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RESUMEN

El nucleo septal lateral es una estructura medial del cerebro anterior implicada en el hedonismo
que contiene receptores a neuroesteroides. La administracion sistémica del neuroesteroide
alopregnanolona, aumenta la actividad neuronal del nicleo septal lateral, a la par que reduce la
inmovilidad en la prueba de nado forzado, es decir, produce un efecto antidesesperanza. Por otro
lado, algunos neuroesteroides como la progesterona y la alopregnanolona producen efectos
ansioliticos y antidepresivos en modelos experimentales, mediante acciones sobre el receptor
GABA,. A fin de identificar la participacion del ndcleo septal lateral en estas acciones, evaluamos el
efecto de la microinyeccion in situ de alopregnanolona en el nlcleo septal lateral de ratas
sometidas a la prueba de nado forzado (para evaluar efecto antidesesperanza) y enterramiento
defensivo (para evaluar efecto ansiolitico). Utilizamos ratas adultas de la cepa Wistar repartidas en
tres grupos experimentales, para evaluar el efecto antidesesperanza y otros tres grupos para
evaluar el efecto ansiolitico. En la prueba de nado forzado la microinyeccién de alopregnanolona
alargo significativamente la latencia a la primera inmovilidad y redujo el tiempo total de inmovilidad,
sin cambios en la actividad motriz. En la prueba de enterramiento defensivo incremento la latencia
al enterramiento y redujo el tiempo empleado en el enterramiento. Estos datos sefialan que nucleo
septal lateral participa en las acciones ansioliticas y antidepresivas de la alopregnanolona a nivel
experimental.

1. INTRODUCCION

Cuando las ratas son implantadas con electrodos en el area septal y tienen acceso a aplicarse
estimulos eléctricos en esta region, despliegan una alta tasa de autoestimulacién intracraneal y
prefieren la autoestimulaciébn que al alimento, la actividad sexual o la ingesta de sustancias
altamente adictivas; de ahi que a esta area se le identifique como “zona del placer” (Olds y Milner,
1954). Dado que los antidepresivos efectivos clinicamente aumentan la tasa de autoestimulacion
intracraneal (McCarter y Kokkinidis, 1988) y que uno de los sintomas principales de la depresién es
la anhedonia o incapacidad para experimentar placer, es posible suponer alguna disfuncién de las
porciones del cerebro susceptibles al fendmeno de autoestimulacion. En efecto, el nicleo septal
lateral participa en la expresién de ansiedad y miedo y su actividad neuronal disminuye cuando los
animales anticipan un choque eléctrico en las patas (Yadin y Thomas, 1981) o cuando son
sometidos a procedimientos experimentales que inducen desesperanza como la prueba de nado
forzado (Contreras et al., 2004). Por el contrario, la tasa de disparo neuronal aumenta cuando los



animales reciben un reforzador positivo como el alimento (Vetulani, 1984; Yadin y Thomas, 1981),
o cuando son tratados con diversos farmacos antidepresivos clinicamente eficaces (Contreras et
al., 2001) o con neuroesteroides como la alopregnanolona (Rodriguez-Landa et al., 2007).

En el nlcleo septal lateral existen interneuronas GABAérgicas que contienen receptores
GABA,, los cuales a su vez, poseen un sitio de reconocimiento para los neuroesteroides como la
progesterona y la alopregnanolona (Majewska, 1992). En consistencia, ambos neuroesteroides
producen efectos de tipo ansiolitico y antidepresivo en diversos modelos animales (Martinez-Mota
et al., 1999; Khisti et al., 2000), por interacciéon con estos receptores (Khisti et al., 1998, 2000;
Rodriguez-Landa et al., 2007), lo cual amerita recibir mas observaciones, dado que se trata de
sustancias elaboradas por el cerebro y podrian asi participar en procesos de recuperacion
aparentemente espontanea de estados de ansiedad y de depresion.

2. MATERIALES Y METODOS

Sujetos experimentales. Se utilizaron 56 ratas macho adultas de la cepa Wistar (300-350 g).
Fueron alojados en cajas de acrilico translicidas en un bioterio con temperatura ambiente y ciclo
de luz/oscuridad de 12 x12 horas (ON a las 7:00 AM) y con acceso al agua y alimento ad libitum.
Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM (2008).

Para la prueba de nado forzado se utilizaron tres grupos, uno intacto, otro vehiculo y otro
alopregnanolona (1.0 mg/rata) para determinar alguna accion antidesesperanza. En otros tres
grupos con tratamientos semejantes se exploré el efecto ansiolitico en la prueba de enterramiento
defensivo. La dosis de alopregnanolona fue seleccionada de estudios previos (Rodriguez-Landa et
al., 2009) y fue disuelta en una solucion de y-ciclodextrina al 35 % en agua inyectable. Todos los
compuestos fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. USA. Bajo anestesia con éter etilico (J. T.
Baker), se implanté una cénula guia (9 mm de longitud, 22 G) en el nucleo septal lateral: AP= 0.2
mm, L= 0.5 mm, H= 3.5 mm, (Paxinos y Watson, 1998). Siete dias después de la cirugia los
animales fueron microinyectados y evaluados en las pruebas conductuales. La microinyeccién del
vehiculo o alopregnanolona (0.3 ul) se realiz6 con una bomba automatica de infusién (KD
Scientific). La canula inyectora, de 10 mm de longitud, sobresalia 1 mm de la canula guia. La
microinyeccién se realizé a velocidad constante de 0.06 ul/min y posteriormente, se permitid la
difusion de las sustancias durante 5 min. Después, los animales fueron evaluados en las pruebas
conductuales.

Prueba de campo abierto. Cada rata fue colocada durante 5 min en una caja de acrilico
opaca (44 x 33 x 20 cm), con la base dividida en cuadros de 11 x 11 cm. Se conté el nimero de
cuadros cruzados cuando la rata pasé al menos tres cuartas partes de su cuerpo de un cuadro a
otro.

Prueba de nado forzado. Consistié en colocar a la rata en un estanque de vidrio (50 x 35 x
60 cm) con agua a 25° C (£ 1°C). En una sesion de prueba de 5 min se cuantificé la latencia a la
primera inmovilidad (tiempo transcurrido desde que la rata fue colocada en el estanque hasta que
ocurri6 la primera inmovilidad) y el tiempo total de inmovilidad (suma de los periodos de
inmovilidad). La inmovilidad fue definida como todos aquellos periodos mayores a 2 seg en los que
la rata toco el fondo del estanque o cuando se mantuvo a flote sin realizar desplazamientos.

Enterramiento defensivo. Consistié en colocar a la rata durante 10 min en una caja de
acrilico (27 x 17 x 15.5 cm) de la que de una de sus paredes sobresalia un electrodo de cobre (90
mm, de largo y 8 mm de diametro) que liber6é una corriente continua de 0.3 mA. El piso de la caja
se cubrié con una cama de viruta cuya superficie quedd 1 cm por debajo del electrodo. Se evalud
la latencia al enterramiento (tiempo transcurrido desde que la rata recibe el primer estimulo
eléctrico hasta que inicia el enterramiento) y, el tiempo total de enterramiento (suma de los
periodos de enterramiento).

Control histoldgico. Al final de los experimentos, todos los animales fueron anestesiados
con éter etilico. Mediante un electrodo (100 p de diametro por 10 mm de largo) colocado a través
de la canula guia se pasoé corriente directa (30 seg cada polaridad; estimulador GRASS S88) para



marcar el sitio de microinyeccidon por electrocoagulacion. 24 horas después, los animales
anestesiados letalmente con éter etilico fueron perfundidos por via intracardiaca con solucién
salina fisiol6gica (0.9%) y luego formaldehido al 30% en buffer de fosfatos (0.1 M; pH 7.4).
Posteriormente se realizaron cortes de 40 uM de grosor y fueron tefiidos con la técnica de Nissl
para identificar el sitio de microinyeccién con la ayuda del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson
(1998). Para el andlisis estadistico sélo se incluyeron los datos de las ratas donde se identificé la

marca de la canula guia en el nucleo septal lateral.
Andlisis estadistico. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de 1 via. Cuando se

encontraron valores de p< 0.05, fue aplicada la prueba post hoc de Student Newman Keuls. Los
resultados se presentan como la media + el error estandar.

3. RESULTADOS

La administracion de la alopregnanolona no provocé cambios en el nimero de cuadros
cruzados en campo abierto [F (2,21)= 0.139; p=0.871, NS] durante los 5 min de la prueba.

La microinyeccion de alopregnanolona en el nicleo septal lateral alarg6 significativamente la
latencia a la inmovilidad [F (2,21)= 10.692; p<0.001] y redujo el tiempo total de inmovilidad [F
(2,21)= 23.624; p<0.001] en la prueba de nado forzado (Fig. 1).

a) Latencia a la inmovilidad b)  Tiempototal de inmovilidad
Prueba de Nado Forzado Prueba de Nado Forzado

o0

=
M
=
=3

150 I
100

=
=

*

| -

Intacto VehsL Alo 2 pgSL Intacto Veh-SL Alo 2 pg-NSL

M

=
wn
=1

Latencia (seg)
-
(=]
Inmovilidad {seg)

=]

=

Tratamientos Tratamientos

Figura 1. Prueba de nado forzado. La microinyeccion de alopregnanolona en el nucleo septal
lateral alargé la latencia a la primera inmovilidad (a) y redujo el tiempo total de inmovilidad (b). Post
hoc de Student Newmann Keuls.* p< 0.05 vs intacto y Veh, ANOVA de una via. Veh: vehiculo; Alo:

alopregnanolona.

En la prueba de enterramiento defensivo, la microinyeccion de alopregnanolona en el nlcleo
septal lateral incrementé significativamente la latencia al enterramiento [F (2,20)= 13.188; p<0.001]
y redujo significativamente el tiempo de enterramiento [F (2,20)= 5.582; p=0.012] (Fig. 2). Mientras
que, en la prueba de campo abierto no produjo cambios significativos [F (2,20)= 2.660; p=0.095,
NS] en el nimero de cuadros cruzados: intacto (33.6 + 2.6), Veh-NSL (40.1 + 4.7) y Alo-NSL (26.6

+ 4.6) (Fig. 2).
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Figura 2. Prueba de enterramiento defensivo. La microinyeccion de alopregnanolona en el ndcleo
septal lateral incremento significativamente la latencia al enterramiento (a) y redujo el tiempo total
de enterramiento (b). + p < 0.05 vs intacto y Vehiculo. ANOVA de una via. Post hoc de Student
Newmann Keuls.

4. DISCUSION

En el modelo de nado forzado (Porsolt et al.,, 1978), la latencia al primer periodo de
inmovilidad indica el primer esfuerzo que la rata realiza para tratar de encontrar una salida del
estanque (Contreras et al., 1995; Espejo y Mifiano 1999), mientras que, la inmovilidad representa
la falta de motivacion de las ratas para resolver la situacién aversiva, por lo que un decremento en
la latencia a la inmovilidad y un incremento en el tiempo de inmovilidad, se interpreta como un
estado de desesperanza, dichas alteraciones son revertidas por antidepresivos clinicamente
efectivos, como la fluoxetina (Contreras et al.,, 2001), asi como la misma alopregnanolona en
ratones (Khisti et al., 2000; Khisti y Chopde, 2000) o en ratas (Rodriguez-Landa et al., 2007, 2009).
Por lo tanto, cuando una sustancia disminuye la inmovilidad e incrementa la latencia al primer
periodo de inmovilidad, sin producir cambios en la actividad locomotriz generalizada, se interpreta
como un efecto antidepresivo. En nuestro estudio, la microinyeccién de alopregnanolona en el
nacleo septal lateral, increment6 la latencia a la inmovilidad y redujo la inmovilidad de las ratas
forzadas a nadar, lo que se interpreta como un efecto antidesesperanza.

Por otra parte, en la prueba de enterramiento defensivo, la latencia al enterramiento es un
indicador de la reactividad del animal ante el estimulo aversivo, un umbral de respuesta (Pinel y
Treit, 1978; De Boer y Koolhaas, 2003), mientras que el incremento en el tiempo de enterramiento
es un indicador de la ansiedad (Pinel y Treit, 1978; De Boer y Koolhaas, 2003), tal incremento se
revierte con farmacos ansioliticos como el diacepam o con la misma alopregnanolona administrada
de manera sistémica (Fernandez-Guasti y Picazo, 1995). En nuestro estudio, la microinyeccién de
alopregnanolona en el nicleo septal lateral aumenté la latencia al enterramiento y disminuyd el
tiempo de enterramiento, sin cambios en la actividad locomotriz, lo que se interpreta como un
efecto ansiolitico a nivel experimental (Pinel y Treit, 1978; De Boer y Koolhaas, 2003), pero
ubicamos al nucleo septal lateral como uno de los sitios de accion.

5. CONCLUSION

El ndcleo septal lateral participa en el efecto antidepresivo en la prueba de nado forzado y
ansiolitico en la prueba de enterramiento defensivo producido por la administracion in situ de la
alopregnanolona.
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