasma pools in the |.5-
50 pg/di {corticosteronce) and 0.2-8 ng/m (teslosterone) ranges, cov-
ering the normal ranges in rat plasma. The average CV for intraday
and CV for intraday and inlerday precision for testosleronc werc
2,93 and 7.12%, respcctively. The detection limit of Ihe assay for
corticostcrone was 0.05 pg/dl, and the detection iimit of the assay for
testosterone was 0.05 ng/ml, at a signal to noise ratio of 2:1. The
average recovery of the steroids after extraction from blood was
about 85%.

Stanistical Analysis

Immobilization time during the forced swim test was analyzed
using the Student t test. Comparisons of plasma levels of both corti-
coslerone and testosterone berween the control and cxperimental
groups werc analyzed by a two-faetor ANQV A followed, when signif-
icant, by the Newman-Keuls analog test.

Results

Time of immobility was significantly longer in rats
treated neonatally with CMI both in the 15-min (control
686 = 9.8 s versus CMi-treated 791 + 7.95;p<0.01)and
in the 5-min tests (control 207 = 7.7 s versus CM [-treated
262 £ 3 s, p<0.0]) compared with animals treated with
saline.

Hormonal assessment showed that basal levels of tes-
losterone were similar between the groups (B and D) that
were kept undisturbed. After 10 days of exposurc to stress
by immersion, plasmatic levels of testosterone decreased
significantly in both stressed groups [A and C; F(1, 36) =
97.96; p < 0.0001; fig. la]. This decrease in testosterone
was also similar in both groups of rats submitted to stress,
repardless of the neonatal treatment,

Concerning corticosterone, basal plasma levels of this
steroid were similar in both groups that were kept un-
disturbed (groups B and D). Stress induced a signifi-

Honilla-Jaime/Retana-Margucz/
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cant increase n both stressed groups [groups A and C;
F(1,36) = 55.147; p < 0.0001] when compared with their
nonstressed controls. However, when comparing both
stressed groups, the increase induced by stress in rats nco-
natally treated with CMI {group A) was significantly lower
than that obscrved in the group of rats nconatally treated
with saline (group C; Newman-Keculs, p < 0.01). The
increase 1 corticoslerone in group C (stressed (reated
with salinc) was about 256%, whilc in group A (siressed
treated with CMI), it was 175% comparcd wilh their
respective nonstressed controls, Factonal analysis shows
that the diminished increase in the plasma levels of corti-
costerone in the subjects of group A may be duc to the
nconalal treatment with CMI [F(1, 360) = 13.32; p <
0.0009].

Discussion

It scems clcar that the response of the HPA axis 1o
chronic stress is diminished in subjects neonatally treated
with CMI. Studies mentioned above reported contradic-
tory results concerning corticosterone levels in rats neona-
tally treated with CMI [18, 19]; however, the moment of
the light cycle in which the samples were taken was not
reported. In the present study, the levels of corticosterone
are similar to those reported in the literature for the dark
phase of the cycle. Dunn et al. [24] reported 20 pg/dl, Tor-
relas et al. [25] reported 30.7 pug/dl, Persengiev et al. [26]
reported 24 pg/dl and Ottenweller et al. [27] reported
20ug/dl. Thus, 1t seems that the high levels of cortisol
observed in depressed humans are not reproduced in this
suggested animal model of depression.

Previous studies have reported that the activation of
the HPA axis by siress exerts an inhibitory effect on the
HPG axis (20, 21]). Our results show that exposure to
stress caused an increase in plasma corticosterone levels
and a decrease in testosterone in both saline- and CMI-
treated groups, which may be a reflection of this proposed
inhibitory influence of the HPA axis on the HPG axis,
However, in males nconatally treated with CMI, the
increase in the levels of corticosterone was significantly
lower compared with their saline-treated controls, while
the levels of testosterone showed no differences when
both treatments were compared. These results suggest
that CMI treatment induces an impairment in the regula-
tory communication that normally exists between both
HPA and HPG axes. I1 is also possible thal other factors,
such as the opioidergic system, couid be involved in the
lack of testosierone response to siress.

Neomutal Clonmipraming and Hormonal
Levels alter Stress
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Fig. 1. Plasma levels of Lestosterone (a) and corlicosterone (b) in rats
neonatally treated with salinge or CMI.2 p < 0.01 compared with their
respective undisturbed controls. ® p = 0.01 comparing both stressed
groups. ANOVA followed by Newman-Keu!s post hoc test.

The forced swim test has been used mainly to evaluate
potential antidepressant treatments in normal rats [28]. It
has also been suggested as a tool to assess depressive states
in animal models of depression [5]. These results corrobo-
rate previous Nindings concerning permanent alterations
of performance in the forced swim test in CMI-treated
animals [5].

Our results are in concordance with previous studies,
which have reporied that different neonatal manipula-
tions induce a decrease in the response of the HPA axis to
stress during adulthood. In 1989, Meaney et al. [29]
reported that neonatal handling of rats decreases their
response to restraint stress during adulthood, suggesting
that the negative feedback of corticosterone is enhanced
due to an increase in glucocorticoid receptor binding
capacity. Neonalal treatment with dexamethasone results
in the attenuation of ACTH and corticosterone clevation
after restraint stress {30]. The decrease in corticosterone
levels after water immersion stress observed in the
present study 1s also similar o that reported by Ogawa et

Netwropsychobiology 20611 48:55-58 57



al. [19] after immuobilization stress during 2 h in rats neo-
nataily treated with CML. Furthermore, REM slecp depri-
vation, which is a well-known stressor [31, 32], induced a
paradoxical decrease in corticosterone in rals neonatally

treated with CMI {18]. Thus, it seems that regardtess of
the stressor used, the response of the HPA axis is dimin-
ished in animals neonatafly treated with CMI.
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SHORT REPORT 1

Plasma levels of corticosterone and testosterone after sexual
activity in male rats treated neonatally with clomipramine
H. Bonilla-Jaime, S. Retana-Marquez, G. Vazquez-Palacios and

J. Velazquez-Moctezuma

Neonatal treatment with clomlpramine (CMI)} In rats,
Induces alterations of pleasure-seeking hehavlors during
adulthood. AMerations of hormonal responses to stressful
situations have also been reported. in this study, the levels
of coricosterone end testosterone In response to sexual
activity were assessed In rets treated neonatally with CMI.
Male pups recelved subcutaneous injections of CMI

(15 mg/kg, 0.1 ml), twice a day (09.00 hours and 18.00
heurs) from 8 to 21 days of age. A control group received
aaline in the seme number of injections. Four menths after
CM| treatrment, sublects (Ss) were submitted to the forced
swim test to verlfy the effect of CMI. Thereafter, they were
tested to essess thelr spontaneous sexual activity. Plasma
levels of coricosterone and testosterone were assessed
under different conditions. Results of sexual behavlor and
the forced swim test corroborate the depressive-ike effect
of CM!, The sole presence of an estrogenized stimulus
temale caused an Increase In plasma levels of testosterone
In both control and CM(-treated Ss. The same was true for
corticosterone; however, thls Increase was significantly
lower In the CMI-treated group. There Is a discrepancy

Introduction

Neonatal adminiscration of clomipramine (CMTI) in rats
produces  behavioral abnormalities  during  adulthood
(reviewed by Vogel and Vogel, 1982; Vogel o o/, 1990),
which closclv resemble some of the sympeoms obscrved
in human depression. These behaviaral abmormalities
include  locomotor hvperactivity i apen field  ests
(Hartley & &£, 1990}, increased percentage of rapid cve
movement (REM) sleep (Vogel #r /. 1990), increased
immnhilicy in forced swim teses (Porsole test) (Veldugquez-
Maoctezuina and Diaz-Ruiz, 1992). increased voluntary
intake of echanal (I lilakivi and Sinclair, 1986; Dwyer and
Roscnwasser, 1994), a decrease o pleasure-scecking
behaviors such as intracranial sell-scimulation (Vopel #7
al, 1990), as well as a decrease inonale sexual behaviar
(Neill e af, 1990; Velazguez-Mocteczuma o wf, 1993;
Vopel e of,. 1996; Bonilla-Jaime of af, 19948}, [n addidon.
some reports indicate that classical andidepressant oreat-
ment (such as imipramine adminiscration or REM sleep
deprivarion) normalize these aliered behaviars (Vopel #7
al . 1990}, Administratinon of nicotine, for which and-
depressanc prapertics have been repored (Sabin-Tascual
and Drucker-Caling 1998 1Djunc 7 af . 1999 [izal e of.,
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between the normal hypothalamus—pituitary—gonadal
(HPG) response and the decreased sexual behavior. The
data suggest that CM{ induces permanent changes In tha
reactivity of the hypothalamlc—pltuitary—adrenal axls. Ba-
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1999). alsa reverses somc of the behavioral abnormalities
scen in cthis model (Martinez Gonzalez e 24, 2002).
Thercfore, this procedure has been supggesicd as an
animal madel of depressino (Vogel er w/, 19990).

Since the pioncering work of Mirmiran o7 24 (1981), it has
Deen suggested thae these long-term effects of neonatal
cloniipramie  treatment are due 10 developmencal
interference i which the suppression of REM slcep is
involved. Flowever, pharmacological studies using neona-
al rreatment with more speeific drugs chac also suppress
REM slcep. such as zimelidine, desipramine (1 Tilakivi
and [ilakivi, 1987; Hilakivi e #/., 1987: Frank and Heller,
1997). scopolamine (Veldzquez-Moctezuma e #4, 1993),
ar the sclective serntonin-reuprake inhibicor, L) 1D-134-
C (Tlansen e ef, 1997), have supgesred thar the aliered
develapment of the scrotoninergic svsiem could e
responsihle for the behavieral alerarions in adulrhond,
rather chan early REM sleep deprivadon.

On the ather hand, ic s known that iuman depression
often includes hipgh corisol levels {Sachar & 44, 1973
Checkleyv, 1996). As neonaral rrearment with clomipra-
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mine has been proposcd as an animal madel of
depressian, it would be important o verify thar this
treatment induces high levels of corticosterone. Sonme
studics have analvzed ciraulating levels of corticosiemng
in rats treared neonatallv with CMILL reporting contra-
versial results, includiog hvperactiviey (Prathiba o7 wf,
1998) or diminished respansiveness (Ogawa of af., 1994).
However. it scems that the regulatory svscem af

corticascerane release is altered in CMI-teeated maes.

I'n additian, it has been reporred thae the activation of the
hypothalamus—pituitarv—adrenal {HIPA) axis by stress
exerts an inhibitory effcer an the hypothalamus—pitei-
tarv—ponadal (HPG) axis (Colle er . 1984; Calogero o
al, 1999). Flowcever, it has been shown that there s an
increase of hoth certicosterone and  Lescosterooe alter
masculing scxual behavior in several ovammal specics
(Szachman er of, 1974; Agmo. 1976; Kamcl and Franke).,
1978; Rahb er o/, 1989; Borg e o/, 1991; Retana-Marquer.
et al.. 1998), supggesting thar boch axes are actvared
simultancously by scxual behavior

To further analvze the reactiviey and the possible
interactions of the HIPA and the HIPG axes in ras treared
nconatally with CMI. the present study assessed the
plasma levels of both cortivosterone and testosterane
after different sexual conditions.

Methods

Subjecis

Pregnant Wistar rats from our own vivarium were used in
this studv. Three davs after delivery. male pups were
cross-fostercd, keeping the same size {#=4) in all the
litcers, All animals were kept on a reversed [2-h lighe—
dark cycle, with lights on ac 21.00 hours. Tuod and warter
were Mreely available. Management of the ras throughout
the experiments was in accordance to NI guidcelines.
Male pups were injected s.c. twice a dav (199.00 and 18.00
hours) from 8 to 21 days of age. Fach liceer reccived the
same  treatmeot. One group (CML 7= 28) received
clomipramine (15mg/kg, 0.1ml) io cach injection. in
order 1o assess the cffects of handling, injecrions and
disruptions of matemal behavior inherent tn the reat-
mene, a concral group (CON, # = 26) reecived saline in
the same volume and the sanie nimber of Injecrions. At
23 days of age the pups were weaned and housed in
groups (six per cage with the same treatment).

Forced swim test

To cvaluate the effect of nconatal clomipraoving treac-
ment, 54 Ss (CMI = 28 and CON = 26) were submined
to the forced swim wesr dunng adulthood {(at 45 months
ol ape). In biriel, the test consists af placing the animal in
a cybnder of water (15 cm deep, Z17C) for 15 min che firsr
dav and 5 min the following day, and reeording the tinie of
immability that the rats display duning these periods

(Parsolt #r /. 1977). T'he rat was judged immobile il it
was passively floatng. making only small movements to
keep its head above the waier (Veldzguez Mocrezuma
and Diaz Ruiz, 1992).

Sexual behavior lest

One week alter the Porsale st S-mandh-old subjects
were tested three times for spontancous masculine sexual
hehavior with 3 davs berween successive teses. Behavior-
al tests were conducied during the dark phase of the
cvele. under dim red illuminacion. Male rats were placed
in a circular Plexiglass arcna (45 em diameer) Tor 5 min,
far habitsation, before introduciog a stimulus female,
artificially brought into estrous with scquential treatmene
with 10 g of estradiol benzoate (s.c.. 8.0 ml comn ail, 48h
belare 1esting) plus 1 mg of progesterane 44 h later. Each
test Jasted Mbmin, The following indicators of male
sexual hehavier were measured: latencies and lrequencies
of mount, intramission and cjaculation, postejaculatory
interval, intercopulatery and intenintromission interval, as
well as che hic rate [{number ol intromissions + number
ol mounts)/ nember of intronissions|. The Nl delinron
of caclh paramcrer can be found clsewhere (Sachs and
Meciscl, 1988).

Four davs after the three sexual behavior resis, both
groups  (contral and CMI  creared) were  randomly
subdivided. 1n one group of rats treated neonatally with
CMI (CMI-Basal, » = 1}). basal levels of corticosterone
and cestosterone were determined without sexual beha-
vior testing. I another group of rats. treated neonatally
with CMI (CMI-S8, » = 18), plasma hormone levels were
determined immediately after a fourth sexual behaviar
test (i.e. blood samples were nbeained wrthin 10 min after
the end of the hehavioral west). Conrral subjects, iogcied
nconatally with saline, were also randomly subdivided in
twn groups: CON-Basal (7= 10), rtestosterone  and
corticosterone  levels  were  assessed  without  sexual
activiy; and CON-SB (7 = 16), steroid levels were
determined after a fourch sexual behavior west. Experi-
ments were done within the {irst 3h of the dark period.

Hormonal assessment

A Dlood sample was collecred i the dark phase (3 b after
the beginning of darkness): the tone difference herween
the Tirst and the [ase subjeer was approximarcly 10 min.
Males were decapitated and trunk bleod was collecred.
Coricosterone and wesinsterone were cxrracred frmom
plasma and  quanrificd by high-performance hiquid
chromatography (HPLG) using a modification of the
methnd reporied by Woodward and Emery (1987). Bload
samples were centrifuged and plasoa (1 ml) was mixed
with  100pE 19-narrestosterone solution (5 mg/ml in
merhanol) as an interaal standard. Steroids were ex-
tracied intn S ml dicthyl cthee=dicloromethane (61440 v/
vio nieed by vortex, and cenrifuped iimmediately for



Smin. The supcrnatant was vortex mixed with 1 ml
HPLG-grade warer. After centrifuganon, the supernarant
{(3ml) was cvaporated at room remperature under
nitrogen. The residue was redissolved in 100p] nf
methanol-water (60/40 v/v). The guard column and the
column were equilibrated using HPLC-prade merhanol-
water (60740 v/v) at a flow rate of 0.4 ml/min. Scparationy
were made ar a temperature of 40°C in a \Waers
Svmmerry Ci18 column. A Warers  600-MS  svsiem
controller was uscd tn flush the mnbile phase and the
steroids were assessed with a 486 Waters UV absorbance
detector (fitted at 250 nm). Results were anafvzed using
the Maxima 820 Chromatography Warkswation, obained
from Warters (Milford, Massachuserts, USA). Inter-assav
and incra-assav coclTicicnts of variaton {CV)  were
determined using four plasma pools in the 1.5-50pg/d|
(corticosterone} and 0.2-8ng/ml (restostemne) ranges,
covering the normal ranges in rat plasma. The average OV
for intra-dav and che CV for intra-dav and inter-day
precision  for were 2.93% and 7.12%,
respectively. The derection imic of the assav (oo
carticosterone was 0.05 pp/dl, and the detection Jimin of
the assav for wstosterone was .05 ng/ml, at a signal
noise ratio of Z2:0. The average recovery of the steroids
after extraction from blood was abour 85%.

TCRasrerong

Statistical analysis

Irnmobilizatton time during the forced swim test was
aoalyzed using Student’ s-est. Percentages of oales
displaving mounts, intromissinas and cjaculations were
amalyzed using the Chi-square test. Apalysis of the
paramcters of sexual activity was performed using the
Mann—-Whitney U-test. Comparisans of hoth corticoster-
onc and testosternne plasma levels benween the concral
and cxperimental groups were analyzed by an ANOVA,
lollowed., when significant, by the Newman-Keuls anatog
test.

Results

Time of immaobilicy was significantly longer in rats treared
nconatally wich CMT, bath in the 15 min (CON 673 £ 95
versus GMI 787 £ 655 154 7. —9.409; < 0.001) and in
the S min {(CON 199 £ 65 wversus 255+ 35
f1527=—8.1004; P <0L.001) compared 1o animals treated
with salinc,

[Cses

Analysis of the fourth test af sexual behavior showed thag

nennatal  trearment with clomipramine  significantiv
Table 1

 EF ML w Cm
CON(r = 14} 282032 44413 63216 392467
Cl e =9 11403 268+126° 3511 161"  @50+e9’
"PCO0B; ; )

Fourth test of copulatory acllvity In adull mala rats treated neonatally wiih sallne or clomipramine
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reduced che pereenrage of Ss displaving mounts (9 ol 18)
(12“) =324, P <(h001). muromissions {9 of 18)
(;(itl) 32000 P<0.081), and cjaculations (6 of 18)
(IZ(I)=6I.U|. P <0001 ). while almost all the Ss
treatcd wirh saline (14 out of 16) displayed activity.
Sexmallv inactive Ss during the preliminacy teses (1-3)
remain inactive during ehe fourth west. shnwing that CM1
treacment complerely inhibies sexual behavior n 504% of
the Ss. When analvaing the bhehaviural features of active
Ss. there were signiflicane differences between CMI-
treatced and saline-trearcd rars. Table | shows scxual
parameters in makes afrer sexual behavior resting. A

significant increase in mount (Mann=Whieney U-cest;
P < 045), intromission (£ < 0.05), and ¢jaculation lawn-
cies (/< (105) was observed in CMI-treated raes. The
number of mounts and intromissinns preceding cjacula-
tion did oot show any dilferences berween experimental
and contral groups. aculatory frequency and hic rate
displaved a significant reduction (7 < 0.01), whereas the
intereopulatory mcerval and the interntromission jnterval
were significantly increased (P < 0.00) in the CMI-
treated raes.

Figire [A shows the levels of wscosierane alter different
sexual conditions. As CMI trearmenc indoced a toeal
imhibition af scxual hehaviar in some Ss, the experimental
Ss were subdivided in two groups according to their
sexual actvity. Males that failed complerely o display
even a mount, were grouped as Ss without sexual activity
(CMI-SB-A, »=9). Thosc males displaving fmm one
mount to scveral cjaculations were grouped as Ss with
sexual activity (CM1-SB-B, # = 9). Data show that when
bath saline- (CON-SBY and CMI1 (CMI-SB-A and CMI-
SB-B)-treated Ss were kept with a stimulus female, there
was a significant inerease in plasma levels of westosterone
[F{4.53)=13.77. P<D.001) when enmparcd to the
saling (CON-Basal) and CMI (CMI-Basal} Ss chat were
not in the presence of a stimwlus femate. This rise of
wesrosterone levels was similar in both groups. Coneern-
ing Ss treared with CMIL the data obrained from
copulating and rom  noncopulating Ss showed  that
testosternne increased ro the same exrent regardless of
sexual  performance. In both eases, the  levels of
resrosrerone were higher than basal Jevels, The presence
ul a receprive lemale also induced a significant rise of
corticosterone fevels in both experimental and condrol
[F14.53) = 20.77. P <0001, pancl Bf. When
compared e thetr cantrals, the increase of corticostenne

Lroups

MM M It Il HR
E7+16 1044 0.9 24140 18.6464 0664 0.36
88108 514647 1064227 0681006

6+001

"P<0.01 compoced with conlial group Mean £ SEM Mann-Whitney U el FF. Epculmory liequency: ML, mmuet ftenry: IL. mhomsssion litency; EL. ajaculatory
latancy: MM, number of mounts, NI, number of inltommrona, ICI, nlercopulatory interval; LI, ntorsirommsinn mierval, HR, hit iata,
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Plasma levels of testosterone {A) and corlicosterone (B} in rals treatad
neonatally with satme (CON) or clomipramine {(CMI). The numbers on
tha bars express the number of subjecis in each group. WITHOUT
MSB, rats treated with CMI thal did nol display copulatory aclivity
during tha sexual behavior test; WITH MSB, animals that displayed
sexual behavior. * =P < 0.01 compared 1o ther respective basal
controls. + P=0.01 comparing both groups showing sexual behavior.
ANOVA followed by Newman—Keuls posf hoc.

was significancly smaller in the CMI groups. There were
no  significant differences in eorricosterone  ingrease
bheoween CMI-treated malex that copulated compared
ta noncopulating males.

Discussion

We observed that the presence ol a reeeprive fomale
causcs an increase in plasma westosterone and corticns-
terone in both CMI-rreated and saline-conoml males.
This fioding is similar o that reporeed for scveral
mammalian species (Szachman o o, 1974; Apmao, 1976;
Kamel and Frankel, 1978; Bronson and Desjardine, 1982,
Rablby er o/, 1989; Borp et o/ 1990 Resana-Marquey o /.

1998). lowever the physiological significance of these
increases has not been cluctdawed. Testosterone levels
increased siondarly in barh copulating and noncopulating
ChI-wreated males after exposure o Jemales, which
sugpests thar the THG axis is not aleered in males treared
neaonataliv. wich CMI. The discrepancy between the
normal TIPG response and  the inhibition of scxual
Lchaviar is notewnrthy,

(¢ has been shown thar the activation of the JHIPA axis by
stress exerts an inhibitare cffeet on the TIPG axis (Colly
e al, 1984; Calogero o7 af, 1999). Qur results show that
cxposure 1o a reeeprive female causes an increase in
plasma corticosterone and estosterone, hoth in saline-
and CMi-rrecated Ss. However, this increase in the levels
of corticosterone is significantly lower in males treated
neonatally wich GMI, which indicates a low responsive-
ness of chis axis. 'The poation that the increase of
corticnsterone inhibits the release ol resrosterone secems
to be unsuitable oo sexual behavior conditions, where
both steraids inereasc at the same time. Some studics
have suggested thar the sudden release of eorricasierone
after a stressful sicuanion could induce a rewarding effect
in intact animals, mainly duc to its inceraction with
dopaminergic neurons located in the rewarding system
(Piazza er &, 1991, 1993). Thus, it is conceivable that a
depressed subeet could have lost this rewarding mechan-
ism heecause of a diminished seeretion of enrticostemne
alter exposure o a seressful situation.

Our results secem 0 be in accordance with previoas
studies showing thae different nconatal manipulations
induce a decrease in che response of the FIPA axis during
adulthood. Meaney e 4/, (1989) reported that nennaial
handling of rats decreases their response o restraing
stress during adulthood, suggesting that the negative
fcedback of corticosterone is enhanced duc to an increase
in glucocarticoid-reeepror binding  capacity. Neonaral
creaement with dexamerhasone results in the attenuation
of ACTH and corticasrerone clevarion after restraine
streas (Felszeghy s ol 20000, The deerease nll corticos-
terone levels afer the prescnee of a receprive female,
observed in the presenc swady. i also similar 10 thac
reparced by Ogawa w7 4l (1994) after immobilizacon
streas for 2 hours in rars neanaeally reated  with
comipramine.  urchermaore, RIEM sleep deprivartion,
which is a well-known stressor (Suchecki w7 af. 1998:
Mairston o af, 2000} induces a parpdoxical decrease of
corticosterone in ras rreatcd neonacally wich clomipra-
mine  (Prathila /7 w4/, 1998). Thus, it scems thar,
regardless of che stressful eondirion, che response of the
HPA axis s diminished in annmals creared neonarally with
clamipramine.

Despite this evidence, o conbkd e possible thar the
obisgrved cffecrs were the manifestatnn of the disconti-



nuation of the antidepressant treatment. Hlowever, recent
reports on the cffects of antidepressane diseontinuation
describe a svndrome clearly different from the classical
picture of a depressive state (Zajecka of a4/, 1997; Black #¢
al., 2000; Tamam and Ozpavraz, 2002). Thus. there are no
available data ro support the notion thar the obscrved
cffects could be duc to the discontinuation of the
antidepressant trearment.

The data suggest thar the reacrivity of the HPG axis is
not alfected, while reactvicy in the HPA axis scems to be
altered. The large adrenat response, normally elicired by
srressful situations, is significantly dimioished in che case
of animals treated neonatally with clomipramine. The
results coneerning the release of wstasterone after sexual
behavior show that there were no differences berween
clomipramine-treated animals and controls. Thus, the
alterations of sexual behavior observed in this animal
model of depression cannor e explained by Jow levels of
testosterone due to an impairmeot in the hypothalamic-
pituitary—gonadal axis.
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