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. INTRODUCCION

La ansiedad forma parte de un mecanismo de defensa que prepara al organismo
para responder a una amenaza real o percibida; se caracteriza por temor,
nerviosismo, tensién motora, vigilia e irritabilidad, entre otros sintomas (APA, 2013).
Los trastornos de ansiedad tienen una prevalencia del 35% en mujeres en edad
reproductiva, mientras que en el periodo de postmenopausia la cifra se duplica
(Salomon et al., 2012). A lo largo de la vida reproductiva, las mujeres reportan
menos ansiedad en etapas en donde la concentracion de estrégenos es baja o en
etapas donde esta concentracion es estable, respecto a etapas como la menopausia
y la perimenopausia, donde los niveles de estas hormonas son fluctuantes (Frye,
2009). Esto sugiere que las hormonas gonadales son capaces de regular los

sintomas de ansiedad.

Las terapias de reemplazo hormonal (TRH) con estrogenos mejoran los
signos y sintomas asociados al envejecimiento gonadal y reducen el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, osteoporosis o alteraciones metabdlicas
que son comunes en la menopausia (J. E. Rossouw et al., 2002), aunque los efectos
benéficos pueden variar en funcion de la edad y del tipo de estrogeno administrado.
Las TRH con estrogenos también mejoran parametros en la salud mental de la
mujer; concretamente, se ha reportado que producen efectos ansioliticos vy
antidepresivos comparables a los de farmacos de referencia, como los inhibidores
selectivos de la recaptura de serotonina. Sin embargo, el uso de las TRH esta
limitado por sus efectos adversos, especialmente por el riesgo de padecer cancer
de mama y de eventos tromboembdlicos (Cushman et al., 2004). En consecuencia,
resulta necesario evaluar nuevas moléculas capaces de mantener las acciones
benéficas de los estrogenos, pero que produzcan menos efectos adversos que

éstos.

Al respecto, prolame es un estrégeno sintético con propiedades similares a
las del estrégeno natural 17B-estradiol (Ez2), pero con menor potencia. En su
estructura quimica posee un grupo amino (NHz) y una cadena de 3C en la posicion

17 del anillo D, sustituyendo al grupo hidroxilo (OH) del E2; este cambio le confiere
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una actividad anticoagulante, contraria al efecto procoagulante del E2, lo que podria
representar una ventaja terapéutica. Estudios de laboratorio han mostrado que
prolame produce importantes efectos ansioliticos y antidepresivos en ratas hembra
adultas jovenes con hipoestrogenismo inducido por ovariectomia (Lemini, Cruz-
Lopez, & Martinez-Mota, 2013; Lemini, Garcia-Albor, Cruz-Lopez, Matamoros-Trejo,
& Martinez-Mota, 2016). Sin embargo, no se ha considerado el hecho de que la
edad es un factor relevante para la respuesta adecuada a las TRH. El objetivo de
este trabajo fue investigar si el tratamiento con prolame produce efectos ansioliticos
en ratas de mediana edad, que constituyen un modelo de menopausia que
reproduce el hipoestrogenismo asociado al envejecimiento. El efecto ansiolitico del
prolame se comparo con el de E2 en dos modelos de ansiedad experimental;
ademas, se investigo si el tratamiento produce efectos adversos en el Utero y en la
locomocién de los animales. Los resultados obtenidos aportan evidencia de que el
prolame es un farmaco con potencial terapéutico que puede ser utilizado en una
TRH durante etapas como la perimenopausia y menopausia, para tratar entre otros
sintomas, la ansiedad, cuya poblacion blanco son las mujeres maduras con

supresion hormonal por envejecimiento ovarico.



Il. MARCO TEORICO
Capitulo 1. ANSIEDAD

El equilibrio y bienestar en un organismo pueden alterarse por factores del medio
ambiente, éstos desencadena cambios fisioldégicos que permiten la respuesta de
lucha o huida: por ejemplo, aumento de la tensidon muscular, cambios metabdlicos
para facilitar la disponibilidad de energia, disminucion del suefio y de la
alimentacién, entre otros (De Boer & Koolhaas, 2003; Koob, 1998). No obstante, el
cuerpo incrementa la respuesta cuando no se elimina la fuente de estrés, lo que
puede deteriorar la salud fisica y mental del organismo y, en muchos casos, induce

trastornos psiquiatricos como la depresién y la ansiedad (APA, 2013).

La ansiedad forma parte de un mecanismo de alerta que ayuda al organismo
a emitir respuestas defensivas pasivas o activas, contribuyendo a la adaptaciéon y
supervivencia de la especie. Este tipo de ansiedad involucra el miedo anticipado a
amenazas futuras que pueden ser o0 no reales, cuya intensidad varia dependiendo
de la naturaleza del estimulo y del tiempo de exposicion a éste (Heinze, 2003). Los
sintomas de la ansiedad normal son: temor, preocupacidn excesiva, inquietud,
irritabilidad, nerviosismo, estado de vigilia, escalofrio, dificultad en la concentracion,
insomnio, disfunciones sexuales, inseguridad y sensacion de debilidad; ademas, se
acompanan de cambios fisiolégicos similares a los producidos por el estrés.
Normalmente la sintomatologia desaparece cuando se elimina la fuente de
ansiedad; sin embargo, si los sintomas se presentan de manera inesperada ante un
estimulo inofensivo o ausente, o bien persisten en ausencia del estimulo, se
considera un Trastorno de Ansiedad (APA, 2013). Estas condiciones incapacitan al
individuo para enfrentarse a su medio ambiente, generando una discapacidad que

afecta su entorno y deteriora su calidad de vida.
1.1 Trastornos de ansiedad

En el Manual Diagnéstico y Estadistico de las Enfermedades Mentales [DSM-V por

sus siglas en inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders] (APA,



2013), existen 12 tipos de trastornos de ansiedad (TA), entre ellos la fobia
especifica, la fobia social, el trastorno por estrés agudo y el trastorno de ansiedad
generalizada (TAG). En los cuales se pueden presentar crisis de angustia y
agorafobia, ademas es frecuente observar manifestaciones de miedo excesivo y
expectacion aprensiva. Los TA difieren en el tipo de estimulo que desencadena el
cuadro, asi como en la ideacion cognitiva y las respuestas conductuales a las que
recurre el sujeto para calmar la ansiedad; sin embargo, en todos los casos las
alteraciones son croénicas, recurrentes y pueden desencadenar otros trastornos,
como el consumo de sustancias (Perna, Dacco, Menotti, & Caldirola, 2011). Es
posible que los trastornos de ansiedad se presenten como entidad unica, aunque el
19.2 % de los casos cursa ademas con patologias como la depresién o el trastorno
bipolar (APA, 2013; Nutt, Ballenger, Sheehan, & Wittchen, 2002).

1.1.1 Incidencia y prevalencia

Los TA afectan al 8.3% de la poblacion general y constituyen uno de los
padecimientos mas frecuentes en México (Berlanga, Mendieta, Alva, & del Carmen
Lara, 2003). Su prevalencia es mayor en mujeres, con una proporcién 2:1 con
respecto al varon (APA, 2013; Montelongo, Lara, Morales, & Villasefior, 2005). El
18.5% de las mujeres mexicanas han padecido un TA en su vida (Berlanga et al.,
2003), ocupando la posicién 10 en la lista de psicopatologias que afectan a esa
poblacién (Millan, 2003). La incidencia de los TA se duplica en mujeres maduras y
durante etapas criticas de la vida como el primer trimestre de la gestacion, los dias
previos a la menstruacion, la perimenopausia y la postmenopausia (Benjet et al.,
2009), y se encuentran en el lugar 16 de las enfermedades que causan
discapacidad en mujeres, de acuerdo con estadisticas de la Carga Mundial de
Morbilidad (Salomon et al., 2012).

Entre los TA con mayor prevalencia en la mujer se encuentran el TAG y la
agorafobia (Cuadro 1), que difieren en sus sintomas mas caracteristicos pero

comparten la sintomatologia especifica de la ansiedad (APA, 2013; OMS, 2000).



1.2 Trastorno de ansiedad generalizada y Agorafobia

El TAG es un estado de ansiedad y preocupacidon excesiva incontrolables que se
presentan durante la mayor parte del tiempo, no se limitan a alguna situacion
especifica y persisten por un minimo de 6 meses. El trastorno es crénico y puede
tener fluctuaciones en la gravedad y frecuencia de los sintomas (APA, 2013). De
acuerdo con el DSM-V un sujeto con TAG puede presentar conducta inhibitoria y
afectividad negativa. Otros autores como (Koob, 1998), subrayan la presencia de
sentimiento de
debilidad,

temor, nerviosismo, vigilia, dificultad en la concentracion,

inseguridad y baja tolerancia, acompanados de transpiracion,

palpitaciones, tensién motora, escalofrio y temblor.

Ansiedad y preocupacién excesivas El miedo, la ansiedad o la evitacion son continuos y

por mas de 6 meses. duran mas de 6 meses.
Miedo o ansiedad intensa en al menos dos de las

Al menos tres de los siguientes
sintomas: inquietud, fatiga, dificultad
para concentrarse, irritabilidad, tension
muscular y alteraciones del sueno.

Malestar clinico y deterioro social o
laboral.

Dificultad para controlar este estado.

No se debe a efectos fisiologicos de
una sustancia o a alguna otra afeccién
médica.

No se puede explicar mejor por otro
trastorno mental.

siguientes situaciones: uso de trasporte publico,
estar en espacios abiertos o sitios cerrados, hacer
fila o estar en medio de una multitud, estar fuera de
casa solo. Ansiedad en situaciones o lugares de los
que resulta dificil escapar.

Malestar clinico y deterioro social o laboral

Las situaciones que causan agorafobia se evitan o
se pueden resistir pero con miedo o ansiedad, o la
persona requiere la presencia de un acompafante
para afrontarlas. Estas situaciones casi siempre
provocan miedo o ansiedad, que es
desproporcionado al peligro.

H) Si existe otra afeccién médica, el miedo, ansiedad
o evitacion son claramente excesivos.

I) El miedo ansiedad o depresién no se explican
mejor por otro trastorno mental.

Informacién tomada del Manual Diagndstico y Estadistico de las Enfermedades Mentales, DSM-V
(APA, 2013).

A diferencia del TAG, la Agorafobia se caracteriza por miedo, ansiedad
anticipatoria y conductas de evitacibn que presenta un sujeto en lugares o
situaciones donde resulta dificil escapar, por ejemplo, el transporte publico o el
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automovil, espacios abiertos o cerrados, o bien durante actividades como salir solo
o cruzar un puente (Montelongo et al., 2005). Los sintomas no se limitan a una sola
situacion ni a acontecimientos de caracter social; se presentan por mas de seis

meses y en un 50% de los casos, se acompanan de ataques de panico (APA, 2013).

1.3 Neurobiologia de la ansiedad

Eventos como un accidente, cualquier tipo de violencia o abuso, o incluso el mismo
estrés cotidiano o cronico pueden ser un detonante para desarrollar ansiedad. Sin
embargo los TA tienen una etiologia multifactorial en la que confluyen factores
genéticos, fisioldgicos y del medio ambiente. El riesgo de presentar un cuadro de
ansiedad patoldgica aumenta si la persona tiene algun familiar directo que haya
sufrido uno. Adicionalmente, existen factores fisiolégicos que aumentan la
vulnerabilidad, entre ellos las variaciones hormonales que ocurren durante la vida

reproductiva de la mujer (Lydiard, 2003).

Diversas estructuras corticales, subcorticales y del tallo cerebral estan
implicadas en la integracién de la respuesta de ansiedad, como se muestra en el
Cuadro 2. Los procesos emocionales, afectivos y cognoscitivos de ésta se regulan
por diversos neurotransmisores y neuromoduladores (Montelongo et al., 2005),
principalmente por monoaminas como la serotonina (5-HT), la dopamina (DA) y la
noradrenalina (NA), y por el acido y-aminobutirico (GABA), el neurotransmisor
inhibidor mas importante del sistema nervioso central (SNC) (Goldberg, Hollister, &
Robertson, 1983; Louie, Lannon, & Ketter, 1989). En consistencia, estudios como
los de Charney, Woods, Goodman, & Heninger (1987); George et al. (1995); Tancer
et al. (1994), reportan que los agonistas de receptores a 5-HT inducen un efecto
ansiogeénico, al igual que los precursores L-triptofano y 5-hidroxitriptéfano (Nutt &
Cowen, 1987). Otros trabajos han relacionado cambios en los receptores -
adrenérgicos con la presencia de ataques de panico y con la sintomatologia de la
ansiedad (Maranon, 1924; Nesse, Cameron, Curtis, McCann, & Huber-Smith, 1984,
Rainey et al., 1984). De manera importante, la expresion de ésta se atribuye a una

disminucién del tono GABAérgico, lo cual se sustenta en que los principales



farmacos ansioliticos actuen mejorando dicha neurotransmision (O'Connor, Nock, &
McEwen, 1988).

Recibe informacion de la corteza paralimbica y del sistema

) ) limbico y participa en el control de respuestas autbnomas. La

Sustancia gris  estimulacion de su zona ventrolateral induce respuestas de

periacueductal freezing, hipotension y analgesia, mientras que la activacion de
la region lateral produce taquicardia e hipertension.

Es un nudcleo noradrenérgico con aferencias a la corteza, al
sistema limbico y al talamo. Se activa con el estrés y se
Locus coeruleus relaciona directamente con las respuestas autonémicas y de
alerta. Su estimulacion excesiva puede producir ataques de
panico, los cuales se inhiben al lesionar esta estructura.

Esta formado por estructuras corticales y subcorticales que
regulan la expresion de respuestas emocionales,

Sistema limbico principalmente aquellas asociadas con la supervivencia de la
especie.

Tiene conexiones con areas relacionadas a la ansiedad,
ademas, participa en el control locomotor, neuroendocrino y
auténomo de dicha respuesta, como las conductas defensivas
y la memoria emocional. La region basolateral de la amigdala

Amigdala integra y proyecta la informacion integrada hacia sus nucleos
centrales, divididos en las porciones central medial y central
lateral. La porcion medial envia la informacion al hipotalamo y
al tallo cerebral, mientras que su inhibicion por la porcion lateral
reduce las respuestas de ansiedad.

Se asocia con procesos de aprendizaje y memoria, incluyendo

] aquellos de tipo emocional. Participa en la regulacion del eje del

Hipocampo estrés a través de sus receptores a glucocorticoides, los cuales
median el mecanismo de retroalimentacién negativa del eje.

Conocido como el eje del estrés, ya que controla la sintesis y
liberacién de cortisol. En condiciones de estrés crénico, un
exceso de cortisol (o corticosterona, en roedores) desensibiliza

Eje hipotalamo-hipdfisis-  los receptores a glucocorticoides (RGC), por lo que el asa de

adrenal (HHA) retroalimentacion del eje sufre una alteracion, y altos niveles de
cortisol se asocian a dafo hipocampal y a la incapacidad para
detener el estrés. La funcion de este eje se ha visto afectada en
personas con TA.

Informacién recuperada de Adhikari 2014, Boehme et al. 2014, Handa & Weiser 2014, Redmond
1985, Sandford, Argyropoulos, & Nutt 2000).

Las hormonas sexuales también participan en los estados de ansiedad, ya
que regulan la sintesis, liberacion y metabolismo de diversos neurotransmisores

(Handa & Weiser, 2014); esta afirmacién podria explicar, menos parcialmente, la
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prevalencia diferencial de los TA por sexo. La progesterona (P4) que se libera
durante el ciclo menstrual y la gestacion tiene importantes acciones sobre la
neurotransmision GABAérgica; ademas, su metabolito alopregnanolona modula la
actividad del receptor GABAAa, contribuyendo asi a mejorar el tono inhibidor evocado
por GABA (Arenas & Puigcerver, 2009). A su vez, el E2 promueve la produccion de
5-HT y NA, ya que actua sobre las enzimas que limitan la sintesis de esos
neurotransmisores, y reduce la actividad de la monoaminooxidasa (MAO), enzima
que degrada a las monoaminas en la neurona presinaptica. Por sus acciones
gendmicas, el E2 podria participar en la sintesis de proteinas que conforman a los
receptores y transportadores para 5-HT y NA (Marin, Guerra, Alonso, Ramirez, &
Diaz, 2005).

1.4 Tratamientos ansioliticos

En 1903 se introdujo el uso de barbituricos para tratar los sintomas de ansiedad,
aunque actualmente su uso se ve limitado porque inducen un efecto sedante y
pueden producir anestesia o incluso la muerte a dosis altas (Khanna, Kalant, Chau,
& Shah, 1998).

Posteriormente, en 1950, se utilizd por primera vez el meprobamato, un
farmaco no barbiturico, para tratar exclusivamente los sintomas de ansiedad; sin
embargo, producia farmacodependencia y otros efectos adversos sobre el SNC
(Mounier et al., 2012). En los afos 60 la talidomida se comercializd6 como sedante
para casos severos de ansiedad; no obstante, se retiré del mercado debido a que
produjo anomalias en los espermatozoides y malformaciones congénitas (Ordi-Ros
& Cosiglio, 2014). Actualmente existen diversos farmacos para tratar la ansiedad
(Cuadro 3); sin embargo, algunos de ellos son eficaces so6lo para trastornos
especificos y su administracion conlleva efectos adversos, lo cual limita su uso
generalizado. La eleccidén del tratamiento depende del tipo de TA, la edad de la

paciente y el balance entre los efectos terapéuticos y adversos.



Clordiazepoxido Dependencia,
. . Sobre sistema (Librium) y tolerancia, sedacion
Benzodiacepinas GABAérgico Diazepam TAG y deterioro
(Valium) psicomotor
Inhibe la
recaptura de 5- Imipramina Trastorno
HT/NA de Pénico
Inhibe | y Trastorno  Necesitan un periodo
A et & o _ Obsesivo-  de 3-5 semanas para
ntiaep recaptura de 5-  Clorimipramina  compulsivo  inducir efectos sobre
triciclicos HT ;
la ansiedad.
Inhibe
preferentemente Desipramina TAG
la recaptura de
NA
Hipotension
Fenelzina ortostatica y, en
IMAOs Inhiben la MAO y Ansiedad combinacion con
Moclobemida tirami .
iramina, crisis
hipertensivas.
. Agonistas de los .
Azapironas . Poca eficacia en la
receptores 5- Buspirona iadel
HT1n mayoria de los casos
Inhibidores Constipacion
selectivos de la TAG, TOC ONStpe ,
. . . mioclonias, nauseas
recaptura de Inhiben la Fluoxetina, y ansiedad )
. : A y alteraciones de la
serotonina recaptura de 5- sertralina y comoérbida funci
) uncién sexual
(ISRSs) HT citalopram con )
depresion. (gnorgggway :
disfuncion eréctil).
5-HT, serotonina; NA, noradrenalina; TAG, Trastorno de Ansiedad Generalizada; MAO,

monoaminooxidasa; TOC, Trastorno Obsesivo-Compulsivo. Informaciéon recuperada de
Argyropoulos, Sandford, & Nutt 2000, Heinze 2003, Kahn et al. 1986, Rudolph et al. 1999, Starcevic
2012, Tallman, Casella & Kehne 2002.

También existen estrategias no farmacolégicas para tratar la ansiedad
(Cuadro 4), como las técnicas de relajacion y la psicoterapia, cuya probabilidad de
éxito aumenta si se acompanan de un tratamiento farmacolégico, ademas de que
reducen el riesgo de recaidas. Por otra parte, se ha demostrado la eficacia de
tratamientos farmacoldgicos que involucran agentes hormonales para atenuar los
sintomas ansiosos del sindrome premenstrual, de la menopausia, postmenopausia
y del climaterio en general. También se ha observado un efecto benéfico en los

trastornos de ansiedad que cursan con depresién, principalmente en mujeres con



menopausia (Freeman, Sammel, Lin, & Nelson, 2006; Soares & Zitek, 2008). Sin
embargo, este tipo de farmacos también produce efectos adversos, especialmente
si se utilizan de manera crénica (Lugones, 2006). Aunque los estrogenos son utiles
en distintos padecimientos, su uso durante la menopausia ofrece beneficios
adicionales sobre el metabolismo, la constitucion del hueso, la regulacion de

temperatura y sobre el sistema cardiovascular, ya que sustituyen a los estrogenos

naturales que se pierden con el envejecimiento de la mujer.

*Técnicas de relajacion *Benzodiacepinas: loracepam, diazepam, *Acupuntura
*Técnicas psicoanaliticas alprazolam, etc. *Fitofarmacos
*Hipnosis *Antidepresivos con propiedades ansioliticas, *Progesterona
*Bio-feedback como los triciclicos (imipramina, *TRH con estrogenos
*Terapia cognitivo- desipramina) y los ISRS (fluoxetina, conjugados y 17p3-
conductual paroxetina, sertralina). estradiol.

*Manejo de la ansiedad  * Azapironas: buspirona.

ISRS, inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina; TRH, terapia de restitucion hormonal.
Informacién tomada de Salomon et al. 2012, Yabur 2006.
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Capitulo 2. ENDOCRINOLOGIA DE LA MUJER

El sistema endocrino u hormonal regula las funciones metabdlicas del organismo a
través de la liberacion de hormonas. Las glandulas secretan hormonas al torrente
sanguineo para que se transporten hasta llegar a la célula blanco en la que
ejerceran su efecto (Neal-Perry, Nejat, & Dicken, 2010). Existen hormonas formadas
de diversos compuestos quimicos como los péptidos y los esteroides. Las hormonas
de naturaleza peptidica se unen a receptores localizados sobre la membrana de la
célula blanco y sus efectos estan mediados por la activacion de segundos
mensajeros. En cambio, los esteroides activan receptores citoplasmaticos, ya que
sus propiedades liposolubles le permiten difundir a través de la membrana. De esta
forma el complejo hormona-receptor se trasloca al nucleo, en donde estimula o
reprime la transcripcion de genes. Las hormonas que se sintetizan en los 6rganos
sexuales (ovarios y testiculos) se denominan hormonas sexuales, las principales

hormonales sexuales de la mujer son los estrégenos y la progesterona (P4).

Los esteroides sexuales se liberan de forma ciclica y espontanea a lo largo
del ciclo menstrual, cuya duracion promedio es de 28 dias. Este ciclo esta regulado
por el hipotalamo, que envia informacion a la hipodfisis anterior, desde la cual se
envian sefales a los ovarios. Este eje se conoce como Hipotalamo-Hipéfisis-

Goénada (HHG) y es susceptible de modificarse con el envejecimiento.
2.1 Eje Hipotalamo-Hipofisis-Génada

El hipotalamo, componente central del eje HHG es el enlace entre el sistema
nervioso y el endocrino. Esta estructura sintetiza y secreta la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH), la cual es transportada hasta la hipdfisis anterior o
adenohipdfisis, en donde estimula la secrecion de dos hormonas gonadotroéficas: la
hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo-estimulante (FSH). Ambas
hormonas se liberan al torrente sanguineo, en donde se unen a proteinas para llegar
a sus células blanco en los ovarios (Hall, 2004). La FSH se une a sus receptores de
la capa granulosa en los foliculos ovaricos, contribuyendo al desarrollo folicular y a
la sintesis de estrogenos. Por su parte, la LH actua en sus receptores de las células
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de la teca en los foliculos maduros, para estimular la liberacion de P4 (Duval et al.,
2010).

Los ovarios sintetizan tres tipos de estrogenos: 17p-estradiol (E2), estrona y
estriol. El E2 es el estrogeno mas abundante y con acciones mas potentes sobre los
diferentes 6rganos y tejidos; durante la pubertad favorece el desarrollo de los
caracteres sexuales secundarios que definen el fenotipo femenino. En etapas
posteriores los estrogenos intervienen en la regulacion de los ciclos menstruales y
en acciones como la ovulacion, el desarrollo folicular y del cuerpo luteo, la
produccion de moco cervical y, en caso de que exista la fecundacion, favorecen el
desarrollo de los conductos mamarios y el crecimiento del endometrio (Chirino,
Fernandez, Torres, & Navarro, 2004). Por otro lado, la P4 que se libera por el cuerpo
luteo fecundado permite que el producto madure y se mantenga en el utero de la
mujer (Barrera, Avila, & Diaz, 2007). En caso de que no haya fecundacién, el
endometrio se descama y produce un sangrado conocido como menstruacion,

originando asi un nuevo ciclo menstrual.

En ausencia de fecundacion, la alta concentracion de esteroides sexuales y
de inhibina (también sintetizada en los ovarios) regula la inhibicién del propio eje
mediante un mecanismo de retroalimentacién negativa (Figura 1). En esta
regulacion también participan moduladores supra-hipotalamicos como la 5-HT, la
NA, la DAy el glutamato (Brann & Mahesh, 2005).

Cada ciclo menstrual se divide en tres eventos: la fase folicular, la ovulacion
y la fase lutea. La fase folicular se distingue por concentraciones altas de Exz,
ademas de ser el periodo en el que se desarrollan los foliculos. Al final de esta fase,
el foliculo primario esta listo para ser fecundado, dando inicio a la fase de ovulacién.
Finalmente, en la fase lutea disminuye la produccién de E2 y aumenta la de P4. Los
ciclos menstruales pierden regularidad conforme la mujer madura, ya que aumenta
la duracion de la fase folicular y, por lo tanto, del ciclo completo (Espey & Richards,
2006). Eventualmente los ciclos menstruales cesan definitivamente, marcando el

inicio del envejecimiento reproductivo.
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Figura 1. Esquema del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Génada y su funcion durante el ciclo menstrual
(modificada de Tortora & Derrickson, 2013).

2.2 Perimenopausia, menopausia y postmenopausia

La etapa reproductiva de la mujer inicia con la primera menstruacién, llamada
menarca, Yy finaliza alrededor de los 50 anos con el ultimo periodo menstrual,
denominado menopausia. La menopausia es el ultimo periodo menstrual de la
mujer, y se define como el cese permanente de la menstruacién que ocurre como
resultado de una menor actividad ovarica y que marca el final de la vida reproductiva
de la mujer (OMS, 2005).

A partir de la pubertad se distinguen dos etapas en la condicion endocrina de
la mujer. En la primera, considerada la etapa reproductiva, la menstruacién se
presenta de manera ciclica a menos que ocurra la fecundacion. Aproximadamente
5 6 10 anos antes de la menopausia comienza a presentarse una irregularidad en
los ciclos menstruales y ademas de periodos de amenorrea de 60 dias o mas, lo
que marca la transicion a la segunda etapa conocida como perimenopausia o

climaterio (Soules et al., 2001), la cual termina un afio después de la ultima
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menstruacion (Huerta, 2000). Se consideran marcadores hormonales de la
perimenopausia los niveles altos de FSH en sangre que se producen en respuesta
al envejecimiento ovarico. Este ultimo ocurre antes que el envejecimiento del
hipotdlamo, el cual, en la madurez libera cantidades elevadas de GnRH,
ocasionando un aumento en la concentracion de FSH (>40 pg/ml) en un esfuerzo
por estimular a los ovarios. Al mismo tiempo, disminuye la produccién de prolactina,
testosterona y E2 (<40 pg/ml), pero incrementa la concentracion de estrona, lo cual
induce un estado fluctuante de estrogenismo. Las cantidades secretadas de
estrégenos y P4 resultan insuficientes y poco a poco merma la actividad de los
ovarios, hasta llegar a un estado no funcional (Brann & Mahesh, 2005; Soules et al.,
2001).

Terminologia:
Duracién de la

etapa:

Ciclos variable Regular Variableen | >2saltos |~ Nada
menstruales: a lalongitud | de cicloy

Regular del ciclo amenoirea E
(>7 dias) (=60 dias)

Endocrinologia: FSH normal 1 FSH 1 FSH 1 FSH

Figura 2. Descripcion general de las etapas reproductivas y la no reproductiva de la mujer. Modificado
de Soules et al., 2001.

Posterior a la perimenopausia, es decir, un aifo después de la ultima
menstruacion, inicia la postmenopausia (Figura 2), en la que no hay ciclos
menstruales, cesa definitivamente la actividad reproductiva y aumenta la
concentracion de FSH (Figura 3) (Huerta, 2000; Soules et al., 2001).

En la peri- y postmenopausia ocurren alteraciones cardiovasculares,
osteoporosis, cambios en el peso corporal y en el ciclo sueno-vigilia (Albert,
Broadwell, & Newhose, 2011; Dalbert, 1997), asi como bochornos, sudoracion, falta
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de libido y sintomas psicolégicos como depresion y ansiedad, los cuales pueden
ser de gravedad variable, dependiendo del historial clinico de cada mujer. Ademas,
las mujeres en edad madura tienen una vulnerabilidad biolégica a presentar
ansiedad (Estrada-Camarena, Lopez-Rubalcava, Vega-Rivera, Recamier-Carballo,
& Fernandez-Guasti, 2010; Soares & Zitek, 2008). Si bien se trata de procesos
naturales, la perimenopausia tiene una duracion promedio de cinco afos y la
postmenopausia abarca casi un tercio de la vida de una mujer. Esas condiciones,
aunadas a factores como la pérdida de la pareja, la separacion de los hijos, la
jubilacion, el estado socioeconomico y los aspectos culturales (Berlanga & Huerta,
2000), han motivado la busqueda de alternativas de atencion integral que mejoren

la calidad de vida de las mujeres que ya no se encuentran en etapa reproductiva.

parmil Menopausin FaLAfn
14 ™m
120 L
100 o ]

Esgradiol

BG - 40
[ F8 b+
3 20
20 | M e

o O

=3 =30 24 1B 12 & 0 0§ 12 H 42 30 3 47 4B
Figura 3. Cambios en los niveles de Ez, FSH y LH durante la menopausia. Tomada de Yabur 2006.

2.3 Terapia de reemplazo hormonal en la menopausia

Las terapias de restitucion hormonal (TRH) han sido una de las alternativas mas
eficientes para tratar los sintomas asociados al envejecimiento del sistema
endocrino. Los estrogenos equinos conjugados (EEC), el valerato de estradiol, el
17B-estradiol y el etinil-estradiol administrados por via intramuscular, oral, o bien en
parches, son ampliamente usados como TRH; ademas, se combinan con
progestinas para aumentar su efectividad (Vargas-Hernandez, Acosta-Altamirano,

Moreno-Eutimio, Vargas-Aguilar, Flores-Barrios, Tovar-Rodriguez, 2013).

Las TRH se pueden utilizar desde una etapa temprana en mujeres

histerectomizadas, o durante la perimenopausia y postmenopausia temprana.
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Como tratamiento de restitucion, estos estrégenos mejoran el metabolismo, la
densidad ésea, incrementan la energia y la fuerza muscular y reducen los
bochornos. Las mujeres que se encuentran en la transicion a la etapa no
reproductiva y que han sido tratadas con estrégenos reportan una disminucion en
los sintomas de ansiedad y depresién. La TRH con E2 o estrégenos equino
conjugados en parches, gel u 6vulos, asi como la administracion de valerato de
estradiol por via oral, solos 0 en combinacion con P4, reducen la ansiedad en
mujeres durante el periodo premenstrual y la menopausia (J. E. Rossouw et al.,
2002). Estos efectos se han corroborado en diversos estudios experimentales
usando ratas ovariectomizadas como modelo de hipogonadismo postquirurgico
(Estrada-Camarena, Fernandez-Guasti, & Lopez-Rubalcava, 2003; Martinez-Mota,
Estrada-Camarena, Lopez-Rubalcava, Contreras, & Fernandez-Guasti, 2000; Walf
& Frye, 2005; Walf, Paris, & Frye, 2009). A pesar de los beneficios reportados, no
todas las mujeres son candidatas para recibir este tratamiento, ya que el consumo
prolongado se ha asociado con mayor riesgo de padecer cancer de mama o de
utero (Lugones, 2006). Los estrégenos también aumentan el riesgo de sufrir
accidentes cerebrovasculares, ya que poseen efectos procoagulantes (Cushman et
al., 2004; Nelson, Humphrey, Nygren, Teutsch, & Allan, 2002; J. Rossouw et al.,
2011).

Estudios recientes han mostrado que los efectos de las TRH no son
equivalentes en mujeres jovenes respecto a las de edad mas avanzada; en éstas
aumenta el riesgo de sangrado y de alteraciones cognoscitivas, ademas de que la
efectividad del tratamiento podria disminuir (Farquhar, Marjoribanks, Lethaby,
Suckling, & Lamberts, 2009). Estudios preclinicos sugieren que el efecto de las TRH
se asocia con el tiempo de privacion hormonal; concretamente, a mayor tiempo
postovariectomia, la eficacia de las TRH disminuye (Moien-Afshari, Kenyon, Choy,
Battistini, McManus, Laher & Maturitas, 2003). De acuerdo con esos estudios, la
edad de inicio de tratamiento y el tiempo de privacion hormonal son factores
relevantes para la adecuada respuesta a la TRH (Warren, 2007).
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Capitulo 3. CICLO ESTRAL DE LA RATAY ENVEJECIMIENTO

Los roedores, particularmente las ratas, han sido el modelo mas utilizado para
estudiar el sistema endocrino y el envejecimiento fisioldgico de la mujer; su amplio
uso se atribuye a la semejanza en la regulacion del ciclo reproductivo, bajo control
hipotalamico y de ovulacién espontanea, ademas de la similitud de la sintomatologia
del envejecimiento endocrino tanto a nivel fisiolégico como conductual (Neal-Perry
et al., 2010).

La vida reproductiva de la rata comprende de los 3 a los 12-14 meses de
edad, dependiendo de la cepa. A nivel endocrino se caracteriza por ciclos estrales
(de estrus: frenesi) regulares con una duracion de 4-5 dias (Marcondes, Miguel,
Melo, & Spadari-Bratfisch, 2001) que se encuentra bajo el control del HHG. Cada
ciclo comprende 4 fases: metaestro (también llamado diestro 1), diestro (o diestro
II), proestro y estro. Las fases se distinguen facilmente mediante la observacion al
microscopio de las células epiteliales y los leucocitos presentes en muestras de

frotis vaginales (Olvera-Hernandez & Fernandez-Guasti, 2011).

Las oscilaciones hormonales del ciclo estral se presentan de la siguiente
manera: la P4 aumenta en la fase de metaestro disminuye casi a niveles basales en
el diestro, aumenta nuevamente hasta alcanzar sus niveles maximos en el proestro
y finalmente disminuye al inicio del estro y aumenta nuevamente al final del mismo.
Por su parte, el Ez tiene una concentracion baja durante el metaestro; comienza a
aumentar al final del diestro alcanza su pico durante el proestro (al igual que la P4);
disminuye al final de éste y regresa a sus niveles mas bajos durante el estro, dando
inicio a un nuevo ciclo (Figura 4). La ovulacion en las ratas tiene lugar en el proestro,
cuando los niveles de E2 y P4 son mas altos, y coincide con el estro conductual o
celo. Sin embargo, existen diferencias en las oscilaciones hormonales respecto al
ciclo menstrual, ya que en la mujer existen dos fases mas definidas: la folicular, en

la que predominan los estrégenos, y la lutea, en la que predomina la P4.
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Variaciones hormonales durante el ciclo estral de Ia rata
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Figura 4. Niveles de P4, E2 y hormona luteinizante (LH) a lo largo del ciclo estral de la rata (Modificado
de Henrique Pinto 2007).

La vida no reproductiva de la rata se puede dividir en tres etapas (Figura 5):
la primera inicia alrededor de los 12-15 meses de edad y corresponde a la etapa de
ciclos irregulares (Flores-Ramos & Martinez-Mota, 2012), subsecuentes a cambios
bruscos en la liberacién de LH, FSH, estrégenos y P4. Esta etapa es equivalente a
la perimenopausia de las mujeres, en la cual aumenta la produccién de FSH,
disminuye la de inhibina y se alteran las concentraciones de los estrogenos (Neal-
Perry et al., 2010). También se caracteriza por ciclos estrales mas largos y una baja
produccion folicular que puede durar varios meses. La segunda etapa se conoce
como estro constante por su citologia vaginal; tiene una duracion muy corta y es el
resultado de los niveles altos de estrégenos. Esta fase no se presenta en las
mujeres; de hecho éstas presentan un declive en la concentracion de hormonas
sexuales. Finalmente, el diestro persistente involucra el resto de la vida del animal;
en esta etapa se pierde toda funcidon ovarica por lo que es equivalente a la

postmenopausia en las mujeres (Lu, Hopper, Vargo, & Yen, 1979).

Olvera-Hernandez & Fernandez-Guasti (2011) reportaron que la mayoria de
las ratas hembra de 10 y 11 meses de edad de la cepa Wistar permanecen en la

fase de ciclos irregulares (77-82%), en diestro persistente solo se encuentran del 9

-18 -



al 12%. El porcentaje de ratas en ciclos irregulares disminuye a los 12-14 meses de
edad (69-72%), mientras que el de ratas en diestro persistente aumenta (21-28%).
Sin embargo, no se modifica la proporcién de ratas en fase de estro constante y
ciclos regulares desde los 10 a los 14 meses, que permanece debajo del 10%. Los
datos muestran que alrededor de los 14 meses inicia el declive en la funcion del eje

HHG en la mayoria de esa poblacién.

Fase reproductiva N\ N®I Rl V=T Estro Diestro Persistente
(3-12) (12-15) constante (19<)

Envejecimiento

Figura 5: Esquema temporal de la fase reproductiva y las no reproductivas de la rata.

A diferencia de las mujeres, las ratas pierden su funcion reproductiva desde
la fase de ciclos irregulares; sin embargo, al igual que ellas, manifiestan mayores
conductas de ansiedad y depresidon durante la transicién de la vida reproductiva a
la no reproductiva (Walf & Frye, 2010; Walf, Koonce, Manley, & Frye, 2009). Las
ratas envejecidas también experimentan cambios en la sensibilidad a los farmacos
psicoactivos. Por ejemplo, el diazepam pierde su accidn ansiolitica en ratas hembra
de mediana edad, pero aumenta su efecto sobre tiempo de reaccién en la prueba
de enterramiento defensivo, que se interpreta como un efecto sedante (Olvera-
Hernandez & Fernandez-Guasti, 2011). Esas variaciones sugieren que los cambios
en las hormonas sexuales, principalmente de estrogenos, repercuten en los

sistemas de neurotransmision que son blanco de farmacos psicoactivos.

La investigacién sobre el envejecimiento en roedores requiere de una gran
cantidad de tiempo y de cuidados especiales para la manutencidn de los animales;
por tal razén, se han utilizado modelos mas practicos como la ovariectomia (Ovx),
que consiste en la extirpacion quirdrgica de los ovarios para eliminar la principal
fuente de estrogenos. La Ovx semeja a la menopausia en algunos aspectos, por
ejemplo, en alteraciones conductuales en pruebas de depresion y de ansiedad,
pérdida de masa 6sea y disminucion de la conducta sexual (Estrada-Camarena et
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al., 2003; Walf, Rhodes, & Frye, 2004). No obstante, se debe subrayar que no son
organismos envejecidos, por lo que recientemente ha cobrado importancia el
estudio de agentes terapéuticos en modelos animales de envejecimiento como las

ratas de mediana edad (14-16 meses) o senescentes (22 meses).
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Capitulo 4. ESTROGENOS

La composicidn quimica de los estrégenos comprende 18 carbonos, que contienen
un anillo fendlico A (un anillo aromatico con un grupo OH en el carbono 3), y un
grupo B-OH o cetona en la posicion 17 del anillo D, lo que le confiere la estructura

caracteristica para la unién a sus receptores (Brunton, Chabner, & Knollman, 2012).

Los estrogenos ejercen su accion por medio de dos mecanismos: no
genomico y gendmico. El primero involucra segundos mensajeros que se activan
cuando los estrogenos se unen a sus receptores de membrana en 6rganos blanco
como el utero y los ovarios. En contraste, en el mecanismo gendmico los estrogenos
se unen directamente a sus receptores intracelulares para modular la expresion de
genes. Los estrégenos son hormonas de caracter lipidico, por lo que difunden
facilmente a través de la membrana celular para unirse a sus receptores del
citoplasma. ElI complejo esteroide-receptor interactua con secuencias especificas
de nucledtidos en el ADN denominadas elementos de respuesta a estrogenos, que
se encuentran en genes especificos, por lo que el efecto es mas tardado en
comparacion con el no gendomico. En otras palabras, las hormonas modulan la
transcripcion de genes y la sintesis de proteinas, por medio del mecanismo de

accion genomico (Loose & Stancel, 2006).

Existen dos subtipos de receptores a estrégenos (RE), los alfa (a) y los beta
(B). Los primeros (REa) se localizan principalmente en el utero, higado, rifiones,
sistema cardiovascular y huesos, aunque también se han encontrado en la hipdfisis
y en células de la teca de ratas. Los REB se encuentran frecuentemente en el timo,
estdmago, intestino delgado, duodeno y huesos. Las acciones de los estrogenos
sobre uno y otro receptor son independientes, aunque la estimulacion de los RE
puede modular los efectos producidos por la activacion de los REa (Harris,
Katzenellenbogen, & Katzenellenbogen, 2002; Locia, Soto, Manzo, & Hernandez,
2008).
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Los RE se expresan diferencialmente, de acuerdo al subtipo de RE (Cuadro

5), en estructuras como ganglios basales, tallo cerebral y locus coeruleus (Berlanga
& Huerta, 2000).

Rafé medio Nucleo geniculado Amigdala

Hipotalamo Adenohipdfisis (medial/cortical)

Regién caudal del tallo Area predptica Area predptica

Nucleo arcuato Estria terminal Nucleo basal de la estria
Regidn telecenfalica Amigdala terminal

Regiones CA-1 y CA-3 Lactotropos Cerebelo

Neuronas GnRH Hipocampo Locus coeruleus

Astas dorsales Astas dorsales Hipocampo

Organo subfornical Cerebelo Hipotalamo

Nucleo ventromedial del Bulbo olfatorio Nucleo del tracto solitario
hipotalamo Nucleo supradptico Septum

Area tegmental ventral
Nucleo paraventricular hipotaldmico
Rafé dorsal

Informacioén recuperada de Locia et al. (2008); Weiser, Foradori, & Handa (2008).

4.1 Efecto de los estréogenos en el SNC

Los estrégenos producen cambios funcionales y estructurales en el SNC. Por
ejemplo, intervienen en la excitabilidad neuronal y en la modulacién de sistemas de
neurotransmision, ya que participan en la sintesis, metabolismo, y recaptura de
diferentes neurotransmisores. Estudios de restitucion hormonal en ratas Ovx
muestran que los estrogenos favorecen la neurogénesis, es decir, la formacion de
nuevas neuronas en el cerebro adulto, asi como el crecimiento de dendritas, lo cual
aumenta los puntos de contacto entre las células (Nissen et al., 2012). De esta
manera, los estrégenos contribuyen a la plasticidad neuronal, a la respuesta al
estrés y a la regulacion de las emociones y del estado de animo (Jensvold, 1995;
Walf & Frye, 2010).

Los estrogenos participan en la etiologia de diversos trastornos mentales,
como los de ansiedad y la depresion, como la indican varias investigaciones
preclinicas. Por ejemplo, se ha mostrado que las ratas hembra con mayores
concentraciones de E2 y P4 exhiben menos conductas de ansiedad en varias
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pruebas sensibles a farmacos ansioliticos (Frye, Walf, & Paris, 2010; Walf, Koonce,
et al., 2009) ademas, la Ovx favorece la aparicion de conductas de ansiedad y
depresion en ratas y ratones hembra (Frye & Walf, 2004). El tratamiento con
diferentes estrogenos como el benzoato de estradiol y el E2 reduce las conductas
de ansiedad en ratas hembra adultas (Walf & Frye, 2006, 2009). De forma
interesante Walf y Frye en 2005 reportaron que es posible que el efecto ansiolitico
del E2 esté mediado por cambios en la actividad del eje del estrés, conocido como
eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal (HHA). Estas autoras encontraron que el E2
produce un efecto ansiolitico con un patron de curva en U, es decir, efectivo en dosis
intermedias (10-20 ug/kg) pero no en dosis bajas o altas (1-5 pg/kg, o 50 pg/kg,
respectivamente). De forma paralela unicamente las dosis intermedias redujeron la
concentracion plasmatica de corticosterona, el principal mediador del estrés,
mientras que la dosis mas alta de Ez2 la exacerbd con respecto al grupo control. Por
lo tanto, es posible que la adecuada modulacion del eje del estrés pudiera subyacer
al efecto ansiolitico de E2. Dicha modulacién podria compararse a la de mujeres
expuestas a pruebas psicométricas como estimulos estresantes, ya que aquellas
que regulan mejor el estrés y tienen niveles moderados de estrégenos presentan
menores respuestas de ansiedad (Altemus et al., 2001; Sibolboro Mezzacappa, Tu,
& Myers, 2003).

4.2 17 —Aminoestrégeno prolame

Los 17B-aminoestrogenos (AEs) son hormonas sintéticas derivadas de la
estrona. Su estructura quimica es similar a la del E2 (Figura 6); la diferencia radica
en que poseen un grupo amino (NH) en el carbono 17 unido a una cadena que
puede variar de 3-6 carbonos (Fernandez G, Rubio-Arroyo, Soriano-Garcia,

Toscano, & Perez-Cesar, 1985; Lemini, Franco, Avila, & Jaimez, 2005a).

Este cambio en la estructura quimica les confiere actividad anticoagulante,
contraria a la procoagulante del E2 y de otros estrogenos ampliamente utilizados
para las TRH, como los EEC y el valerato de E2 (Jaimez et al., 2000; Lemini et al.,
2005a; Lemus et al., 1998).
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HN(CH2)nOH

Estradiol

n =3 Prolame
n =4 Butolame
n =5 Pentolame

Figura 6: Estructura quimica del E2 y los17B3—AE. Tomada de Lemini et al. (2016).

Al respecto, Lemini et al. (2005a), compararon el tiempo de coagulacion en
ratones hembra adultas jévenes ovariectomizadas (AJ-Ovx) tratadas de manera
aguda con Ez2, prolame, butolame o pentolame (20-80 ug/kg). Encontraron que el E2
redujo el tiempo de coagulacion de un 10 a 25% mientras que los AEs lo aumentaron
de un 12 a 48%. En el mismo trabajo se reportaron resultados similares en ratas
macho cuando los tratamientos se administraron en dosis altas y mediante un

esquema subcronico (5 dias, 1000 pg/animal/ dia).

En ratas hembra Ovx se ha encontrado que el tratamiento por 5 dias de los
AEs prolame y butolame (1-1000 pg/rata) produce importantes efectos
anticoagulantes (Figura 7). La dosis media efectiva (IC50) del butolame fue de 5.4
+ 0.65 pg/rata, mientras que la de prolame fue de 66.6 + 2.57, por lo que butolame
mostré mas potente para incrementar el tiempo de coagulacion. E2 produjo los

efectos opuestos sobre el tiempo de coagulacién (Jaimez et al., 2000).

El prolame [17B-(3-hidroxy-1-propylamino)-1.3.5(10)-(estratrien-3-ol)] ha sido
el AE mas estudiado en diferentes modelos in vitro e in vivo. Sus acciones sobre la
trascripcion estan mediadas por la interaccion con los REa y RE, una caracteristica
que comparte con el E2. La afinidad de prolame es similar para ambos subtipos,
mientras que otros AEs de la serie, como butolame o pentolame, tienen mayor
afinidad por los REa (Jaimez et al., 2000).
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Figura 7. Efecto de prolame (4 ), butolame (m) y E2 (@) en el tiempo de coagulacion de la sangre. Las
ratas hembra, fueron tratadas con los estrégenos 20 dias después de la Ovx. Los tratamientos fueron
aplicados por 5 dias, por via s.c. La evaluacién se realiz6 a las 24 h de la ultima administracion.

Prolame produce efectos estrogénicos en el tejido uterino. Lemini, Franco,
Avila, & Jaimez (2005b) reportaron que este AE aumenta de forma dependiente de
la dosis el peso uterino de ratas o ratones hembra Ovx. Este efecto se ha observado
con tratamientos agudos y sub-crénico (tres administraciones), en un rango de 0.01
a 1000 ug/kg; en todos los casos se necesitd una dosis mayor que la de E2 para
aumentar el peso del utero. Lo anterior se ha replicado con otros compuestos de la
serie (Jaimez et al., 2000; Lemini et al., 2005b), sugiriendo que los AE tienen menor

potencia estrogénica en utero que el Ex.

Con respecto a los efectos centrales, se ha demostrado que la administracion
de prolame durante tres dias produce efectos antidepresivos en ratas hembra de 4
meses de edad con supresion hormonal por Ovx (Lemini et al., 2013). El efecto es
similar al de E2, aunque se necesit6 el doble de dosis (20 ug/rata) para producir el
mismo efecto del estrégeno natural. Ademas, las acciones de ambos compuestos
sobre la conducta depresiva fueron completamente bloqueadas por tamoxifeno, un
antagonista inespecifico de los RE, indicando que éstos participan en el efecto
antidepresivo de prolame (Lemini et al., 2013).

Por otro lado, el tratamiento crénico (26 dias) con prolame a dosis de 60ug/kg

produce efectos ansioliticos en ratas hembras AJ-Ovx evaluadas en la prueba de
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laberinto elevado en cruz, un modelo animal de ansiedad (Lemini et al., 2016;
Nissen et al., 2012). También se ha evidenciado que el prolame produce efectos en
la cognicion, ya que mejora la navegacion de ratas en la prueba del laberinto de
Morris (Nissen et al.,, 2012), que evalua la memoria espacial dependiente de
hipocampo. En suma, prolame tiene un efecto equivalente al de E2 en pruebas de

ansiedad, depresion y memoria en ratas jovenes con hipoestrogenismo.

A la fecha no se ha estudiado el posible efecto ansiolitico de prolame en
modelos de envejecimiento con pérdida natural de hormonas sexuales. Las ratas
de mediana edad presentan esas condiciones y, por lo tanto, son un modelo
adecuado para estudiar los efectos del prolame en una poblacion que se caracteriza

por el envejecimiento ovarico.
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Capitulo 5. MODELOS ANIMALES

La investigacion preclinica de los trastornos afectivos se apoya en modelos
experimentales con animales de laboratorio. Los modelos animales se han
estandarizado para reflejar una condicion humana susceptible de modificacién por
intervenciones farmacoldgicas de uso clinico o experimental; sin embargo, solo se
puede observar el aspecto somatico y la conducta de una condicién especifica.
Gomez, Saldivar, & Rodriguez (2002) sefialaron que los modelos animales deben
evaluar el potencial terapéutico de farmacos utilizados en el tratamiento del
trastorno en cuestidon; ademas, amplian el espectro indicando que los modelos
deben contribuir a conocimiento de los mecanismos de accion de dichos farmacos

y a la determinacion de los sustratos neurobioldgicos del trastorno.
5.1 Modelos animales de ansiedad

Clinicamente la ansiedad se define como la respuesta emocional del miedo
anticipado ante futuras amenazas, que pueden ser o no reales, con sintomas y
cambios fisioldgicos bien identificados. Los modelos animales de ansiedad son
simplificaciones del trastorno humano, el cual es mucho mas complejo. Permiten la
simulacién de un numero limitado de signos y, a falta de la descripcion subjetiva de
las emociones que ocurre en el humano, su validez se sustenta en mediciones
fisiolégicas, neuroquimicas y conductuales caracteristicas de la ansiedad, los
cuales pueden revertirse con farmacos ansioliticos clinicamente efectivos (Koob,
Heinrichs &. Britton, 1998; Smith & Nutt, 1996).

Cualquier modelo animal debe cumplir con ciertos criterios de confiabilidad y
validez (Cuadro 6) que evaluan la utilidad y valor cientifico de la informacion que

proporciona.

Los modelos animales de ansiedad se clasifican en condicionados y no
condicionados. Los primeros requieren de un entrenamiento que involucra dos
eventos: uno adverso, denominado estimulo no condicionado (por ejemplo, un

choque eléctrico), que se acopla a un segundo evento, denominado estimulo
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condicionado, como un tono o una luz. Después de uno o varios entrenamientos, el
animal desarrolla conductas que indican ansiedad cuando se les presenta el
estimulo condicionado (Gomez et al., 2002; Koob, 1998). En estos modelos se
controlan las variables del experimento para obtener las conductas deseadas; sin
embargo, el proceso del modelado involucra centros cerebrales asociados a la
memoria y el aprendizaje, por lo que la conducta final no refleja una respuesta

espontanea.

Se determina por la respuesta farmacolégica a los tratamientos clinicamente
Predictiva efectivos. Los modelos de ansiedad deben ser sensibles a los farmacos
ansioliticos, con resultados observables a nivel fisiologico.

Se define como la similitud fenomenoldgica y conductual entre lo que se

De apariencia , : .
observa con el modelo y los sintomas del trastorno a nivel clinico.

Es el grado de correlacion de un modelo con otros que miden el mismo
trastorno de ansiedad.

Se refiere a que la etiologia del trastorno clinico pueda explicar el origen de
las alteraciones conductuales en el modelo animal.

Convergente

Etiologica

Cuadro 6. Descripcion tomada de Koob (1998).

Por su parte, los modelos animales de ansiedad de tipo no condicionado se
apoyan en las respuestas innatas del animal ante estimulos adversos, que no
necesitan un entrenamiento previo. Los estimulos pueden ser: a) similares a los
naturales, como los espacios novedosos e intensamente iluminados, el
enfrentamiento con individuos dominantes de su misma especie o predadores
naturales, y b) adaptaciones de estimulos naturales, como choques eléctricos de
baja intensidad. Considerando esta clasificacion, tanto el modelo de Laberinto
Elevado en Cruz (LEC) como la prueba de Enterramiento Defensivo (ED), se
consideran modelos no condicionados (De Boer & Koolhaas, 2003; Rodgers, Cao,
Dalvi, & Holmes, 1997).

5.1.1 Laberinto elevado en cruz

Es un modelo descrito y validado por (Pellow, Chopin, File, & Briley, 1985) desde
1984-1985. Se basa en la exploracién y la respuesta de temor que muestran los
roedores ante los espacios abiertos (Treit, Menard, & Royan, 1993), que incluye la
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conducta tipica de aproximacion-
evitacion en ambientes nuevos. El LEC
consta de cuatro brazos de madera del
mismo tamafo, colocados en forma de
cruz y elevados sobre una plataforma
(Figura 8). Dos brazos se encuentran
expuestos e iluminados mientras que los

otros dos tienen paredes que

Figura 8. Dispositivo de la prueba de LEC proporcionan  un ambiente oculto 'y
obscuro (Pellow et al., 1985). De manera natural, los roedores tienden a
permanecer en los brazos cerrados, ya que los brazos abiertos representan un
estimulo adverso que reduce la permanencia y el numero de entradas a éstos. Los
tratamientos ansioliticos que se utilizan en la clinica, como benzodiacepinas,
antidepresivos ftriciclicos y diferentes estrégenos, aumentan en el roedor el tiempo
de permanencia en los brazos abiertos (TBA) y también el numero de entradas a

éstos (ver Cuadro 7). Hormonas como las progestinas producen efectos similares.

Long-Evans, en
diestro, /

Bitran, Hilvers, & Ovx > diestro

Kellogg, (1991) proestro y Ovx = proestro
Fernandez-Guasti,
Martinez-Mota, . ,
Estrada-Camarena, vasi::;ctas 20l o7 r2n1-/i6)d|as s - DMI (Ovx)
Contreras, & Lopez- g/kg
Rubalcava, (1999)
Long Evans, E2 (0.9 mg/kg), raloxifeno (1 1-E2
Walf & Frye, (2010) Ovx. mg/kg) 6 Ez + raloxifeno t-raloxifeno
Nissen et al., (2012) Wi§tar, Ovx e Prolame (60 pg/kg) 6 E2 (50 1-Prolame
intactas. pg/kg), durante un mes. 1-E2

Cuadro 7. Todos los estudios fueron realizados en ratas hembra de 2-4 meses de edad. Simbologia:
> mayor que, = igual que, 1 aumento. Abreviaturas: TBA, tiempo de permanencia en brazos abiertos;
LEC laberinto elevado en cruz; Ovx, ovariectomia; E2, estradiol; DMI, desipramina.
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El LEC se considera un modelo de agorafobia y ansiedad generalizada, con
base en la respuesta a farmacos. Dado que el modelo requiere de la activacion
motora de los animales, se han implementado medidas para descartar efectos
inespecificos, por ejemplo, el numero de cruces en el laberinto (# C), es decir, la
cantidad de entradas o salidas a cualquiera de los cuatro brazos, y la latencia de
entrada que indica el tiempo que tarda el roedor desde que se coloca en el centro
del laberinto al iniciar la evaluacion, hasta que entra a cualquiera de los cuatro

brazos.
5.1.2 Enterramiento defensivo

Es una prueba propuesta por (Pinel & Treit,
1978), basada en la conducta innata de los
roedores para defenderse de algun
estimulo que les produce temor, por
ejemplo, la presencia de depredadores (De
Boer & Koolhaas, 2003). La conducta de

enterramiento consiste en el

Figura 9. Caja de la prueba de
desplazamiento del material de cama (tierra, hojarasca, aserrin, entre otros) hacia el

estimulo adverso; el material se moviliza con las patas delanteras o con la cabeza
del roedor, por lo que el enterramiento se considera una conducta defensiva (Figura
9). Se ha propuesto que este modelo refleja un estado de ansiedad generalizada, ya
que las benzodiacepinas y algunos antidepresivos reducen la conducta de
enterramiento (ver Cuadro 8). Algunas hormonas esteroides como las progestinas o
la testosterona también reducen el tiempo de enterramiento, mientras la mayoria de
los estrogenos administrados de forma exdgena tienen menor eficacia que las
progestinas para reducir la conducta tipo ansiedad en este modelo (Fernandez-
Guasti, Fiedler, Herrera, & Handa, 2012; Fernandez-Guasti et al., 1999).

La prueba de ED consiste en colocar al animal en una caja de acrilico
transparente con aserrin u otro material como cama. En una de las paredes se
encuentra adherido un electrodo conectado a un estimulador de corriente constante

que emite choques eléctricos al contacto (se recomienda de 0.03-1 mA). La
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respuesta al choque eléctrico varia dependiendo de la intensidad del choque, asi
como al material de cama y la altura de ésta (De Boer & Koolhaas, 2003). El tiempo
invertido en la conducta de enterramiento (TE) es un indicador directo de los niveles
de ansiedad, mientras la latencia de enterramiento (LE) indica la capacidad de
respuesta del animal ante el estimulo adverso. Se espera que un farmaco ansiolitico
reduzca la conducta de enterramiento sin modificar el tiempo de reaccioén al estimulo;

sin embargo, éste también puede aumentar con dosis altas de ansioliticos. En tal

caso, se considera que dicha dosis produce un efecto sedante (Koob et al., 1998).

Q . ]
Fernandez- Wistar T cronico 1-Ovx -
: 21 dias }- Ovx 1-
Guasti et al. Ovx e Desi . proestr - - -
(1999) intactas esipramina proestro o
(2.5 mg/kg) 1-estro
WKY WKY  WKY
! - : Wista  Wist
Rogel- i Wistar e
Salazar & SR I r
vs Wistar ; ;
Lopez- Kyoto Clomipramin
Rubalcava  4y.vy  @(0,06,25 ) ient
» (2011) 65mgkg) 0 ¢ e |a dosis : : : : :
8-OH-DPAT
(0.06 mg/kg).
Tx crénico
Wistar @,  clomipramin T
Olvera- enciclos a(0.6mgkg) | 1 Wista i
Hernande irregulares Yy 8-OH-  Wistar<WKY Wistar )
z& odiestro ~ DPAT (0.03
Fernandez persistent mg/kg).
-Guasti, ey / ?>d Q<d - >3 -
(2011) & De 10- Diazepam
14 meses. 0501.0 - 1-Q - - - -
mga/kg

Cuadro 8. Todos los estudios fueron realizados en ratas. Simbologia: ¢ hembra, & macho > mayor
que, < menor que, | reduccion, 1 aumento. Abreviaturas: TE, tiempo de enterramiento; L, latencia de
enterramiento; % AE, Porcentaje de animales que expreso la conducta de enterramiento; TF, tiempo
de freezing; TG, tiempo de grooming, # CH, numero de choques, WKY, Wistar-Kyoto.

Ademas del enterramiento, los roedores despliegan estrategias de

afrontamiento que involucran conductas pasivas como el freezing (el animal

-31-



permanece sin realizar movimiento alguno) y la inmovilidad (presenta movimientos
laterales de  cabeza, lo que indica un estado de alerta)
(Lopes, Azevedo, Imbiriba, Freire, Valencga, Caldirola, Perna & Nardi 2009) o bien
expresiones activas, como el grooming (un patron de acicalamiento céfalo-caudal
caracteristico de ratas estresadas) o las aproximaciones al electrodo (Kalueff &

Tuohimaa, 2005), que predominan en algunas cepas de roedores.
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lll. Planteamiento del problema

Prolame es un AE que produce efectos ansioliticos en ratas hembra adultas jévenes
con hipoestrogenismo inducido por ovariectomia. La similitud de sus efectos
ansioliticos con los del estrégeno natural 173-estradiol (E2) le confiere el potencial
de ser usado como una TRH con acciones centrales. Por otro lado, el prolame
produce efectos sobre parametros sanguineos, celulares y conductuales, con
menor potencia respecto al E2, sugiriendo que podria producir efectos adversos de

menor gravedad en tejidos sensibles a estrégenos, como el uterino.

La poblacion blanco para las TRH son las mujeres maduras con sintomas
somaticos y psiquiatricos asociados a la menopausia. Los estudios en ratas hembra
adultas joévenes ovariectomizadas no proporcionan soporte para trasladar los
hallazgos de prolame a la poblacion de mujeres maduras. Se desconoce si prolame
produce efectos ansioliticos en ratas hembra envejecidas, con deterioro natural del
eje gonadal por la edad. Tampoco se sabe si este estrégeno induce efectos tréficos
sobre el tejido uterino, en animales que tendrian, por envejecimiento, menor

cantidad de receptores a estrogenos.
IV. HIPOTESIS

El tratamiento crénico con prolame producira un efecto tipo ansiolitico mas
pronunciado en los grupos de hembras adultas jovenes respecto a las hembras
envejecidas, asi como en hembras ovariectomizadas respecto a las gonadalmente
intactas. El efecto ansiolitico del prolame tendra una eficacia equivalente a la del Ez,

pero producira menos efectos uterotropicos.
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V. OBJETIVOS

General

Evaluar si el efecto ansiolitico del tratamiento cronico con prolame en ratas hembras
es dependiente de la edad y/o la condicion endocrina, asi como comparar los

efectos con el estrogeno de referencia Ez.

Particulares

1. Determinar si prolame produce un efecto tipo ansiolitico en las ratas
hembras, similar al del estrogeno de referencia E-.

2. Analizar si el efecto ansiolitico de prolame en ratas hembras se modifica por
la edad (ratas adultas jovenes y ratas de mediana edad), por la condicién
endocrina de las ratas (intactas versus ovariectomizadas), o por ambos
factores.

3. Determinar si prolame produce efectos en la actividad motriz que pudieran
interferir con su actividad ansiolitica.

4. Determinar si prolame produce efectos troficos en el tejido uterino, y si éstos
dependen de la edad, condicién endocrina o0 ambos factores.

5. Analizar si los efectos de prolame sobre la ansiedad se asocian a altas

concentraciones de estradiol y a la baja concentracidn de corticosterona.
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VI. METODOLOGIA
Diseino

Se realizé6 un estudio con un disefio experimental transversal de dos factores
(tratamiento y edad/condicién endocrina), con grupos independientes y una muestra

aleatorizada (Figura 10).

Los animales se evaluaron en las siguientes condiciones endocrinas: a) ratas
de ME gonadalmente intactas y con ciclos estrales irregulares, equivalente a la
etapa de la perimenopausia en la mujer, por lo que cualquier cambio en el efecto de
los tratamiento sera atribuido a la edad y a la irregularidad endocrina, b) ratas de
ME Ovx, condicién establecida para identificar los cambios en el efecto de los
tratamientos Unicamente por edad y c) ratas adultas jovenes Ovx, como un grupo
control para observar el efecto de los tratamientos en animales no envejecidos, sin

cambios hormonales.

Los tratamientos utilizados fueron el farmaco experimental prolame (60 y 120
Ma/kg) vy, el estrogeno de referencia E2 (40 y 80 pg/kg, equimolares a las de
prolame), disueltos en aceite de maiz (vehiculo), con el cual también se administro
al grupo control. Las dosis mas bajas se tomaron de un estudio previo (Lemini et al.,
2013; Lemini et al., 2016) en el que se identificé un efecto de prolame sobre las
conductas tipo depresion y ansiedad en la rata hembra. Tomando en consideracion
que los animales envejecidos responden a dosis mas altas de algunos farmacos
psicoactivos (Lopez-Rubalcava, Fernandez-Guasti, & Urba-Holmgren, 1996), todos
los tratamientos se utilizaron en una dosis mas alta respecto a la efectiva en

hembras jovenes (Lemini et al., 2013; Lemini et al., 2016).

-37-



Ratas ¢ Wistar
AJ (19 semanas)

] |

Vehiculo ——1 Vehiculo 1 Vehiculo
| E,40 ug/kg | E,40 pg/kg | E,40 pg'kg
——| E;80 pg/kg | E,80 ug/kg ———| E»80 pg/kg

| Prolame | Prolame | Prolame
o 60 Hg’k |80 /K - |60 g’k

| Prolame | Prolame Prolame
- | 120 pug/k - 120 g’k - 120 g’k

Figura 10. Disefio del estudio. Con tres brazos independientes (edad/condiciéon endocrina), que
incluyen 5 brazos de tratamiento cada uno. Edad de los animales al momento de las evaluaciones
conductuales.

Sujetos
El estudio se realiz6 en ratas hembra AJ (3 meses de edad, al inicio del experimento)

de la cepa Wistar, que se obtuvieron del bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria
Ramon de la Fuente Mufiiz (INPRFM), y en ratas hembra de ME (15 meses de edad
al inicio del experimento) de la misma cepa, donadas por el Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV). Los animales se alojaron en
condiciones estandar de bioterio, en grupos de 5 dentro de cajas de acrilico
transparente de 43x34x19cm, en un cuarto con un ciclo de luz/obscuridad de 12/12
hrs (la luz se encendi6 a las 21:00 hrs), con libre acceso a alimento y agua (excepto
durante las evaluaciones). El cuidado y manejo de los animales se realizé de
acuerdo a las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio (Norma Oficial Mexicana -062-Z00-1999). El presente
protocolo fue aprobado por los Comités de Investigacion y Etica en Investigacion
del INPRFM (NC143370.1).

Farmacos
El prolame se sintetizd y proporciond por el Laboratorio de Farmacologia Endocrina
del departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la UNAM. EIl E2

se adquirié en la compafia Sigma-Aldrich (San Luis, MO, USA). Todos los
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estrégenos se disolvieron en aceite de maiz (La Gloria) y se conservaron a

temperatura ambiente.
Variables

Independientes

a) Tratamiento: Vehiculo, prolame y Eoz.

b) Edad/Condicién endocrina: Mediana edad (ME) con ciclos estrales irregulares,
Mediana edad ovarectomizadas (ME Ovx) y adultas jovenes ovariectomizadas (AJ
Ovx).

Dependientes

a) Efecto tipo ansiolitico en el LEC
Pardmetros: Tiempo de permanencia en los brazos abiertos (TBA)
Tiempo de permanencia en los brazos cerrados (TBC)
Numero de cruces (No. de cruces)
b) Efecto tipo ansiolitico en la prueba de ED
Parametros: Porcentaje de animales que muestran la conducta de enterramiento
Latencia de enterramiento (LE)
Tiempo de enterramiento (TE)
c) Mediadores fisiologicos
Pardmetros: Concentracion de corticosterona en suero (pg/ml).
Concentracion de Ez en suero (pg/ml).
d) Efectos secundarios

i. Prueba de actividad locomotora

Parametros: Numero de cuentas de movimientos ambulatorios
Numero de cuentas de movimientos exploratorios (rearings)
ii. Cambios en el tejido uterino

Parametros: peso del utero en gramos (g)

Extranas
a) Condiciones de alojamiento (cuarto, temperatura, material de cama, luz,

humedad y ruido).
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b) Salud general de los animales (presencia de acaros, enfermedades y tumores).
c) Manipulacion (diferentes administradores y hora de administracion).

d) Evaluacion (presencia del experimentador).

Pruebas conductuales

Laberinto elevado en cruz (LEC)

Para esta prueba se utilizé un dispositivo que consta de cuatro brazos de madera
de 10 cm de ancho y 50 cm de largo cada uno, con una cubierta de acrilico blanco
a manera de piso, colocados en forma de cruz sobre una plataforma de 50 cm de
altura. Dos brazos se encuentran expuestos, mientras los otros dos tienen paredes
de acrilico de 40 cm de altura. La evaluacion se realizé en un cuarto iluminado por
luz roja (60 watts), con niveles bajos de ruido, para evitar interferencias. Las ratas
fueron colocadas individualmente en el laberinto, con la cara frente a alguno de los
brazos abiertos; se permitié la exploracion por 10 min. La cual fue videograbada
para su analisis posterior.

El analisis de la conducta en el laberinto y las otras pruebas se realizé por
observadores sin conocimiento de las condiciones de tratamiento y el estado
endocrino de las ratas. Para evaluar el efecto tipo ansiolitico en el LEC, se
registraron los siguientes parametros:

1. Tiempo de permanencia en los brazos abiertos (TBA): tiempo acumulado

(seg) que el animal permanecid, al menos con tres cuartas partes de su cuerpo
y con las cuatro patas, en cualquiera de los brazos abiertos.

2. Tiempo de permanencia en los brazos cerrados (TBC): tiempo acumulado

(seg) que el animal permanecid, al menos con tres cuartas partes de su cuerpo
y con las cuatro patas, en cualquiera de los brazos cerrados.

3. Tiempo en el centro (TC): tiempo acumulado (seg) que el animal

permanecio, al menos con tres cuartas partes de su cuerpo y con las cuatro
patas, en el centro del laberinto.

4. Numero total de cruces (No.de cruces): el numero de cruces que la rata

realizé en todos los brazos del laberinto. Se conté un cruce cada vez que el
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animal sali6é o entr6 a cualquiera de los cuatro brazos, cruzando con las cuatro

patas y la mayor parte de su cuerpo.

Un tratamiento con efectos ansioliticos produce aumento del tiempo que los
roedores permanecen en el brazo abierto del laberinto y, en correspondencia,
reduce el tiempo de permanencia en el brazo cerrado. El numero de cruces
permite determinar si el tratamiento produce a la vez acciones estimulantes
motoras (aumento del numero de cruces) o acciones sedantes (menor numero

de cruces).

Enterramiento defensivo (ED)

Se coloco al animal dentro de la caja de prueba (16x22x33 cm), con una cama de
aserrin de 3 cm de alto y un electrodo de 10 cm de largo incrustado en una de las
paredes angostas de la caja. El electrodo se encuentra conectado a un estimulador
de corriente constante que libera choques eléctricos de 0.3 mA (Fernandez-Guasti
et al., 1999).

Previamente, los animales fueron alojados de manera individual en una caja
de acrilico, con dimensiones idénticas a la caja de prueba, durante 20 minutos al
dia, por tres dias. La prueba de ED inicié colocando a cada animal en la caja de
prueba, durante 10 minutos. Cada que el animal tocé el electrodo, recibié choques
eléctricos, que desencadenaron conductas defensivas por parte del animal, las
cuales fueron videograbadas para su analisis posterior. En esta prueba se
analizaron los siguientes parametros:

1. Latencia de enterramiento (LE): tiempo (seg) transcurrido desde que el

animal recibio el primer choque eléctrico hasta el momento en que comenzé
a expresar la conducta de enterramiento.

2. Tiempo de enterramiento (TE): tiempo acumulado (seg) que el animal

invirtid en cubrir el electrodo con aserrin.

3. Tiempo de inmovilidad (TI): tiempo acumulado (seg) que el animal

permanecio inmovil (acostado, sentado, parado en al menos tres patas o en
cualquier otra posicion), presentando ligeros movimientos de la cabeza o la
nariz que indican un estado de alerta.
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4. Tiempo de freezing (TF): es el tiempo acumulado (seg) que el animal

permanecié completamente inmovil, justo después de recibir un choque
eléctrico.

5. Numero de choques (#CH): numero de choques eléctricos recibidos por el

animal, al contacto con el electrodo.

Los tratamientos ansioliticos producen una reduccién del TE sin modificar la LE.
Para algunos farmacos, el efecto ansiolitico se observa con una disminucion en
el TF o en el Tl. Por otra parte, se espera que los tratamientos no produzcan
cambios en el numero de choques eléctricos recibidos, que se interpretan como

posibles acciones anti-nociceptivas.

Campo abierto (CA)

El sistema automatico (PanLab) consta de un software (IR LE8811) acoplado a una
caja de Plexiglas transparente (45x35x45 cm) con dos sensores infrarrojos
colocados en cada una de las 4 paredes a una altura de 2.5cm y 10.5cm,
respectivamente. La prueba consistid en colocar a cada hembra durante 5 minutos
en la caja de plexiglas. Los datos de la actividad motriz se obtuvieron de manera
automatica en la computadora y se presentan como el numero de cuentas de

movimientos ambulatorios (cuentas/5 min).

La prueba de CA se realiz6 para descartar efectos sedantes, analgésicos o
estimulantes, inducidos por los tratamientos, que pudieran interferir con su efecto
ansiolitico. Una accidén estimulante aumentaria el numero de movimientos

ambulatorios, mientras que una sedante lo disminuiria.
Medicion del efecto tréfico de los tratamientos sobre el peso uterino

Posterior a la obtencion de sangre se extrajo el utero de cada animal, retirando todo
material ajeno a este, como el tejido adiposo, y se pesd en una balanza analitica. El
peso del utero se normalizé respecto al peso corporal de cada rata.
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Evaluacién del efecto de los tratamientos sobre mediadores fisiolégicos

Concentracion de corticosteronay de E2en suero

Los animales fueron sacrificados por decapitacion 30 min después de las pruebas
de conducta, este tiempo fue seleccionado debido a que coincide con la maxima
concentracion de corticosterona después de pruebas de conducta (Martinez-Mota,
Ulloa, Herrera-Pérez, Chavira, Fernandez-Guasti, 2011). Después de Ila
decapitacion se obtuvo la sangre troncal de los animales (ME, n=3 y AJ, n=5-9), la
cual fue centrifugada (4000 rpm durante 25 min a 4° -C) para obtener el suero, el
cual se almacen6é a 20° -C. Las concentraciones de E2 y corticosterona se
determinaron con la técnica de radioimmunoensayo, utilizando kits comerciales v,

siguiendo las instrucciones del fabricante.

El procedimiento se realizdé con tubos recubiertos con anticuerpos, donde el
E2 y la corticosterona marcados con 1?5, compiten con los esteroides libres de la
muestra, por los sitios de los anticuerpos. Después de una incubacion, las formas
unidas y no unidas de E2 o corticosterona fueron separadas por decantacion. Los
tubos fueron analizados con un contador gamma, el conteo fue inversamente
proporcional a la cantidad de hormonas presentes en el suero. La cantidad total de
E2 (pg/mL) y corticosterona (ng/mL) se determiné usando una curva de calibracion.
La actividad especifica fue 4 uCi. La sensibilidad limite para el E2 fue 8 pg/mL y para
corticosterona de 5.7 ng/mL. Las variaciones intra- e inter- ensayo fueron de <7%y

<8.1% para E2, y de <12.2% y 14.9% para corticosterona.
Material e instrumentos

Frotis

Solucion salina (NaCl al 0.9%), pipetas Pasteur de plastico, porta objetos,

microscopio estandar compuesto (de dos lentes oculares y 4 objetivos).

Ovariectomia (Ovx)

Jeringa de 5 ml (para la anestesia) con aguja calibre 0.40mm x 2". Agente

anestésico: 2 g de 2,2,2-Tribromoetanol, el cual se obtuvo de Sigma-Aldrich (San
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Luis, MO, USA), disuelto en 8 ml de etanol, aforado a 100 ml con solucion salina.
Antisépticos: Yodo (Germisin, Farmacéuticos Altamirano, México) y desinfectante:
Benzal (Antibenzil, Farmacéuticos Altamirano, México). Material para cirugia: tijeras
de diseccion, pinzas de diseccion y de curacion, gasas, algodon, hilo para sutura y

aguja de sutura.

Decapitacion y obtencidon de uteros

Guillotina estandar para roedores, embudos de vidrio, tubos de vacutainer (de vidrio
y etiqueta roja —sin anticoagulante-), centrifuga Eppendorf con sistema de
refrigeracion, pipeta de 1ml (Pyrex), tubos de microcentrifuga (Eppendorf, 2ml),

tijeras de diseccion, pinzas de diseccidn y de extraccion, y cajas de Petri de plastico.

Niveles hormonales de E2 v corticosterona en suero

Kits comerciales de la linea Coat-A-Count, marca Siemens (Alemania) para detectar
E2 (TKE21) y corticosterona (TKRC1).

Procedimiento general

Los animales de ME utilizados en este trabajo fueron donados por el CINVESTAV
al cumplir seis meses de edad, por lo que se les mantuvo en el bioterio del INPRFM
con los cuidados necesarios hasta que cumplieron 15 meses de edad (cuando
comenzd el estudio). Posteriormente se tomaron frotis vaginales diariamente
durante un mes, para corroborar que las ratas estuvieran cursando la etapa de ciclos
irregulares, de acuerdo con lo indicado en Olvera-Hernandez & Fernandez-Guasti
(2011); las hembras en fase de estro constante o diestro persistente se excluyeron
del estudio. Las ratas de ME fueron asignadas a dos grupos, al primero se le realizd
una Ovx para eliminar la principal fuente de estrégenos, y se les mantuvo durante
tres semanas mas (periodo de recuperacion) en las mismas condiciones, mientras

que al segundo grupo, se le continué tomando frotis por dos semanas.

En el caso de los animales jévenes, una vez recibidos se les alojo en el
bioterio del INPRFM hasta que cumplieron 12 semanas de edad. Posteriormente se

les realizé una Ovx y se mantuvieron en las mismas condiciones que las hembras
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de ME. Durante el tiempo de recuperacion de los animales se prepararon las
soluciones y se conservaron en frascos ambar a temperatura ambiente hasta el

término del experimento.

Tres semanas después de la cirugia los animales fueron asignados de forma
aleatoria a uno de los 15 grupos experimentales, de acuerdo a su condicion
endocrina (ver disefo, Figura 10). Los tratamientos se administraron por via
subcutanea, aproximadamente a las 10:00 am, en una dosis de 40 ug/kg de E2 0 60
Mg/kg de prolame (en 0.1 mL de vehiculo) o bien de 80 ug/kg de E2 0 120 ug/kg de
prolame (0.2 ml). Las ratas Ovx fueron tratadas durante 26 dias, mientras que las
ratas gonadalmente intactas recibieron el tratamiento durante 26-31 dias, con el fin
de que la decapitacion de los animales se realizara en la fase de diestro; la fase del
ciclo estral se determind por medio del analisis citoldgico de los frotis vaginales. Se
eligié esta fase porque semeja una condicién endocrina de niveles hormonales muy
bajos. El esquema de administracion de los tratamientos se seleccion6 con base en

estudios previos (Lemini et al., 2013; Limon et al., 2012).

El dia 24 del tratamiento (Figura 11), y media hora después de la ultima
administracion (10:30 am), los animales fueron evaluados en el LEC, y dos horas
después (12:30 pm), en la prueba de ED. El ultimo dia de tratamiento,
aproximadamente 1 hora antes de la decapitacion, los animales se evaluaron en la
prueba de CA (aproximadamente a las 10:30 am) para evaluar si el tratamiento

produce cambios en la actividad motriz.

Todas las evaluaciones conductuales se realizaron en un cuarto iluminado
con luz roja de 60 W, eliminando la mayor fuente de sonidos posible, y fueron
videograbadas. Posterior a la prueba de CA, los animales fueron decapitados para
obtener su sangre troncal. Ademas se les retiro el utero para pesarlo con el fin de
tener una medicion del efecto tréfico de los tratamientos. Los niveles séricos de
corticosterona y E2 se determinaron en el Laboratorio de Neurofisiologia Molecular,

del INPRFM, con el apoyo técnico del Biol. Gilberto Matamoros.
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| Recuperacion | Administracion crénica |
AJ Ovx 21 0 24 26

3 meses (12 semanas)

Inicia tratamiento

ME Ovx

15 meses (61 semanas)

| Frotis vaginales] Recuperacion] Administracion cronica

| I !

Inicia tratamiento

ME intactas
15 meses (61 semanas)

Frotis vaginales | Administracion cronica

! |

Figura 11. Esquema temporal del experimento. Con tres flechas temporales, las cuales representan
las tres condiciones endocrinoldgicas del disefio (AJ Ovx, ME Ovx y ME intactas). ED, Enterramiento
Defensivo; LE, Laberinto Elevado; CA, Campo Abierto, AJ, Adultos Jévenes; ME, Mediana Edad,
Ovx, Ovariectomia.

Analisis estadistico

Los resultados de las diferentes evaluaciones, se analizaron con un ANOVA de dos
vias seguida de la prueba de Tukey, en los casos donde no se encontraron
diferencias con este analisis, se realizé un analisis con la prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis, La cual se utilizd también para observar los efectos de los
tratamientos en un grupo de ratas con las mismas condiciones endocrinas. Se utilizé
U de Mann Whitney para comparar grupos especificos. Las proporciones de ratas
que enterraron en la prueba de ED fueron comparadas con una prueba F de Fisher.

Todos los analisis se realizaron con el programa estadistico Sigma Plot version 12.
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VII. RESULTADOS

1. EFECTO ANSIOLITICO DE E2 Y PROLAME
Prueba de laberinto elevado en cruz

Tiempo de permanencia en brazos abiertos (TBA): En el panel A de la Figura 12,

se observa el efecto de los tratamientos y de la edad/condicion enddécrina sobre el
TBA. EI ANOVA de dos vias no mostréo diferencias por los factores de
edad/condicion enddcrina (F=2.524, gl 2,141, p=0.084), tratamiento (F=2.241, gl
4,141, p=0.068) ni por la interaccién de éstos (F=1.443, gl 8,141, p=0.184). La
comparaciéon de los grupos control de cada edad/condicién enddcrina con una
prueba de Kruskal Wallis tampoco mostré diferencia significativas en los niveles de
ansiedad en el LEC (H=0.245, gl 2, p=0.885).

En los resultados del ANOVA de dos vias, no se encontraron resultados
significativos, lo cual pudo deberse a la variabilidad de los datos, lo que sugirié
realizar un analisis con una prueba no paramétrica. Los resultados de la prueba de
Kruskal-Wallis Indican que los tratamientos produjeron efectos estadisticamente
significativos en las ratas AJ-Ovx (H=19.667, gl 4, p<0.001), ya que las dos dosis
de prolame que se evaluaron (60 y 120 ug/kg) aumentaron el TBA con respecto al
vehiculo (p<0.05); la dosis de 120 ug/kg también aumento respecto a E2 a 80 ug/kg
(p<0.05). De acuerdo con las comparaciones pareadas U de Mann-Whitney, el E2 a

40 mg/kg incremento el TBA respecto al vehiculo (p=0.011).

Ninguno de los tratamientos modificd de forma estadisticamente significativa
el TBA en las ratas de ME-Ovx (H=1.330, gl 4, p=0.856) ni en las de ME-Int
(H=0.396, gl 4, p=0.885).

Tiempo de permanencia en brazos cerrados (TBC): En el panel B de la figura 12

se ilustra el efecto de los tratamientos y la edad/condicién enddcrina sobre el TBC.
El ANOVA de dos vias mostré una diferencia por edad/condicion endocrina
(F=33.332, gl 2,141, p<0.001) y por la interaccion de factores (F=0.215, gl 8,141,
p=0.044), pero no por el tratamiento (F=0.215, gl 4,141, p=0.930); es decir, el efecto
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de los tratamientos estuvo influido por la edad y la condicion enddcrina. En los
animales AJ-Ovx, el tratamiento con prolame a 120 ug/kg disminuy6 el TBC
respecto al vehiculo (p<0.001) y al E280 pg/kg (p=0.001). El tratamiento con Eza
40 ug/kg produjo menor TBC en las ratas AJ-Ovx que en el grupo de ME-Int
(p=0.028), mientras que prolame a 60 pg/kg fue mas efectivo para reducir el TBC
en AJ-Ovx respecto a las de ME-Ovx (p=0.012) y ME-Int (p=0.005). Prolame a 120
Mg/kg también redujo de manera significativa el TBC en AJ-Ovx con respecto a los

otros grupos de edad (p<0.001).

No se encontraron diferencias significativas al comparar unicamente los
grupos administrados con vehiculo (H=1.083, gl= 2, p=0.582). Adicionalmente, se
corroboré con una prueba U de Mann-Whitney (P=0.006), que el E2 a 40 mg/kg

disminuye el TBC con respecto al vehiculo en las ratas AJ-Ovx.

Tiempo de permanencia en el centro (TC): El ANOVA de dos vias para el TC

(panel C), mostré un efecto principal por edad/condicion endocrina (F=33.332, gl
2,141, p<0.001) y por su interaccion con el tratamiento (F=2.034, gl 8,141, p=0.047)
pero no por este ultimo factor (F=0.215, gl 4,141, p=0.930). La prueba post-hoc
indicoé que el prolame a 120 pg/kg, aumentd el TC en las ratas AJ-Ovx respecto a
su grupo control (p=0.009). Las hembras AJ-Ovx tratadas con E2 a 40 ug/kg,
permanecieron mas tiempo en el centro que las de ME (p<0.001), mientras que las
tratadas con E2 a dosis de 80 ug/kg mostraron mayor TC, Unicamente en
comparacion con las de ME-Ovx (p=0.041). Por otro lado, las ratas AJ-Ovx con
prolame a 60 pg/kg, mostraron mas TC que las ratas de ME-Ovx (p=0.017) y ME-Int
(p=0.008), al igual que las AJ-Ovx con prolame a 120 ug/kg con respecto a las de
ME (p<0.001). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar unicamente los grupos administrados con vehiculo, de cada
edad/condicién enddcrina (H=3.142, gl 2, p=0.208).

Numero de cruces (#C): El ANOVA de dos vias mostré un efecto principal por la

edad/condiciéon enddcrina (F=14.385, gl 2,141, p<0.001) sobre el #C que no se
observo por los tratamientos (F=0.659, gl 4,141, p=0.621) ni por la interaccion de

-48 -



Tiempo en brazos abiertos

250 1 + I Vehiculo
A) T . Ez gg ugﬁzg
| + I =2 cU Hg/kg
200 I Prolame 60 pglkg
g Prolame 120 pg/kg

150 -

100 A

S0 A

Segundos+ EEM

Tiempo en brazos cerrados
600 -

B} i a aaa [ da aaa
* &

500 - ,—'
400

300 ~

200 -+

100 A

Segundos+ EEM

Tiempo en el centro

* %

200

o

150

100

50

Segundos £ EEM

AJ-OVX ME-OVX ME-Int.

Figura 12. Resultados del tratamiento con E2 y con prolame en la prueba de LEC. TBA, TBC y TC
en segundos. Los datos se expresan como la media + E.E.M. Resultados de la prueba de Tukey:
**p<0.01, ***p<0.001 vs vehiculo de la misma edad/condicion endocrina, a p<0.05, aa p<0.01, aaa
p<0.001 vs AJ-Ovx con el mismo tratamiento. Prueba de Mann-Whitney: t p<0.005, tt p<0.001.
Prueba de Kruskal-Wallis: + <0.05 vs vehiculo o grupo indicado, de la misma edad/condicion
endocrina.
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ambos factores (F=0.716, gl 8,141, p=0.677). La diferencia se debe a que el grupo
de AJ-Ovx (p<0.001) cruzé mas veces el centro del laberinto que los otros dos
grupos; sin embargo; no se observo un efecto significativo al comparar unicamente
los tres grupos administrados con el vehiculo (H=5.339, gl= 2, p=0.069). Por ultimo,
el analisis en cada grupo de edad no indico diferencias significativas en ninguno de
los grupos (AJ-Ovx, H=4.489, gl 4, p=0.344; ME-Ovx, H=3.285, gl 4, p=0.511; ME-
Int, H=1.665, gl 4, p=0.797).

Prueba de enterramiento defensivo

Puesto que algunas ratas no expresaron la conducta de enterramiento al recibir los
choques eléctricos, se excluyeron del analisis estadistico unicamente en esta
prueba. En la Tabla 1 se muestra el porcentaje y numero de animales que enterrd
en cada grupo. Se realizé un analisis de proporciones con la prueba F de Fisher
(Tabla de 2x2) entre los animales que si expresaron la conducta de enterramiento
en cada grupo. Los resultados de este analisis mostraron que la inhibicidon de la
conducta de enterramiento no se atribuye a los tratamientos, ya que la prueba no

mostro resultados estadisticamente significativos (p<0.05).

Vehiculo 57.1429
E2 40 pg/kg 14 100 14
AJ-Ovx E2 80 pg/kg 10 80 8
Prolame 60 ug/kg 15 80 12
Prolame 120 pg/kg 14 61.53 8
Vehiculo 9 88.88 8
E2 40 ug/kg 8 50 4
ME-Ovx E2 80 pg/kg 9 77.77 7
Prolame 60 ug/kg 9 66.66 6
Prolame 120 ug/kg 9 77.77 7
Vehiculo 9 88.88 8
E2 40 pg/kg 9 88.88 8
ME-Int E2 80 pa/kg 8 77.77 6
Prolame 60 ug/kg 10 80 8
Prolame 120 ug/kg 9 100 9

AJ-Ovx, adultas jévenes ovariectomizadas; ME-Ovx, mediana edad ovariectomizadas; ME-Int,
mediana edad intactas; N, niumero de animales por grupo.
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Latencia de enterramiento (LE): El ANOVA de dos vias no mostrd resultados

significativos por la edad/condicién enddécrina (F=0.685, gl 2,107, p=0.506), los
tratamientos (F=0.036, gl 4,107, p=0.997) o la interaccion de ambos factores
(F=1.149, gl 8,107, p=0.337). La prueba de Kruskall-Wallis tampoco mostré
diferencias significativas en cada grupo de edad (AJ-Ovx, H=0.420, gl 4, p=0.981;
ME-Ovx, H=4.554, gl 4, p=0.336; ME-Int, H= 2.361, gl 4, p= 0.670), ni en la

comparacion de los grupos tratados con vehiculo (H=1.125, gl 2, p=0.570).

Tiempo de enterramiento (TE): EI ANOVA de dos vias mostré un efecto

significativo por el tratamiento (F=3.726, gl 4,107, p=0.007), pero no por la
edad/condicién endocrina (F=0.833, gl 2,107, p=0.437) o por la interaccion de
factores (F=1.206, gl 8,107, p=0.303). Las diferencias se observaron entre los
grupos tratados con E2 a 80 ug/kg, que produjo los menores niveles de TE, respecto
a prolame con 60 pg/kg (p=0.003), sin embargo, estas dosis no son equimolares,

por lo que esta comparacion no revela efectos importantes.

Al realizar un analisis entre los grupos tratados con vehiculo no se
encontraron diferencias (H=1.460, gl 2, p= 0.482). Por su parte, el ANOVA de una
via mostré diferencias estadisticamente significativas en las ratas AJ-Ovx
(H=14.271, gl 4, p= 0.006), que se atribuyen unicamente a los efectos de E2 80
Mg/kg y de prolame a 60 ug/kg (vide supra). Sin embargo, el mismo analisis no
mostro diferencias por tratamientos en los grupos ME-Ovx (H=4.331, gl 4, p=0.363)
y ME-Int (H=3.284, gl 4, p=0.512).

Tiempo de inmovilidad (Tl): No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en el Tl por edad/condicion endocrinologicas (F=0.733, gl 2,107,
p=0.483) ni por el tratamiento (F=1.774, gl 4,107, p=0.139), pero si por la interaccién
de estos factores (F=2.237, gl 8,107, p=0.030). La prueba post-hoc mostré que las
diferencias se concentraron en el grupo de las hembras AJ-Ovx, ya que el
tratamiento con E2 a 40 ug/kg, aumenté el Tl con respecto a los grupos tratados con
E2 a dosis de 80 pg/kg, prolame a 120 pg/kg y al vehiculo. También se encontré que
las ratas AJ-Ovx tratadas con E2 a 40 pg/kg, mostraron mas Tl que las de ME-Int

con el mismo tratamiento (Figura 13, panel A). Sin embargo no se encontré ninguna
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diferencia estadistica entre los grupos tratados con vehiculo (H=0.06, gl 2, p=0970),
ni entre los tratamientos en los grupos de ME-Ovx (H=6.873, gl 4, p=0.143) o ME-
Int (H=1.946, gl 4, p=0.746).

Tiempo de freezing (TF): El ANOVA indicé un efecto significativo por el tratamiento
(F=2.705, gl 4,107, p=0.034) y por la interaccién de los factores (F=3.207, gl 8,107,
p=0.003), pero no por la edad/condicion endocrina (F=1.142, gl 2,107, p=0.323),

sobre el TF. En los animales de ME-Int la prueba post-hoc revel6 que el tratamiento

con E2 a 80 pg/kg disminuyé el TF respecto a E2 a 40 ug/kg (p=0.002) y a prolame
60 pg/kg (p=0.004), pero no respecto al vehiculo. Las ratas de ME-Int tratadas con
E2a 40 ug/kg mostraron mas TF que el grupo de ME-Ovx (p=0.004) con el mismo
tratamiento; asimismo, las ratas de ME-Int mostraron mas TF que el grupo de AJ-
Ovx, ambos grupos tratados con prolame 60 ug/kg (p=0.024). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos administrados con
vehiculo, al analizarlos de manera independiente (H=0.552, gl 2, p= 0.759), los

resultados se muestran en el panel B de la figura 13.

La prueba de Kruskall-Wallis mostré diferencias significativas del TF en el
grupo de ratas AJ-Ovx (H=10.951, gl 4, p= 0.027); la diferencia se observo entre los
grupos tratados con E2a 40 pg/kg y prolame a 120 ug/kg, que no son equimolares.
En las de ME-Int (H=13.368, gl 4, p=0.010), el tratamiento con E2 a 40 ug/kg y
prolame a 120 pg/kg aumento el TF respecto a los resultados con Ez2a 80 ug/kg. En
la ratas de ME-Ovx no se observaron diferencias significativas (H=8.545, gl 4,
p=0.074).

Numero de choques (#ch): El ANOVA de dos vias no mostré diferencias sobre el

#ch por edad/condicion endocrina (F=2.129, gl 2,107, p=0.124), tratamientos
(F=0.270, gl 4,107, p=0.270) o interaccién de los factores (F=0.826, gl 8,107,
p=0.581), lo cual se afirmd al comparar cada grupo de edad/condicion endocrina
con una prueba de Kruskall-Wallis (AJ-Ovx, H = 3.025, gl 4, p = 0.554; ME-Ovx, H=
0.346, gl 4, p = 0.987; ME-Int, H = 5.843, gl 4, p = 0.211). Tampoco se encontraron
diferencias significativas al comparar unicamente los grupos tratados con el vehiculo

(H=1.128, gl 2, p= 0.569).
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Figura 13. Resultados del tratamiento con E2 y con prolame en la prueba de ED. Tl y TF en
segundos. Los datos se expresan como la media + E.E.M.. Prueba de Tukey: * p<0.05 ** p<0.01 vs
vehiculo o el grupo indicado de la misma edad/condicién endocrina, a p<0.05, aa p<0.01, aaa p<0.001
vs AJ-Ovx con el mismo tratamiento; bb p<0.01 vs ME-Ovx con el mismo tratamiento. Prueba de
Dunn: + p<0.05.

2. EFECTO DE PROLAME Y E2 SOBRE LA ACTIVIDAD MOTRIZ

Movimientos ambulatorios (MA) en la prueba de Campo Abierto: Los resultados

del ANOVA de dos vias indicd una diferencia estadisticamente significativa en los
MA por edad/condicion endocrina (F=29.161, gl 2,141, p<0.001), por tratamiento
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(F=4.196, gl 4,141, p= 0.003) y por la interaccion de ambos factores (F=4.309, gl
4.309, p<0.001). La prueba post-hoc mostrd una diferencia en el grupo de ratas AJ-
Ovx tratadas con prolame a 60 pg/kg respecto a E; a 80 ug/kg (p=0.004)y a E; a 40
Ma/kg (p=0.002), ya que el primero disminuyd los movimientos ambulatorios. E; a
80 ug/kg aumento la actividad ambulatoria en el grupo de ME-Int con respecto a los
animales tratados con E; a 40 uyg/kg (p<0.001), prolame a 60 ug/kg (p=0.005),
prolame a 120 ug/kg (p=0.014) y con el vehiculo (p=0.002), el analisis no mostro
diferencias significativas dentro del grupo de animales de ME-Ovx. Por otro lado, el
grupo de ME-Ovx administrado con E2 a 80 ug/kg mostré menos MA que el grupo
de AJ-Ovx (p=0.048) con el mismo tratamiento. Al comparar las ratas de ME-Int con
las AJ-Ovx y las de ME-Ovx, el analisis mostré6 que los animales de ME-Int
administrados con Vh (p<0.001), E2 40 pg/kg (p<0.001) o E2 80 ug/kg (p=0.033),
tuvieron menos MA que los grupos de AJ-Ovx administrados con el mismo
tratamiento. Mientras que las hembras de ME-Int, administradas con las dosis bajas
de los tratamientos; prolame a 60 pg/kg (p<0.001) o E2 40 pg/kg (p=0.033)

mostraron menos MA que las de ME-Ovx (Figura 14).

Efecto de los tratamientosen el CA
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Figura 14. Resultados del tratamiento con E2 y con prolame en la prueba de CA. Numero de
movimientos ambulatorios en 5 min. Los datos se expresan como la media + S.E.M. Descripcién de
la figura. Prueba de Tukey: * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs vehiculo o grupo sefialado de la misma
edad/condicion endocrina, a p<0.05, aaa p<0.001 vs AJ-Ovx con el mismo tratamiento, bbb p<0.001
vs ME-Ovx con el mismo tratamiento.
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Al analizar unicamente los grupos administrados con vehiculo, se observaron
diferencias estadisticamente significativas (H=10.932, gl 2, p=0.004), ya que en

general los animales AJ-Ovx tienen mas MA que las ratas de ME-Int.

3. EFECTO TROFICO DE PROLAME Y E2 SOBRE EL TEJIDO UTERINO

Peso uterino: En la Figura 15, se ilustra el efecto de los tratamientos sobre el peso

uterino. El ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas por edad/condicion
endocrina (F= 7.588, gl 2,104, p<0.001) y por tratamiento (F=27.751, gl 4,104,
p<0.001), pero no por la interaccion de factores (F=1.256, gl 8,104, p=0.275).

Efecto de los tratamientos sobre el peso uterino
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Figura 15. Resultados del tratamiento con E2 y con prolame sobre el peso uterino. Peso del Utero en
gramos, normalizado (peso absoluto del utero/1000*peso del animal en gramos). Los datos se
expresan como la media + E.E.M. Efecto de los tratamientos sobre el peso uterino. Resultados de la
prueba de Tukey: aa p<0.01 vs AJ-Ovx con el mismo tratamiento, b p<0.05 vs ME-Ovx con el mismo
tratamiento. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de Dunn's: + p<0.05
vs vehiculo de la misma edad/condicién endocrina, A p<0.05 vs AJ-Ovx con el mismo tratamiento.

La prueba post-hoc indicé que, las ratas de ME Int tuvieron un peso uterino
mayor que las ratas AJ-Ovx (p= 0.001) y las de ME-Ovx (p=0.023). Este resultado
se confirmé con el ANOVA de una via entre los grupos control de cada edad (H=
10.487, gl= 2, p=0.005). Las diferencias por el factor tratamiento observadas en el
ANOVA, se debieron principalmente a que el tratamiento con E2 80 pg/kg, aumento
de manera significativa el peso uterino respecto al vehiculo, y a ambas dosis de
prolame (p<0.001), asi como respecto a la dosis baja de E2 (40 ug/kg; p=0.023).

Prolame (60 y 120pg/kg) aumentd el peso uterino con respecto al grupo
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administrado con vehiculo (p<0.001), mientras que E2 a 40 ug/kg, lo aumenté con
respecto al vehiculoy a prolame a dosis de 60 pg/kg (p=0.037).

4. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE MEDIADORES
FISIOLOGICOS

Concentracion sérica de corticosterona (ng/ml): EIl ANOVA de dos vias indicé

diferencias por el factor de edad/condicion endocrina (F=15.534, gl 2,58, p<0.001),
pero no por el tratamiento (F=2.159, gl 4,58, p=0.085) o por la interaccion de los
factores (F=2.02, gl 8,58, p=0.06). Lo anterior se debe a que las ratas AJ-Ovx
muestran niveles mas bajos de corticosterona (Tabla 2) respecto a las de ME-Ovx
(p=0.015) y ME-Int (<0.001). Sin embargo, al comparar unicamente los grupos

administrados con vehiculo no se observé esta diferencia (H= 4.459, gl= 2,

p=0.108). No se encontraron efectos significativos en cada grupo de edad/condicion
endocrina (AJ-Ovx, H=8.120, gl=4, p=0.087; ME-Ovx, H=4.928, gl=4, p=0.295; ME-
Int, H=5.605, gl=4, p=0.231).

Vehiculo 876.842 + 89.968 95.47 + 38.120 10
E2 40 pg/kg 671.667 +105.073 7 2315.09 + 612.854 4
AJ-Ovx E2 80 pg/kg 759.816 + 97.018 7 1768.80 + 493.056 = 6
Prolame 60 ug/kg 514.927 +72.00 7 4524 + 14.787 9
Prolame 120 pg/kg 558.054 +100.572 8 38.43 + 22.573 8
Vehiculo 984.613 +61.500 3 32.50 + 4.486 3
E2 40 pg/kg 1076.863 + 85.255 3 1588.74 + / 1
ME-Ovx  E2 80 pglkg 1006.480 + 306.649 = 3 - 0
Prolame 60 ug/kg 808.205 + 59.526 4 28177 +182425 3
Prolame 120 pg/kg 957.782 + 47.954 4 297.64 + 14.020 2
Vehiculo 1725.907 £ 390.535 = 3 44.40 + 4.669 3
E2 40 pg/kg 943.927 +213.374 3 222292+975750 3
ME-Int E2 80 pg/kg 696.903 +243.741 3 257150 +2058.42 @ 2
Prolame 60 ug/kg 1302.645 + 294.018 4 180.82 + 61.338 3
Prolame 120 uglkg = 1447.583 + 316.653 = 4 169.41 + 13.929 3

Tx, tratamiento; media + E.E.M.; - Valores por encima del limite de concentracion del kit.

Concentracion sérica de E2 (pg/ml): Los niveles de E2 se elevaron como

consecuencia de la administracién de los estrogenos. Se identificaron algunos
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valores superiores al limite detectado por el kit (3600 pg/mL), los cuales no se
incluyeron en el analisis estadistico (Tabla 2). EI ANOVA de dos vias indico una
diferencia significativa por el tratamiento (F=10.196, gl 4,49, p<0.001), ya que E2 a
40 pg/kg aumento la concentracion de E2 con respecto a los grupos tratados con
prolame o con el vehiculo. No se encontraron diferencias por la edad/condicion
endocrina (F=0.138, gl 4,49, p=0.872), mientras que el analisis por interaccion no
se realizé, debido a que al sacar los valores superiores a 3600 pg/mL, el numero de

datos por grupo fue insuficiente.

Al analizar la concentracidon de E2 en los animales tratados con vehiculo, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (H=2.133, gl 2, p=0.382).
En las ratas AJ-Ovx los tratamientos mostraron diferencias significativas (H=22.304,
gl=4, p<0.001), ya que E2 administrado a 40 y 80 pg/kg, aumento la concentracion
sérica de E2 con respecto a ambas dosis de prolame. En las ratas de ME-Ovx
también se encontré un efecto significativo por los tratamientos (H=6.511, gI=3,
p=0.029), aunque la prueba post-hoc no indico diferencias entre grupos concretos.
No se incluyé el grupo de E2 a 80 ug/kg, ya que todos los valores se encontraron
por encima del limite de deteccidn del kit (Tabla 2). En las ratas de ME-Int también
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (H=11.324, gl=4,
p=0.023), ya que el grupo que recibi6 E2 a dosis de 40 pg/kg tuvo mayor

concentracion sérica de E2 en comparacion con el grupo administrado con vehiculo.
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Vill. DISCUSION

En esta investigacion se analizo si el efecto ansiolitico de prolame en ratas hembra
Wistar se modifica en funcion de la edad, de la condicion endocrina o bien de la
interacciéon de ambos factores. Para la evaluacién se utilizaron los modelos de
laberinto elevado en cruz y de enterramiento defensivo, ambos sensibles a farmacos
ansioliticos. A su vez, para investigar los posibles efectos secundarios o adversos
del tratamiento analizamos los cambios en la actividad motora y en el peso del utero,

ademas de las concentraciones de corticosterona y E2 para identificar una posible

via de accioén. Los resultados de este trabajo se resumen en la tabla 3.

Ez 40 o | o =1 + = 111

AJ-Ovx E2 80 = = = = = = + = TTT
Prolame 60 + = = = = = = = !
Prolame 120 + Ly ™M = = = = = l

E2 40 = = = = = = + - M1

ME-Ovx E2 80 = = = = = = + TTT
Prolame 60 = = = = = = = = 1
Prolame 120 = = = = = = = = 1

E2 40 = = = — TT - + - TTT

ME-Int. E280 = = = | =]1=]1 + 1 11
Prolame 60 = = = = = = = = 1
Prolame 120 = = = = = = = = 1

Resultados respecto al grupo administrado con vehiculo, de acuerdo a cada edad/condicion
endocrina. Resultados con la prueba t de student: (t)1, aumenté p<0.05; (t)]|, disminuy6 p<0.01,
resultados con la prueba de Tukey: =, no modifico; 1, aumenté p<0.05; 11, aumenté p<0.01; 111,
aument6 p<0.001; |||, disminuyd p<0.001, resultados con la prueba de Dunn's: +, aumentd p<0.05.
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1. EFECTO ANSIOLITICO DEL E2Y PROLAME EN RATAS HEMBRA

El envejecimiento favorece la expresiéon de ansiedad en ratas hembra

Estudios clinicos han asociado la madurez con mayor prevalencia de TA,
particularmente en mujeres en la transicion a la menopausia. Asimismo, algunos
autores como Olvera-Hernandez & Fernandez-Guasti (2011); Walf & Frye (2010)
han reportado que la respuesta de ansiedad en roedores de laboratorio depende de
la edad, del sexo y de la condicidn endocrina. En el presente trabajo no se encontré
una asociacion entre la edad de las ratas hembra y la expresidon de ansiedad en las
pruebas de ED y de LEC, considerando como principales indicadores él TE y el TBA
respectivamente. Dichos parametros tampoco se modificaron por efecto de la Ovx.
Sin embargo, en la poblacién de ME administradas con vehiculo, principalmente en
las intactas, se registraron respuestas de ansiedad reflejadas en conductas pasivas,
las cuales no se emitieron por las AJ. Estas conductas fueron permanecer mas en
los brazos cerrados (TBC) en el LEC y un aumento en la expresion de freezing en
el ED, las cuales podrian reflejar una respuesta de tipo panico, por lo que la
ansiedad asociada al envejecimiento probablemente se refleja solo a través de

conductas pasivas en las ratas hembra.

En el presente trabajo se descarta la influencia de factores sociales, por lo
que las unicas variables a las que se les atribuyen los cambios en los parametros
de expresion de ansiedad (TF y TBC) son la edad y la condiciéon endocrina de las
ratas. La discordancia entre los resultados de este trabajo y las condiciones
observadas en mujeres se puede atribuir a que en estas confluyen no sélo factores
bioldgicos, sino también sociales y epigenéticos. Entre los primeros destacan
eventos como el divorcio, la salida de los hijos del hogar o bien procesos de duelo,
por otra parte, la adversidad en la infancia o la resiliencia al estrés constituyen
factores que pueden contribuir a la regulacion de la ansiedad a través de

mecanismos epigenéticos.

Ademas de las expresiones pasivas de ansiedad, se encontré una
disminucion del numero de cruces en el LEC y de la actividad ambulatoria en

general, es posible que la menor ambulacion se relacione con los cambios
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conductuales en el LEC, ya que estas conductas requieren de la motricidad. Sin
embargo hasta ahora no se han relacionado cambios en la actividad locomotora con
la expresion de freezing, que es evocada por estimulos eléctricos de intensidad

moderada o alta.
Prolame y E2 como farmacos con actividad ansiolitica en ratas AJ

En el LEC se encontré que el prolame incrementd el TBA en las ratas AJ-Ovx, que
se reflejo como un menor TBC y mayor TC. El efecto ansiolitico de prolame se
produjo de manera dependiente de la dosis, ya que a 60 ug/kg aumento el TBA, sin
embargo los efectos mas robustos se observaron con la dosis alta (120 pg/kg), la
cual aumento el TBA y disminuyd el TBC y el TC. Por su parte, el tratamiento crénico
con Ez a dosis baja (40 pg/kg) duplico el TBA, mientras que la dosis alta de E2
carecid6 de efecto ansiolitico en este modelo. Este ultimo efecto puede ser
considerado un efecto hormético como el que presentan muchos farmacos que
actuan en el SNC, tales como los ansioliticos y los antidepresivos, entre otros. El
efecto hormético se caracteriza por una respuesta cuantitativa que alcanza un
maximo de efecto en dosis intermedias, y posteriormente se pierde en dosis altas.
Este efecto se produce de forma independiente del tipo de farmaco, la especie de
animal utilizada y la conducta evaluada. Los resultados de E2 encontrados aqui en
relacion a la pérdida de efecto ansiolitico en la dosis mas alta utilizada (80 pg/kg)
se han encontrado previamente en la prueba de nado forzado (Lemini et al., 2013)
y en varias pruebas de ansiedad como en el modelo de transiciones luz/oscuridad,
LEC y en el laberinto elevado en T, Walf y Frye, 2005).

Los estrégenos utilizados en este estudio no modificaron el #C totales en las
hembras AJ-Ovx, lo que puede interpretarse como un efecto ansiolitico especifico,
es decir, que los cambios en el tiempo de permanencia en los brazos
abiertos/cerrados son independientes de la actividad locomotora general. Los

resultados de la prueba de campo abierto dan sustento a esta afirmacion.

Previamente, Nissen et al. (2012), administraron prolame (60 ug/kg) y E2 (50

Mg/kg) durante un mes a ratas hembra AJ, y encontraron que ambos tratamientos
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revierten la ansiedad producida por la Ovx, al nivel de las hembras gonadalmente
intactas. Por otro lado, Lemini et al. (2016), reportaron que la administracion de
prolame (60 mg/kg), en un esquema de tratamiento igual al del presente estudio (26
dias), produjo efectos ansioliticos en el LEC en hembras AJ-Ovx. Este efecto fue
similar al producido por E2 en una dosis equimolar (40 mg/kg) a la de prolame. Esos
datos, al igual que los del presente estudio, proporcionan evidencia de que el
tratamiento a largo plazo con prolame produce efectos ansioliticos en el modelo de
LEC.

En contraste con los resultados en el LEC, el prolame no produjo efectos
ansioliticos en el ED, considerando como parametro el TE. Lemini et al. (2013),
evaluaron el efecto de prolame, butolame y pentolame en ese modelo y encontraron
que unicamente pentolame (70 mg/kg) disminuye la ansiedad en las hembras AJ-
Ovx (Koob et al, 1998). Ademas, el pentolame produjo un efecto ansiolitico en el
LEC mayor que el de E2, prolame o butolame. Por lo anterior cabe la posibilidad de
que el modelo de ED pueda discriminar la actividad ansiolitica de entre diferentes
estrégenos. La diferencia podria explicarse por la relacion estructura-actividad
reportada en esos compuestos. Prolame posee 3C en la posicion 17 del anillo D,
mientras que pentolame tiene 5C en el sustituyente. Prolame y E2 tienen afinidad
equivalente por REa y REB, mientras que pentolame tiene una afinidad preferencial
por los REa (Lemus et al., 1998). En coincidencia, hasta ahora no se ha determinado
un efecto ansiolitico de E2 ni de prolame en el modelo de ED, reflejado en los
principales parametros (Martinez-Mota et al., 2000), lo que sugiere que el modelo
es sensible a aquellos estrogenos con mayor actividad en los REa. Esta hipotesis
debera confirmarse comparando las acciones ansioliticas de los AEs con las de
farmacos agonistas REB y REa y bloqueando sus efectos con los antagonistas

respectivos.

Por otro lado, se ha descrito el efecto ansiolitico de E2 en ratas de diferentes
cepas. Walf & Frye (2010), encontraron que el tratamiento créonico con E2 produce
un efecto ansiolitico en ratas AJ de la cepa Long-Evans evaluadas en el LEC (0.09

mg/kg, una vez por semana, durante 14 semanas). En otro estudio (2009), estas
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autoras evaluaron el efecto de E2 (0.03 o 0.09 mg/kg, en el mismo esquema de
administracidn) en ratas hembra de 8 semanas de edad, en el modelo de transicion
luz-oscuridad, encontrando que unicamente la dosis mas alta de E2 produjo un
efecto ansiolitico, reflejado como un aumento en el tiempo de permanencia en el
compartimento iluminado. Kalandakanond-Thongsong, Daendee, & Srikiatkhachorn
(2012), también observaron un efecto ansiolitico de E2 (10 ug/kg) en ratas hembra
AJ en el laberinto elevado en T (reflejado en el aumento de la latencia de escape),
el efecto se produjo con la administracién crénica y aguda, sin embargo, fue mas
significativo en este ultimo caso. Los resultados de esas investigaciones, aunados
a los datos del presente estudio, sugieren que el efecto ansiolitico de E2 depende
del modelo utilizado. Las pruebas de ED y LEC miden diferentes tipos de ansiedad;
en el primer caso, es necesario que el animal realice una conducta defensiva,
mientras que en el LEC se aprovecha la conducta natural de exploracion de los
roedores a nuevos ambientes, lo cual podria generar condiciones de mayor

sensibilidad a agentes hormonales con propiedades ansioliticas.

Por lo anterior se puede interpretar que el efecto ansiolitico de E2 y prolame
depende del tipo de ansiedad que se induzca (Koob, Heinrichs &. Britton, 1998. Sin
embargo, no se puede descartar una interaccion del modelo con la dosis y el

esquema de tratamiento utilizados.
Efecto de prolame y E2 en ratas de mediana edad

A diferencia de los efectos ansioliticos observados en las ratas AJ, en las de ME
ninguna dosis de E2 o prolame incrementaron el TBA ni redujeron el TBC en el LEC.
Esta respuesta se encontré en las hembras de ME-Ovx y en las de ME-Int, lo que
refleja que la edad, mas que la condicion endocrina, impide o cancela la accién

ansiolitica del prolame en este modelo.

En la prueba de ED tampoco se encontraron cambios en el TE ni en la LE,
es decir, la principal conducta activa de ansiedad y el tiempo de reaccién ante el
estimulo estresante, respectivamente. Aunque esos resultados podrian sugerir una

falta de efecto ansiolitico de los estrégenos, los datos del TF contradicen esta
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propuesta. Ya que la conducta de freezing es una expresién pasiva ante eventos
adversos que generan miedo o ansiedad, como los choques eléctricos del ED. El
analisis estadistico mostré que el efecto de los tratamientos sobre el TF cambié de
acuerdo a la edad/condicion endocrina. Tales cambios fueron mas evidentes vy
significativamente distintos en las ratas de ME-Int, en las cuales aumentd con las
dosis bajas de cada uno de los tratamientos (E2 a 40 pg/kg y prolame a 60 ug/kg),
pero disminuy6 a dosis altas (E2 a 80 pg/kg y prolame a 120 pg/kg). Estos datos
sugieren que las conductas asociadas al panico, que son expresiones pasivas ante
estresores, podrian ser moduladas por estrégenos de una forma dependiente de la
dosis. Los datos también sugieren que el tratamiento con E2 o prolame tiene una
interaccion con las hormonas endoégenas presentes en las ratas de ciclos irregulares
(ME-Int). El efecto bifasico de las dosis de prolame y E2 no puede asociarse a
niveles enddégenos altos de E2 u otra hormona, puesto que la mayoria de las
hembras de ME-Int estuvieron en diestro al momento de la evaluacion conductual.
Esta fase se caracteriza por bajos niveles de E2 y P4, sin embargo, se desconoce
si se establece una interaccion del tratamiento hormonal con los estrégenos, la P4

0 con alguna otra hormona liberada bajo estas circunstancias.

Estudios en roedores han mostrado que la deficiencia de hormonas
gonadales puede modificar los efectos de algunos psicofarmacos. Por ejemplo
Olvera-Hernandez & Fernandez-Guasti (2011), compararon el efecto de diazepam
(0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg) en ratas de ME macho y hembra. Las hembras se evaluaron
en la etapa de ciclos irregulares o diestro persistente. Los autores encontraron que
la dosis mas alta de diazepam disminuyé de manera significativa el numero de
animales que realizaron la conducta de enterramiento en ambos grupos. Aunado a
esto, la dosis de 2.0 mg/kg fue la unica que incremento la inmovilidad y el freezing
en los machos, y también indujo un efecto adverso en la prueba de rotarod
(aumentando el numero de caidas), lo que podria interpretarse como un efecto
sedante, mas que ansiolitico, estos efectos no se observaron en las hembras, estos
resultados sugiere que el efecto de los tratamientos depende tanto del sexo como
de los niveles hormonales presentes en el organismo. A diferencia de lo anterior, en

el presente trabajo no se observd una disminucién significativa en el numero de
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hembras que expresaron la conducta de enterramiento, mientras que como efecto
adverso unicamente se podria reportar el producido por las dosis bajas de Ez2 y
prolame sobre el incremento del freezing en las hembras de ME, principalmente en

aquellas que conservan los ovarios.

Por otro lado, en el analisis de animales que enterraron, Olvera-Hernandez
& Fernandez-Guasti (2011), encontraron que los machos muestran menor ansiedad
que las hembras. La expresion de conductas de ansiedad de las hembras de ME
con ciclos irregulares del grupo control evaluadas en el estudio citado fueron
mayores a los de las hembras con la misma condicion endocrina en el presente
trabajo. Esto podria atribuirse a la manipulacién y el esquema de tratamiento, ya

que ellos administraron de forma aguda.

De forma interesante, estudios como el de Walf & Frye (2010), reportan que
la edad influye en el efecto ansiolitico del E2: las hembras envejecidas responden
de manera deficiente en comparacion con las AJ, ademas, su respuesta depende
del tiempo de privacion hormonal. Es decir, si el tratamiento con E2 comienza
inmediatamente después de la supresion hormonal, el efecto ansiolitico o
antidepresivo del estrégeno se mantiene. Sin embargo, si el inicio del tratamiento
se retrasa, el efecto del mismo se reduce de manera importante. En el presente
estudio se confirma parcialmente tal informacion, ya que ninguna de las dosis de E2
fue efectiva para reducir la ansiedad en las ratas de ME, sin importar su condicion
endocrina, lo que sugiere que la edad es el factor crucial para cancelar el efecto del
tratamiento. Esta conclusién parece extenderse al efecto de prolame en ratas de
ME, las cuales estan envejecidas, ya que en ninguno de los casos produjo efectos
ansioliticos en ratas de esta edad, aunque podria ejercer algunas acciones
moduladoras de la conducta de panico (freezing) en condiciones de estrés o

ansiedad inducido por choques eléctricos.

Papel de los RE en el efecto ansiolitico de prolame y E2 en hembras AJ vs de
ME

Estudios recientes de imagenes cerebrales en rata demuestran que hay altos
niveles de RE en la hipdfisis, el hipotalamo, el nacleo de la cama de la estria terminal
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y la amigdala, ademas la densidad de los RE es menor en la corteza cerebral y las
regiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo (Khayum et al., 2016). Estudios de
hibridacién in situ muestran que los REa estan presentes en neuronas del nucleo
hipotalamico ventromedial y el 6rgano subfornical, mientras las neuronas del bulbo
olfatorio, el area tegmental ventral, el nucleo paraventricular y el cerebelo contienen
exclusivamente RE. Por otro lado, los REa y RE coexisten en neuronas del nucleo
de la cama de la estria terminal, locus coeruleous, amigdala medial y cortical,
sustancia gris periacueductal. La corteza y el hipocampo tienen neuronas con
ambos subtipos de RE, pero predominan los REB (Shughrue et al., 1997). Se ha
demostrado que tanto el envejecimiento como la Ovx modulan la expresion de los
RE en el cerebro, esta modulacion en regiones como la amigdala y el hipocampo
dan soporte a las diferencias de los efectos ansioliticos de E2 y prolame entre las
hembras AJ y las de ME en el modelo de LEC, asi como en el ED entre las de ME

(Ovx e Int), reportados en la presente tesis.

Estudios previos comprueban que la expresion y cantidad de los RE es
modulada por la edad y por la Ovx (Bean et al., 2015). Ambas condiciones reducen
el numero y la funcion de RE cerebrales, y en coincidencia se ha mostrado que los
estrégenos pierden sus efectos psicoactivos conforme avanza el tiempo post-Ovx
(Estrada-Camarena et al., 2011). Cuando las hembras AJ-Ovx iniciaron el
tratamiento con los estrogenos tenian tres semanas post-Ovx, sin embargo esta
latencia no puede explicar que éstos tratamientos hormonales tengan efecto en el

LEC pero no en el modelo de ED.

Se ha propuesto la hipotesis de que la disminucién en el numero de RE en
las ratas envejecidas, podria estar asociado con el declive de los efectos
psicoactivos en la memoria, la ansiedad, la depresion y la neuroproteccién. Sin
embargo, contrario a lo que se pensaba un estudio reciente demuestra una
importante participacion de los REa hipocampales en los efectos conductuales del
E2 en ratas de esta edad (Bean et al., 2015). Con el envejecimiento también ocurre
un declive en la cantidad de neuronas que expresan ambos subtipos de RE, en

regiones como las CA1 y CA3 del hipocampo, asi como una disminucion en la
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cantidad de receptores (proteina) en las mismas (Mehra et al., 2005). Estos
receptores participan de manera importante en la regulacion del estado de animo,
la ansiedad y la memoria, por lo que su disminucion podria subyacer a la falta de
efecto ansiolitico de prolame y E2 en las hembras de ME. Ya que las unicas
diferencias entre los efectos de prolame y E2 en ME-Int respecto a ME-Ovx se dieron
en el TF, podemos sugerir que la presencia de los ovarios no es un factor que
pudiera aumentar la respuesta de las hembras a los tratamientos con estrégenos,

para producir un efecto ansiolitico contundente.

Posibles mecanismos de accion de los efectos ansioliticos de prolame

El mecanismo de accion por el cual se producen los efectos ansioliticos de prolame
no se conoce, sin embargo datos de la literatura y de nuestro laboratorio sugieren
que podria involucrar varios sistemas de neurotransmision y otros mediadores de la
comunicaciéon neuronal. De acuerdo con un trabajo previo el efecto antidepresivo de
prolame a 60 pg/kg y de E2 a 30 pg/kg (3 dias de administracion) en ratas AJ-Ovx
evaluadas en la prueba de nado forzado, es bloqueado por un tratamiento
simultaneo con tamoxifeno (un antagonista de los RE), lo que sugiere que la via
inicial de accion de prolame involucra los RE (Lemini, Cruz-Lépez y Martinez-Mota,
2013). Tamoxifeno es un antagonista inespecifico de los RE, asi que con este
estudio no es posible dirigir los efectos de prolame a su interaccién con un tipo de

RE en particular.

Por otro lado, Nissen et al. (2012) propusieron la hipotesis de que los efectos
ansioliticos y mnemodnicos de prolame en un tratamiento de largo plazo similar al
usado en la presente tesis, se debe a cambios en la neurotransmisién mediada por
el 6xido nitrico (ON). EI ON participa en la sefalizacion neuronal y procesos
involucrados en la plasticidad sinaptica, por lo que puede ser considerado uno de
los mayores mecanismos celulares que subyacen a los procesos de aprendizaje y
memoria, ademas, se sabe que el ON es capaz de facilitar la sinapsis en el
hipocampo. La sintesis de ON por la éxido nitrico sintetasa (ONS) es regulada por
estrogenos, a través de su participacidon en la modulacién de los receptores

ionotropicos del neurotransmisor excitatorio glutamato (Anglemont, Campagne,
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Steculorum y Prevot, 2009). El estudio de Nissen y colaboradores mostré que el
tratamiento con prolame (60 pg/kg) o E2 (50 pg/kg) por cuatro semanas incremento
la expresion de la ONS en el hipocampo, y recuperé la densidad de las espinas
dendriticas en las neuronas piramidales de esta estructura, las cuales se habian
reducido por efecto de la Ovx en las ratas AJ. Los autores sugieren que el
tratamiento crénico con prolame facilita la via del ON y que los cambios
plasticos que ocurrieron en el hipocampo podrian subyacer a los efectos ansioliticos

de prolame.

Tampoco se puede descartar que el efecto ansiolitico de prolame se asocie
con cambios en los sistemas de neurotransmision de las monoaminas. Por un lado,
nuestros estudios previos demostraron que los efectos antidepresivos de prolame
podrian estar relacionados con la actividad de este estrogeno sobre las
monoaminas. Prolame en tratamiento de 3 dias produjo reduccion de la conducta
de inmovilidad junto con un aumento de la conducta de nado (Lemini 2013),
mientras que el tratamiento cronico con este estrégeno produjo reduccion de la
inmovilidad junto con aumento de la conducta de escalamiento (Lemini 2016). Un
gran numero de articulos sustenta que el aumento de la conducta de nado es
producido por farmacos con acciones sobre la 5-HT, en esta lista también se
encuentra el E2 (Cryan 2005; Estrada-Camarena et al., 2003; 2006). Mientras que
el incremento de la conducta de escalamiento se produce por una facilitacion del
sistema de NA; el estrogeno sintético etinil-estradiol también tiene este mecanismo
(Estrada-Camarena, Lopez-Rubalcava, Vega-Rivera, Récamier-Carballo,
Fernandez-Guasti, 2010), por lo tanto, es posible sugerir que algunas acciones
centrales de prolame son mediadas por la facilitacion de sistemas como el de 5-HT
y NA.

Si bien en la presente tesis se evaluaron los efectos ansioliticos y no los
antidepresivos de prolame, datos de la literatura sustentan que las mismas dosis y
tratamientos de prolame (o de E2) que son efectivos para inducir efecto ansiolitico
son también efectivos para reducir la conducta depresiva, al menos en las ratas AJ-
Ovx (Lemini 2016; datos del laboratorio tomados de las mismas ratas usadas en la

presente tesis). Por lo tanto, es necesario poner a prueba las hipotesis con
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experimentos especificos disefiados para elucidar la participacion de las

monoaminas en los efectos ansioliticos de prolame.
2. EFECTOS DE PROLAME Y E2 SOBRE LA ACTIVIDAD MOTRIZ

En el presente estudio se encontré que en los niveles basales, las ratas de ME-Int
mostraron menor actividad ambulatoria que las AJ. El analisis estadistico mostré
que la ambulacién en las hembras evaluadas fue de la siguiente manera: AJ-Ovx >
ME-OVX > ME-Int.

Se encontré que las ratas de ME (Ovx o intactas) realizaban menos conductas
ambulatorias con respecto a las AJ, siendo el grupo de ME-Int el mas afectado, en
consecuencia se puede concluir que el envejecimiento deteriora la motricidad,
especialmente en las hembras con irregularidad del ciclo estral. Es posible que la
menor ambulacion se relacione con los cambios conductuales en el LEC, ya que las
hembras de ME presentaron menor numero de cruces y permanecieron mas tiempo
en los brazos cerrados comparadas con las AJ. Hasta ahora no se han relacionado
cambios en la actividad locomotora con la expresion de freezing, que es evocada

por estimulos de intensidad moderada o alta.

En los animales AJ-Ovx, ninguno de los tratamientos modificé la actividad
ambulatoria con respecto al control, lo que demuestra que la actividad ansiolitica de
prolame y E2 es especifica. Sin embargo, al comparar los resultados entre los
tratamientos, observamos que las hembras tratadas con E2, muestran mayor
actividad ambulatoria que las tratadas con prolame. En las ratas de ME-Ovx los
tratamientos no modificaron la ambulacién, y aunque en general mostraron menos
actividad ambulatoria que las AJ, unicamente en los grupos tratado con E2 a dosis
de 80mg/kg se observd una diferencia significativa. En las hembras intactas, el
tratamiento con E2 en la dosis alta incrementé la actividad locomotora con respecto
al vehiculo, restaurandola a los niveles de los animales jovenes con el mismo
tratamiento. E2 tiene acciones sobre el sistema dopaminergico, lo que podria
explicar este incremento de la actividad locomotora, sin embargo, con los resultados

obtenidos no es posible afirmar que E2 produjo acciones estimulantes ya que la
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ambulacion alcanzada por las hembras de ME-Int no rebasé la de las AJ-Ovx
administradas con el vehiculo. A su vez, este cambio en la actividad motora inducido
por E2 en las ratas de ME, no impacto otras conductas como la exploracion en el

LEC ni la inmovilidad en la prueba de ED.

Este resultado, aunque debe interpretarse con cuidado, podria sugerir que el
tratamiento con E2 en ratas de ME-int, recupera algunos aspectos funcionales
afectados por el envejecimiento, como es la locomocién en el modelo de CA, lo que

podria considerarse un beneficio para hembras de esa edad.

3. EFECTO TROFICO DE PROLAME Y Ez SOBRE EL TEJIDO UTERINO

El dtero de la rata esta compuesto por dos cuernos, una base y un cuello. El tejido
uterino esta formado por tres capas: la mucosa glandular (endometrio), la capa
muscular (miometrio) y la capa serosa (perimetrio). Las células epiteliales del utero
proliferan en etapas como el proestro, en el cual incrementan significativamente los
niveles de estrogenos, y se reducen (por apoptosis) en otras fases o etapas que se
caracterizan por bajos niveles de estrogenos. Los REa son facilmente detectables
en las células epiteliales y musculares del utero, mientras que la presencia de RE[3
es controversial. Hay considerable evidencia de que los efectos de los estrégenos
sobre el utero se deben a su interaccion con REa (Couse et al., 2006) en donde
estimulan una mayor proliferaciéon celular, movilizacion de moléculas de agua en las
células, hiperemia (aumento de la irrigacién de un tejido) y produccion y movilizaciéon
de multiples productos como albumina, electrolitos, productos del metabolismo de

glucosa, etc (Course et al., 2006).

El tratamiento con E2 aumenté de manera significativa el peso uterino con
respecto al vehiculo en los tres grupos de edad; sin embargo, en las ratas AJ-Ovx
fue mas evidente, de 4-5 veces, mientras que en ratas de ME (Ovx e intactas) el
efecto fue de poco mas del doble. Entre las hembras de este ultimo grupo también
se detectaron algunas diferencias atribuidas a la condiciéon endocrina, ya que el

peso de utero fue mayor en las ratas de ME-Int en comparacién con las de ME-Ovx.

-70-



En las hembras de ME-Int el efecto tréfico fue dependiente de la dosis, ya que los

cambios mas significativos se observaron con la dosis de 80 pg/kg.

Por otra parte, prolame produjo efectos sobre el peso del utero en un sentido
contrario, las ratas de ME-Int administradas con este AE fueron menos sensibles
que las de ME-Ovx o las AJ-Ovx. Estos efectos no fueron diferentes en relacion a

la dosis.

Lemini et al. (2005b) realizaron un estudio en ratas y ratones hembra AJ para
evaluar el efecto de E2 y otros AE (prolame, butolame o pentolame) sobre el peso
uterino, administrando los tratamientos por tres dias, en un rango de dosis de 0.01
a 1000 pg/kg. El peso del utero se modific6 de manera inversamente proporcional
al grupo amino sustituido en el C-17, es decir, prolame fue mas eficaz que
pentolame. Los tres AE aumentaron el peso uterino en comparacion con el
tratamiento con vehiculo; sin embargo, el efecto se produjo con menor potencia y

eficacia que con el Ex.

Las acciones estrogénicas de los tratamientos aqui utilizados estan
mediadas por la activacion de los RE. Los subtipos de RE o y B se encuentran
distribuidos en diferentes proporciones a nivel periférico y central, ademas de que
su expresion en tejidos o areas del SNC es distinta, por ejemplo, los REa
predominan en tejidos periféricos como el utero (Gustafsson, 1999; Weiser et al.,
2008). La baja afinidad de prolame por ambos RE hace que sea considerado un
estrégeno débil, lo cual explica que el efecto tréfico de E2 sobre el peso uterino sea

mas potente que el de prolame (Walf y Frye, 2005).

Se ha encontrado una menor cantidad de REa en el utero de ratas viejas,
este cambio reduce la cantidad de sitios de union para los ligandos, y reduce la
eficacia de éstos. A su vez, algunos reportes muestran que el complejo formado por
estrégeno-receptor en el citoplasma requiere una serie de procesos para traslocarse
al nucleo e inducir sus efectos transcripcionales. Este proceso esta deteriorado en
hembras viejas de roedores (Haji et al., 1984) lo que conduciria a acciones menos

eficientes para los ligados que se unen al RE. Es posible que en las ratas de ME
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usadas en este estudio exista tanto un declive en la cantidad de RE como una
disminucién de su funcion. Finalmente, se encontraron algunas diferencias entre las
dos poblaciones de ratas viejas. Las hembras de ME-Int ganaron mas peso uterino
respecto a las hembras de ME-Ovx. Esto podria guardar relacion con la capacidad
de los ovarios para continuar secretando estrogenos (Wang et al., 1999), aun
cuando la mayoria de las ratas se encontraban en la fase de diestro al momento de
la extirpacion de los ovarios. Los datos del presente estudio indican que el peso del
utero podria estar asociado a la concentracion de hormonas endogenas, ya que
dicho tejido tuvo mayor peso en hembras de ME gonadalmente intactas respecto a

las hembras ovariectomizadas AJ o de ME.
4. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LOS NIVELESDEE2YC

Con el fin de analizar una posible via de accién para el efecto ansiolitico, se evalu6
si el tratamiento con E2 o prolame modifico las concentraciones de corticosterona
en suero. Los resultados indican que las ratas expuestas a la bateria de pruebas
conductuales pero que recibieron unicamente vehiculo, muestran niveles elevados
de esa hormona. En general, las ratas de ME tuvieron niveles de corticosterona
mayores que las AJ-Ovx, lo cual podria asociarse con la respuesta favorable de
estas a los tratamientos en el LEC. Al respecto, se ha demostrado que las ratas con
menor nivel de ansiedad son aquellas que tienen menor concentracion de
corticosterona, en comparacion con las que exhiben mayor ansiedad (Walf y Frye
2005).

Sin embargo, la hipétesis anterior s6lo puede ser sugerida, ya que es
necesario demostrar con experimentos especificos la asociacion entre los niveles
de corticosterona y la conducta de ansiedad en los modelos aqui descritos. Por otra
parte, los tratamientos con prolame o E2 no redujeron de forma significativa la
concentracion de corticosterona en el suero de las ratas AJ, lo que sugiere que los
efectos ansioliticos de los tratamientos en esta poblacién, no se asocian con
cambios en el principal mediador periférico de la actividad del eje HHA. De manera
similar, la corticosterona sérica en ratas de ME tampoco disminuyo por efecto de los

tratamientos. Resultados similares fueron reportados por Lemini et al. (2016),
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quienes reportan que el tratamiento crénico (26 dias) con E2, prolame, butolame o

pentolame no modifica la concentracion de corticosterona en ratas AJ-Ovx.

El efecto de los tratamientos sobre la concentracién sérica de E2 tampoco
sugiere que la actividad ansiolitica de prolame y E2 se deba a altos niveles de este
estrogeno en suero. Por un lado, la administracion de E2 en ambas dosis incrementé
de manera drastica la concentracion de E2 en suero, pero unicamente la dosis baja
redujo la ansiedad en ratas AJ-Ovx evaluadas en el LEC. Por otro lado, prolame en
ambas dosis aumenté de manera no significativa la concentracion sérica de Ez, que
se relaciond con la edad. En ratas AJ el tratamiento con prolame se asocié con
niveles muy bajos de E2 en suero (incluso mas bajos que los encontrados en el
grupo tratado con vehiculo), y estas ratas respondieron con conducta ansiolitica en
el LEC. Mientras que en las ratas de ME el prolame incrementé 2.5 veces los niveles
de E2 en suero respecto al grupo administrado con vehiculo, pero no produjo efecto
ansiolitica en el LEC. Tampoco es posible asociar los niveles séricos de E2 con los
efectos de prolame y E2 sobre la conducta de freezing. En suma, los resultados
sugieren que los efectos conductuales de E2 en la conducta de ansiedad son

independientes de su concentracion periférica.

Los datos obtenidos en la presente tesis sugieren que en las ratas AJ-Ovx el
prolame no se metaboliza a E2, lo que podria ser un punto a favor del tratamiento
de prolame como TRH. Otra posibilidad es que si se convierta a E2 pero que se
degrade mas rapidamente que en el organismo de las hembras de ME, las ratas
fueron sacrificadas 30 min después de la ultima prueba conductual, por lo es posible
que ya se haya producido la degradacion de Ez. Esta idea es reforzada a partir de
los resultados en las ratas de ME, las cuales tuvieron mayor concentracién de E2 en
suero respecto a las jovenes. Por lo que el metabolismo de esteroides y su
asociacion con el envejecimiento podria tener un papel en la concentracion final de

E2 en las hembras tratadas con prolame.

Cabe sugerir que los niveles de E2 dependan de factores como cambios en
el metabolismo de esteroides asociados a la edad.
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Los resultados de este estudio sugieren que el envejecimiento bloquea el
efecto ansiolitico de los tratamientos utilizados, ademas prolame mostré una mejor
eficacia respecto al E2 para producir estos efectos centrales en las ratas AJ-Ovx
pero con menos efectos adversos. Los hallazgos también muestran que el
envejecimiento debilita las acciones ansioliticas de prolame, y de E2, y este efecto

también se observa en el tejido uterino.
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IX. CONCLUSIONES

v Ni el envejecimiento ni la condiciéon endocrina influyen de manera significativa en
la presencia de ansiedad experimental en las hembras, evaluada en los modelos
de LEC y ED.

v" El envejecimiento deteriora el organismo de las ratas hembra, principalmente a

nivel de la locomocion.

v’ La respuesta ansiolitica a los estrégenos prolame y E2 depende de la edad, ya

que producen los efectos esperados unicamente en las hembras adultas jévenes.

v En las ratas de mediana edad E2 y prolame modulan las conductas de panico
(freezing behavior) en respuesta a estimulos dolorosos. Este efecto dependio6 de
la condicion enddcrina ya que tal modulacién se presentd en las hembras

intactas, pero no en las ovariectomizadas.
v’ El efecto ansiolitico de prolame o E2 no se relaciona a alteraciones motoras.

v" Los efectos tréficos de prolame sobre Utero son menores a los de E2, y no parecen

estar relacionados a las concentraciones de estradiol en suero.

v Los niveles de corticosterona en respuesta a las pruebas de conducta fueron
unicamente dependientes de la edad. El efecto de los tratamientos sobre la
conducta no se relacionan con una reduccién de los niveles de corticosterona en

sangre.

v" Los efectos ansioliticos de E2 y prolame no se relacionan con las concentraciones

de estradiol en sangre.

v Los resultados sugieren que el envejecimiento en las hembras modifica el
metabolismo de las hormonas esteroidales, como el prolame. Lo cual podria ser
asociado a los niveles de E2 encontrados en ratas de ME tratadas con el AE.
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Por lo tanto, el 17pB-aminoestrégeno prolame, podrian ser una alternativa de TRH
debido a que presenta efectos benéficos similares a los inducidos por el E2. Sin
embargo, los efectos adversos que produce son menores de manera significativa,
lo que podria redundar en una mejor calidad de vida de mujeres que debido a la

menopausia, reciben este tipo de terapia.
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X. PERSPECTIVAS

Se calcula que para el 2050 la piramide de edad se invertira (OMS), lo que indica
que el numero de mujeres en etapas como la perimenopausia y postmenopausia,
en las cuales aumenta la vulnerabilidad a padecer trastornos psiquiatricos y en
particular de la ansiedad. Por lo cual, es necesario invertir tiempo en investigar

nuevos tratamientos que permitan mejorar su calidad de vida.

Los estrogenos utilizados en las TRH son una potente opcion terapéutica, sin
embargo, estos tratamientos conllevan distintos efectos deletéreos como el riesgo
de padecer cancer de utero/mama y los eventos tromboembdlicos principalmente.
Los AEs se han propuesto como una potente opcion de TRH, aunado al efecto
ansiolitico encontrado en el presente estudio, se ha reportado que prolame induce
efectos anticoagulantes, antidepresivos, prosexuales, y mejora la memoria. Por lo

que apoyamos la idea de seguir investigando sus propiedades farmacoldgicas.

Por lo tanto se propone evaluar los efectos ansioliticos en una etapa mas
temprana de la vida, por ejemplo, en ratas que cursen el inicio de la etapa de ciclos

irregulares.

Es necesario evaluar el tratamiento de prolame con diversos esquemas de
administraciéon y analizar posibles mecanismos de accion como aquellos en los que

participan las monoaminas o los factores neurotréficos.

Seria interesante evaluar si el efecto ansiolitico de prolame depende de la
interaccion de este farmaco con los RE, e identificar el tipo de RE involucrado, y

estudiar los mecanismos de accion propuestos.
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Estrogens of clinical use produce consistent antidepressant- and anxiolytic-like effects in animal models of men-
opause. Regulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) or stress axis, has been proposed as a pathway
through which estrogens improve affective-like behaviors. Anticoagulant 173-aminoestrogens (17(3-AEs)
butolame and pentolame mimic some effects of estradiol (E,), i.e., on female rodent sexual behavior, with oppo-
site actions on coagulation. However, their psychoactive actions have not been explored. On the basis of simili-
tude with E;'s effects, we hypothesized that these 173-AEs would induce anxiolytic- and antidepressant-like
effects, which would be reflected in a reduction of activity in the HPA axis. In ovariectomized female rats, chronic
treatment with prolame (60 pg/kg), butolame (65 pg/kg) and pentolame (70 pg/kg) reduced anxiety-like behav-
ior in the elevated plus maze (evidenced by an increase in time in open arms, E; (40 pg/kg) + 176%; prolame
+201%; butolame, + 237%; and pentolame + 295%, in comparison to the control vehicle group 100%). Pentolame
also decreased significantly anxiety-like behavior in the burying behavior test. Prolame and E; produced a signif-
icantly antidepressant-like action, which was not induced by butolame and pentolame. Behavioral effects of 173-
AEs (and E;) on anxiety and depression did not follow the same pattern than corticosterone or E; levels; they also
were associated to changes in locomotor activity, evaluated by the open field test. These results constitute the
first evidence of specific and selective actions of butolame and pentolame as anxiolytics for females with a
hypoestrogenic condition. Results also confirm the potential of prolame as an antidepressant steroid with equiv-
alent actions to E,. Psychoactive properties of 173-AEs in combinations with reduced adverse effects on coagula-
tion, suggest that 173-AEs may be a good alternative replacement therapy for women with symptoms associated
with menopause.
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1. Introduction

Recent studies investigating affective processes in humans have ob-
served higher rates of mood and anxiety disorders in pathologies relat-
ed with abnormalities in gonadal hormone levels (Rasgon et al., 2002).
In women during menopause transition, diminishing ovarian function
gradually leads to decreases of 173-estradiol (E;) levels. Such status is
linked to physical (i.e., hot flushes) and psychological (i.e., changes in
mood) symptoms (Llaneza et al., 2012). Extreme manifestations of
anxiety and sadness in women with risk factors, may lead to the

* Corresponding author at: Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Muiiiz,
Calz. México-Xochimilco 101, Col. San Lorenzo Huipulco, Delegacién Tlalpan, C.P. 14370
Meéxico, D.F., Mexico.

E-mail address: lucia@imp.edu.mx (L. Martinez-Mota).

http://dx.doi.org/10.1016/j.pnpbp.2015.07.013
0278-5846/© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

diagnosis of anxiety and depressive disorders impacting their quality
of life (Terauchi et al., 2013).

Traditional psychiatric drugs may improve affective alterations of
menopausal women (Morgan et al., 2005); however, the complex symp-
toms due to the lack of gonadal hormones sometimes require the use of
estrogen replacement therapy (ERT). ERT has benefits on metabolism,
hot flushes and insomnia (Llaneza et al., 2012), improves mood alter-
ations and reduces anxiety in some women (Rasgon et al., 2002; Soares
et al,, 2001). Importantly, ERT may modulate hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis function (Kudielka et al., 1999; Pattacchioli et al.,
2006) exerting its antidepressant and anxiolytic effects in women. How-
ever, adverse effects of ERT such as an increased risk of breast or endome-
trial cancer and thromboembolic events (Farquhar et al., 2009; Narod,
2011), limits its use in high risk populations for these diseases.

Rodent models have been extensively used and have made an
important contribution on better understanding ERT's effects on
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anxiety- or depressive-like behaviors and its underlying mechanisms
(Estrada-Camarena et al., 2010; Walf and Frye, 2005a). Estrogen actions
on affective-like behavior are influenced by many factors. Estrogens like
E, and ethynilestradiol produce consistent antidepressant-like effects in
hypoestrogenic female rodents, with some variation in efficacy related
to dosage (Estrada-Camarena et al., 2003; Walf and Frye, 2005a). Their ef-
fects on anxiety are more controversial even in animal models. Conflicting
results seem be linked to the type of estrogen evaluated, but more impor-
tantly to the regimen (Hiroi et al., 2011; Kalandakanond-Thongsong et al.,
2012). Considering the advantages of ERTs, there continues to be interest
in finding new estrogenic molecules with an adequate balance between
benefits and risks. Effects of these molecules on affective regulation are in-
vestigated from a basic approach in validated animal models of anxiety-
or depressive-like behaviors.

The synthetic 173-aminoestrogens (173-AEs), prolame [173-(3-hy-
droxy-1-propylamino)-1,3,5(10)-(estratrien-3-ol) ], butolame [17p-(3-
hydroxy-1-butylamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol)], and pentolame
[17B-(5-hydroxy-1-pentylamino)-1,3,5(10)-(estratrien-3-ol)] are E, an-
alogs with an amino-alcohol side chain —NH—(CH,),,—OH substituent
in the C17 position of the steroid nucleus (Fig. 1). 173-AEs in ovariecto-
mized (Ovx) rodents produce effects on uterus, brain, and stimulate sex-
ual behavior similarly to E; but with lower efficacy and potency (Jaimez
et al,, 2000; Lemini and Canchola, 2009; Lemini et al., 2005b). Interesting-
ly, 173-AEs induce anticoagulant effects, in contrast to the procoagulant
effect of E; (Lemini et al., 2005a), which may have implications for their
use as ERT in women with increased risk of thromboembolic events.

Recent studies in behavioral paradigms have reported that prolame
has psychoactive actions, similar to E,. Prolame induces mnemonic,
anxiolytic-like (Limén et al., 2012), and antidepressant-like effects in
Ovx females (Lemini et al., 2013). Butolame and pentolame have a
close structural relationship to prolame, but differences in the length
of chain substituent (Jaimez et al., 2000) account for less adverse effects
on coagulation and in the uterus (Lemini et al., 2005a,b). However their
psychoactive effects have been scarcely investigated in animal models
of affective disorders.

This study tested the hypothesis that treatment with butolame and
pentolame would produce antidepressant- and anxiolytic-like effects
similar to the natural hormone (E,). We predicted that these effects
would be associated to a chronic administration regimen rather than a
subacute one (Koss et al., 2004; Lemini et al., 2013). Considering the
psychoactive effects of E; could be related to an adequate stress re-
sponse, it was expected that 17B3-AEs' actions on behavior were associ-
ated with reduction of corticosterone (B) levels in blood. Accordingly,
the objectives of this study were: a) to evaluate whether chronic admin-
istration of butolame or pentolame produce anxiolytic- and/or
antidepressant-like effects in validated animal models of affective disor-
ders; b) to determine possible unspecific effects of steroids on ambula-
tion by using the open field test (OFT); c) to relate behavioral effects of
17B-AEs with serum levels of B; and d) to investigate if behavioral ef-
fects of 173-AEs were linked to production of E; levels.

HN(CH2)nOH

Estradiol

n=3 Prolame
n =4 Butolame
n=5 Pentolame

Fig. 1. Structure of 17p-estradiol and 173-AEs.

2. Methods
2.1. Animals

Female adult Wistar rats weighing 200-250 g were used in this
study. All animals were bred in the animal housing facilities of the Fac-
ulty of Medicine, UNAM; treated and evaluated in the National Institute
of Psychiatry “Ramon de la Fuente Muiiiz”. The animals were housed,
five per cage, in a room under inverted light/dark cycle conditions
(12/12 h; lights on at 22:00 h) with ad libitum access to water and
Purina Rat Chow throughout the experiments. Institutional ethical com-
mittees for animal use approved the protocol for these experiments
(No. 058-2014 and No. NC143370.1). Animal management was done
according to the general principles of laboratory animal care (NIH pub-
lication 85-23, 1985, cited in National Research Council, 2011). Experi-
mental studies were conducted in accordance with Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, the Animal Protection Law for the Fed-
eral District and the General Health Law Related to Health Research
(2001).

2.2. Surgery

Rats were bilaterally Ovx under anesthesia with 2,2,2-
tribromoethanol (Fluka, 100 mg/kg i.p., dissolved in 0.9% saline so-
lution) and kept in aseptic conditions. Afterwards, the rats were
returned to their home cages to allow recovery for three weeks, be-
fore treatment administration (Lemini et al., 2013).

2.3. Drugs

Prolame, butolame and pentolame were synthesized from estrone.
The detailed process for the synthesis of these 17B-AEs is described
elsewhere (Fernandez-G et al., 1985). Substances were subjected to
proof of chemical purity by comparing their analytical (MP, TLC) and
spectroscopic methods (IR, NMR, MS) with the authentical samples. E;
(3,17p-dihydroxy-1,3,5(10)-estratriene) was purchased in Sigma-
Aldrich (St. Louis MO, USA). All steroids were dissolved in corn oil.

24. Behavioral tests

24.1. Elevated plus maze test (EPM)

This test based on exploration was conducted under red dim light.
Animals were exposed to a non-painted wood, plus-shaped maze,
made with four arms (50 x 10 cm) placed on an elevated platform
(50 cm from the floor). Opposite arms were surrounded by walls
(40 cm high), while the others were kept without protection. Rats
were placed in the center of the maze facing an open arm and left to ex-
plore during 10 min, under red illumination. Sessions were videotaped
and behavior analyzed later by two independent observers to quantify
the following variables: time (seconds) spent exploring the center,
open or closed arms, and the total number of crossing from the open
to closed arms (or vice-versa). A rat is considered to cross to an arm
when it puts its four paws in that place. An increased time in the open
arms was interpreted as an anxiolytic-like effect, while changes in
total number of crossing were considered to reflect variations in loco-
motor activity (Fernandez-Guasti et al., 1999).

2.4.2. Burying behavior test (BBT)

All procedures were conducted under red dim light. Three days be-
fore the test, rats were habituated to an experimental cage (27 x
16 x 23 ¢cm) containing 5 cm of fine sawdust during 30 min per day;
on the fourth day, the cage was conditioned with an acrylic prod in a
wall (2 cm above the bed), which was connected to a stimulator of con-
stant current (model 5806, LaFayette Instruments, Inc., IN. USA). Rats
were individually tested during 10 min: when a rat touched the prod
it received one or more electric shocks (0.3 mA) and responded to it
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expressing burying behavior, which consisted of moving the sawdust
with its forepaws until having buried the prod (source of aversive stim-
ulation). All sessions were videotaped and analyzed by two indepen-
dent observers to quantify a set of parameters: cumulative burying
behavior, consisting of the sum of all periods (seconds) the rat lasted
to bury the prod; time of immobility, consisting of cumulative time dur-
ing which rats keep motionless expressed at any moment of the test; la-
tency to burying behavior, defined as the time elapsed since the rat
received the first electric shock until it started to bury; and number of
electric shocks received by the rat during the test. Treatments reducing
cumulative burying or immobility behaviors are considered anxiolytic
drugs (Treit et al., 1981). Changes in burying behavior latency may de-
note variations in time reaction, while an increase in number of shocks
may reflect analgesic effects (Rogel-Salazar and Lépez-Rubalcava,
2011).

2.4.3. Forced swimming test (FST)

For the FST we have used a protocol consistent with previous exper-
iments for determination of behavioral despair and effect of antidepres-
sants (Martinez-Mota et al., 2011). Rats were individually placed into a
glass cylinder (46 cm height x 20 cm diameter) containing 30 cm of
water at 23 4 2 °C, in two swimming sessions, 24 h apart. The former
was considered the pre-test (15-min) while the latter (5-min) was
video recorded to later evaluate changes in depressive (i.e., immobility)
and motivational (swimming and climbing) behaviors. At the end of
each session, animals were taken out, dried with tissue paper and
placed in a warm cage to recover (23 + 2 °C) during 15 min. Two ob-
servers blinded to the treatments carried out a time-sampling technique
to score, every 5 s: immobility, defined as the minimum movements
done by animals to keep their nostril above the water (i.e., floating);
swimming, movements implicating displacement in the cylinder; and
climbing, movements executed with forepaws in and out the water usu-
ally against the cylinder walls (Detke et al., 1995).

2.4.4. Ambulation in the open field test (OFT)

This evaluation was conducted in order to discard confounding drug
actions (i.e., increase in locomotor activity) that might affect interpreta-
tion of anxiety and depressive test. The rats were evaluated during
5 min in an automatic system (PanLab, Spain) consisting of a plexiglass
cage (45 x 35 x 45 cm) with two infrared sensors located on the
cage walls (2.5 and 10.5 cm from the cage base), coupled with an IR
LE8811 software. The system registered and counted all of the rat's
movements.

2.5. Determination of serum levels of E; and B

Rats (n = 4-8) were decapitated 30 min after the last behavioral
evaluation to obtain trunk blood, considering that B peaks at this time
after the FST (Martinez-Mota et al., 2011). Blood was centrifuged
(4000 r.p.m. for 25 min at 4 °C) and serum was stored at —20 °C.
Total E; or B serum concentrations were measured by radioimmunoas-
say using commercial kits (TKE21 and TKRC1, respectively, from Coat-
A-Count, Siemens, Germany) following the manufacturer's instructions.
The procedure used antibody-coated tubes in which '?*I-labeled E, or B
competed with the sample of label free steroids for antibody sites. After
incubation, separation of bound from the unbound E, or B was achieved
by decanting. The tubes were then counted in a gamma counter; the
counts being inversely related to the amount of hormones present in
the serum. E, (pg/mL) and B (ng/mL), total quantity was determined
using a calibration curve counts. The specific activity was 4 pCi. The sen-
sitivity limit for E; was 8 pg/mL and for B 5.7 ng/mL. Intra- and inter-
assay variations were <7% and <8.1% for E, respectively, and <12.2%
and <14.9% for B. B values were later converted to pg/dL.

2.6. Experimental design

61 Ovx rats were assigned to independent groups in order to receive
one of the following treatments: E; 40 pug/kg (n = 12); prolame 60 pg/kg
(n = 13); butolame 65 pg/kg (n = 12); pentolame 70 pg/kg (n = 12) or
corn oil as vehicle (n = 12). All compounds were chronically adminis-
tered during a period of 26 days, one s.c. injection per day at 09:00 h,
with a total volume of 0.2 mL per rat. Doses of E; and prolame were se-
lected on the basis of their antidepressant-like effects reported in a for-
mer study (Lemini et al., 2013); doses of butolame and pentolame were
chosen considering their equivalence in molar concentration with re-
spect to E,. Duration of the treatments was chosen on the basis of
prolame's psychoactive reported effects (Limoén et al., 2012; Nissen
et al., 2012).

2.7. General procedure

Rats were evaluated with the previously mentioned behavioral tests
from day 24 to 26 of treatment. Experimental sessions were carried out
between 10:00 and 14:00 h, starting at day 24 with the EPM and the
BBT, separated by 90 min. At day 25, animals were submitted to the
pre-FST, while at day 26 animals were subjected to the OFT followed
by the 5 min session of the FST.

2.8. Statistical analysis

Behavioral and hormone results were expressed as mean + stan-
dard error (s.e.m.), and initially analyzed with a normality test followed
by a one-way ANOVA. Post-hoc tests were applied when ANOVA
reached statistical significance (p < 0.05), using the Holm-Sidak method
for multiple comparisons, and Student's t test for paired data (Zolman,
1993). Sample size was calculated with 80% power. All the statistical
analyses were performed with Sigma Stat 3.1 (Copyright© 2004, Systat,
Software Inc.).

3. Results
3.1. Effect of the 173-AEs in the EPM

All estrogens evaluated produced an increase in time spent by rats in
the open arms (F(4,56) = 3.60, p = 0.011, Panel a, Fig. 2); butolame and
pentolame reduced the time that rats stayed in the closed arms
(F(4,56) = 3.86, p = 0.008, Panel b), while E; and prolame produced
only a mild reduction of this parameter, without attaining statistical sig-
nificance. Treatments did not affect the time that rats stayed in the cen-
ter of the maze (F(4,56) = 1.88, p = 0.12, Panel c). Finally, butolame
significantly increased the number of total maze crosses, with respect
to the vehicle group (F(4,56) = 2.79, p = 0.035, Panel d).

3.2. Effect of the 17B-AEs in the BBT

In response to electric shock, some animals did not exhibit burying
behavior: 6/12 (50%) of the control group, 1/13 (7.6%) of prolame, 1/
12 (8.3%) of butolame, and 3/12 (25%) of the pentolame group.
ANOVA was carried out with data from animals that expressed burying
behavior: pentolame significantly reduced the cumulative burying be-
havior with respect to the vehicle or E; groups (F(4,45) = 3.50, p =
0.014, Panel b, Fig. 3). However, the presence of either treatment mod-
ified other parameters in this paradigm (latency to burying, F(4,45) =
0.26, p = 0.92, Panel a; time of immobility, F(4,45) = 0.95, p = 0.44,
Panel c; number of received electric shocks, F(4,45) = 0.32, p = 0.86,
Panel d).
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Fig. 2. Effect of 17(3-AEs in Ovx female evaluated in EPM. Results of the Holm-Sidak meth-
od: * p <0.05, ** p < 0.01 versus control group chronically treated with vehicle.

3.3. Effect of 173-AEs in the FST

Chronic treatments with prolame and E; significantly reduced im-
mobility (F(4,56) = 4.24, p = 0.005, Panel q, Fig. 4) and increased
climbing (F(4,56) = 2.72, p = 0.039, Panel c¢) without affecting swim-
ming (F(4,56) = 2.03, p = 0.10, Panel b). The antidepressant effect in-
duced by prolame was not statistically different from the one induced
by E,. Butolame and pentolame only produced a mild reduction in im-
mobility and a modest increase in climbing, without attaining statistical
significance.

3.4. Effect of 173-AEs in the OFT

In this test, only prolame produced a reduction in the number of
counts with respect to E; but not with respect to the vehicle group
(F(4,56) = 3.26, p = 0.018, Fig. 5).

3.5. Effect of the 173-AEs on the levels of E; and B

Serum concentrations of E; and B from estrogen and vehicle treated
rats (n = 34), obtained by radioimmunoassay, are shown in Table 1. E,
chronic treatment elicited the highest levels of this steroid. Prolame,
butolame and pentolame chronic treatment induced E, serum levels
in the same range as the vehicle control group. On the other hand, any
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Fig. 3. Effect of 173-AEs in Ovx female rats evaluated in the BBT. Results of the Holm-Sidak
method: ** p < 0.01 versus control group chronically treated with vehicle.

treatment significantly modified the serum levels of B with respect to
the control.

4. Discussion
4.1. 17B-AEs anxiolytic effects in the EPM and BBT

Chronic administration of E, or the 173-AEs prolame, butolame and
pentolame increased the time rats spent in the open arms of the EPM,
thus they were capable of producing an anxiolytic-like effect. Butolame
and pentolame produced effects of greater magnitude and significance;
congruently these treatments resulted in a reduction of time spent in
the closed arms. All estrogens increased number of crossings in the
maze but only butolame enhanced the number of crossings reaching
statistical significance. This suggests that the anxiolytic-like effect of E;
and 17p-AEs does not depend on increased ambulation. Differences in
the pharmacological efficacy of 173-AEs in the EPM also are related to
changes in exploratory behavior expressed here.

Anxiolysis induced by 173-AEs in the EPM was structure-dependent,
increasing in magnitude according to the number of methylenes in the
amino-alcohol side chain [—-NH—(CH,)n—OH at C-17] with three,
four, or five methylenes (n = 3, or 4, or 5, Fig. 1). The order followed
was: Ep, +176%; prolame, +201%; butolame, + 237%; and pentolame,
+ 295%, with regard to the control group (100%). The activity increasing
order reveals that the longer chain associated with butolame and
pentolame structures is capable of producing more significant anxiolytic
effects, even higher than equimolar doses of E;.

In the defensive burying behavior paradigm, only pentolame
reduced the time the rats spent burying the prod, the main indicator
of anxiolytic-like behavior (Treit et al., 1981). Pentolame exhibited a
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Fig. 4. Effect of 173-AEs in Ovx female rats subjected to the FST. Results of the Holm-Sidak
method: * p <0.05, ** p < 0.01 versus control group chronically treated with vehicle.

remarkable potency as an anxiolytic without modifying passive expres-
sions of anxiety (immobility), the response threshold to aversive stimu-
lus (measured by changes in burying behavior latency) and sensitivity
of the nocive stimulus (number of shocks received by rats). In contrast
E,, prolame and butolame were unable to reduce cumulative burying
or immobility behavior. These treatments also did not modify other be-
haviors considered indicators of a state of anxiety (Rogel-Salazar and
Lopez-Rubalcava, 2011), such as grooming to snout or a whole body dis-
continuous grooming pattern (data not shown). Meanwhile in the OFT,
prolame reduced ambulation but pentolame and butolame did not
alter it, indicating that motor behaviors were not related to the anxiolyt-
ic effect of pentolame. Data from the ambulation test also discarded
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Fig. 5. Effect of 173-AEs in Ovx female rats evaluated in the OFT. Results of the Holm-Sidak
method: * p < 0.05, prolame group versus E; group.

Table 1

Serum levels of steroids in Ovx female rats chronically treated with 17p3-AEs.
Groups E, B n

pg/mL pg/dL

Vehicle 32.20 £ 8.00 84.00 + 14.30 6
E, 40 pg/kg 1230.48 + 330.4 *** 54.88 + 13.49 4
Prolame 60 pg/kg 45.24 + 14.78 64.88 + 10.53 9
Butolame 65 pug/kg  27.38 + 16.83 54.16 £+ 13.82 8
Pentolame 70 ug/kg  24.61 & 11.56 85.37 £+ 16.60 7

One-way ANOVA  F(4,29) = 27.20,p<0.001 F(429) = 1.17,p = 036

Hk

Results are expressed as mean + s.e.m. Results of the Tukey's test:
other groups.

p<0.001 versus the

unspecific effects of E,, prolame and butolame that would abrogate
their anxiolytic-like activity in the BBT. Altogether, data obtained in
the BBT suggests some selectivity of pentolame to modulate anxiety-
like behavior.

E, was used here as the reference hormone for comparison of
butolame and pentolame's effect in both models of experimental anxi-
ety. Contrary to reduction of anxiety induced by chronic treatment
within the EPM, we found no effect of this steroid on anxiety-like behav-
iors in the BBT. This result contrasts with some literature data. For ex-
ample, female rats in proestrus exhibit less cumulative burying
behavior than Ovx ones (Fernandez-Guasti and Picazo, 1992). Rats in
proestrus have higher levels of estrogens along the estrous cycle, and
high levels of estrogens with respect to Ovx females. In concordance
with physiological regulation of anxiety by estrogens, E, treatment pro-
duces anxiolytic-like effects in Ovx females in the BBT (Walf and Frye,
2005b). The regimen treatment of E, used in our study may explain
the lack of an anxiolytic-like effect: 26 days of E; at 40 pg/kg versus a
single treatment of E; at 10 pg/rat. Taken together these results seem
to be in line with literature data regarding that the effect of estrogens
in anxiety depends on conditions such as regimen and dosage
(Martinez-Mota et al., 2000; Walf and Frye, 2005a,b), and the point of
initiation of the treatment with estrogens in females (Walf and Frye,
2009). The lack of effect observed with prolame and butolame in the
BBT suggests that the type of estrogen is also a variable to be considered
in selection of ERT.

Differences in effects of E; or 17p3-AEs in EPM and BBT may be
interpreted in relation to different types of anxiety. EPM has been pro-
posed as a model of fear to open spaces (acrophobia) while the BBT
has been described as a model of generalized anxiety by a noxious stim-
ulus. In the EPM, anxiety expression is manifested by rodents' prefer-
ence for dark/closed areas and by avoidance of open spaces, a form of
unconditioned fear. Furthermore, expression of anxiety- or anxiolytic-
like behavior depends on the rats' activity level (File and Aranko,
1998). The BBT causes conditioned fear responses to the noxious stimu-
lus such as defensive burying, freezing or immobility behaviors (De Boer
and Koolhaas, 2003). In agreement with this, all estrogens evaluated in
our study may regulate expression of unconditioned forms of anxiety,
but pentolame might induce effects on expression of a conditioned
form of anxiety.

4.2. Prolame and E, antidepressant-like effect in the FST

Chronic administration of prolame and E; produced a reduction of im-
mobility behavior in the FST, which is interpreted as an antidepressant-
like effect. These results support a previous report about prolame's antide-
pressant effect elicited by subacute administration in the same animal
model (Lemini et al,, 2013). Antidepressant-like actions of prolame and
E, were manifested without producing side effects in locomotor activity,
i.e,, increased exploration, which accounted for their specific actions on
depressive-like behavior in the FST. Actions of prolame in this paradigm
and anxiolytic-like effects in EPM (current results, Nissen et al., 2012)
give further support to the idea that prolame may impact several
affective-like behaviors in hypoestrogenic females.
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Reports about the modified version of the FST described active be-
havior differences which permit to distinguish mechanistic differences
involved in the antidepressant activity of drugs. Antidepressants acting
on the serotoninergic system (i.e., fluoxetine) produce an increase in
swimming, whereas those interacting with noradrenergic and/or dopa-
minergic systems (i.e., reboxetine, desipramine, bupropion) facilitate
climbing (Detke et al., 1995). In the current study, chronic administra-
tion of prolame (and E) increased climbing behavior in concurrence
with the decrease of immobility. This suggests participation of catechol-
amines in their action as antidepressants, a hypothesis that should be
tested. However, prolame's actions on the serotonin system cannot be
excluded since subacute administration increased swimming in Ovx fe-
male rats (Lemini et al., 2013). Other dual actions on these neurotrans-
mitter systems have been reported to antidepressant drugs such as
venlafaxine, and estrogens such as ethynilestradiol (Vega-Rivera et al.,
2013). Furthermore, reduction of immobility in the FST induced by
prolame was blocked by the unspecific estrogen receptor (ER) antago-
nist tamoxifen, evidencing participation of ERs in this response
(Lemini et al., 2013). Then, prolame might have interaction with several
targets in the brain to regulate affective-like behaviors.

In contrast to the actions of prolame, butolame and pentolame in
chronic (65 or 70 mg/kg, of this study) or subacute (10, 20, 50, 100
and 200 pg/rat, Lemini et al., 2013) treatment, did not produce
antidepressant-like effects in the FST. Apparently the difference of one
or two methylenes in the substituent on the amino group chain on C-
17p is critical to manifest the antidepressant-like effect of these
compounds. This change also may account for the mechanism of action
of these steroids in some cell types. Recent data obtained in an asthma
animal model supports this suggestion. 173-AEs induced hyper-
responsiveness to histamine, carbachol and KCl; following a pattern of
pentolame > butolame > aminoestrol (a 173-estrogen without the alkyl
alcohol substitution on the NH— group). Interestingly pentolame, in
greater extent than butolame, enhanced the opening of the L-type voltage
dependent Ca?* channels in this model, in opposition to aminoestrol and
E, (Flores-Soto et al., 2015). This membrane mechanism would, on the
one hand play a role in the effects of pentolame and butolame on anxiety,
and the other hand, restrict their actions as antidepressants.

4.3. Central effects of 17[3-AEs association with E, and B levels

It is proposed that physiological levels of E, reached by certain doses
of treatments may account for its effects on non-reproductive behav-
iors, while infra- or supra-physiological levels might evoke deleterious
effects (Barha et al., 2012; Martinez-Mota et al., 2008; Walf and Frye,
2005a). Here we found that chronic treatment with 173-AEs did not
produce higher E; serum levels; instead, these levels were similar to
those detected in control animals. The pharmacokinetic of 173-AEs
has not been studied so far. However, current findings suggest that
17B-AEs tested here are not biotransformed to E; and possess psychoac-
tive properties by themselves. On the other hand, chronic treatment
with E; induced supra-physiological serum levels of the same hormone,
which were concordant with its prolonged administration (26 days).
The results obtained reveal that for induction of behavioral effects of
17B-AEs in the paradigms here included, a substantial increase in the
serum levels of E; is not required.

The levels of serum B detected in vehicle-treated rats suggested an
impact of exposure to different tests on the HPA axis. Findings agree
with previous reports (File et al., 1994; Martinez-Mota et al., 2011)
using the same paradigms in rats. Additionally, 173-AEs used as treat-
ments were unable to reduce B levels, however, these treatments favor-
ably impacted behavior, stimulating anxiolytic and/or antidepressant-
like effects similar to E,. Present results show that effects of 173-AEs
and E; on affective behaviors do not occur following the same pattern
of effects on B levels. Notwithstanding, literature data does not allow
to discard the interaction between estrogens and the HPA axis, since
these hormones incide on other points beyond adrenal glands, i.e.,

hypothalamus or even hippocampus (Kudielka et al., 1999; Weiser
and Handa, 2009). Consequently, regulation of affective states by estro-
gens is complex and the scope of this work was limited to identify ef-
fects of 17B-AEs on behavior.

4.4, Structure-activity relationship in effect of 173-AEs

It is remarkable that current results for 17B-AEs in regulation of be-
havior are in an inverse relationship to that found with the same com-
pounds on their reproductive actions. The structural change in the
C17p steroid molecule by inserting an amino group decreases the estro-
genic activity of 173-AEs (Jaimez et al., 2000; Lemus et al., 1998). In the
series prolame, butolame, and pentolame, the lengthening of the chain
substitution on the amino group diminishes potency related to E,.
These estrogens increase dose effective 50 (DE50) and inhibit LH,
exert uterotrofic effects, and stimulate female sexual behavior and the
binding to ERs (Jaimez et al., 2000; Lemini and Canchola, 2009; Lemini
etal., 2005b; Lemus et al.,, 1998). Pentolame, with five methylene inser-
tion at the 173 amino-alcohol side-chain, possessed the weakest estro-
genic properties and showed the lowest efficacy and potency with
respect to the other 173-AEs in induction of reproductive effects. Partic-
ularly in the lordotic behavior, it showed remarkable differences with
respect to E; (ED50 pentolame 1037 pg/kg versus E; 10 pg/kg). Here
we demonstrate pentolame's actions specifically for anxiety, at least in
the EPM and BBT. Thus, actions of pentolame are more selective for anx-
iety, while prolame has strong antidepressant activity. Then, psychoac-
tive properties of the 173-AEs are strongly influenced by the structural
changes of these molecules.

4.5. Possible mechanisms of action of 173-AEs on behavior

Data points out that prolame and E; may produce their effects by in-
teraction with ERs (Lemini et al., 2013). Prolame and E; have equivalent
affinity for both ERo and ER( subtypes (Jaimez et al., 2000; Lemus et al.,
1998) and structurally are closer. Cytosolic ERs belong to the nuclear re-
ceptor superfamily; they are considered ligand-regulated transcription
factors which participate in regulation of genes involved emotion and
behavior, i. e., brain derived neurotrophic factor (Osterlund et al.,
2005; Suzuki et al., 2013). Possibly E; and prolame share this mecha-
nism of action. Meanwhile, butolame and pentolame show specific an-
xiolytic-like effects. Structurally these hormones are similar; this
feature confer more affinity for ERo, mainly for pentolame (Jaimez
etal., 2000; Lemus et al., 1998). This mechanism may add to membrane
action induced by these steroids (Flores-Soto et al., 2015).

5. Conclusion

The present study shows first evidence that butolame and
pentolame, under chronic administration, produce anxiolytic-like ef-
fects in Ovx rats of greater selectivity. Results also confirm the broader
potential of prolame as a psychoactive steroid, with important antide-
pressant actions equiparable in efficacy to E,. Taken together, these
data give evidence of the potential of 173-AEs as ERT, equivalent to E,
in the regulation of affective behaviors, but without procoagulant ac-
tions. Differences in regulation of affective-like behaviors suggest collec-
tively complex mechanisms of action for these synthetic estrogens,
possibly linked to their structure.
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