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RESUMEN

Allopregnanolona se produce en el cerebroy las
glandulas suprarrenales. La progesterona y sus
metabolitos, entre estos allopregnanolona pue-
den inducir acciones ansioliticas mediadas por
la activacion del complejo receptor GABA,, un
efecto similar al producido por los ansioliticos.

El propdsito de este estudio fue determinar el
efecto ansiolitico de allopregnanolona en ratas
adultas macho que tienen pocos receptores
para este metabolito.

Se realizd investigacion experimental basica,
disefo aleatorio, doble ciego, comparacion de
medias, en LABINCIMED-UAJMS, Tarija, febre-
ro-abril 2017. Se utilizaron 24 ratas Sprague
Dawley machos, criadas en condiciones estan-
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dares, de 3 meses de edad, 4 grupos para es-
tudio con n=6: un control; canuladas en tercer
ventriculo; canuladas y estresadas; canuladas
estresadas y con Allo. Por cirugia estereotéxi-
ca se implantd una canula en tercer ventriculo
y se administré allopregnanolona media hora
antes del test Plus Maze Elevated, valorandose
el tiempo de exploracion en brazos abiertos y
cerrados.

Los resultados mostraron que el grupo que
recibié tratamiento con inyeccion de 1
allopregnanolona IV antes de someterse al
procedimiento estresor registréd una mayor ex-
ploracién y permanencia en el brazo abierto,
siendo la diferencia muy significativa (p <0,01)
entre los grupos y comprobandose en el test
de Tukey la diferencia con p<0,05 entre el gru-
po canulado que no recibid Allo y el que recibid
Allo, con lo que se confirma el efecto ansiolitico
potente del tratamiento.
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Allopregnanolona, ansiolitico, cirugia estereo-
taxica

ABSTRACT

Allopregnanolone is produced in the brain and
adrenal glands. Progesterone and its metaboli-
tes, among these allopregnanolone, can induce
anxiolytic actions mediated by the activation of
the GABA, receptor complex, an effect similar
to that produced by anxiolytics.

The purpose of this study was to determine the
anxiolytic effect of allopregnanolone in adult
male rats that have few receptors for this me-
tabolite.

Basic experimental research, randomized de-
sign, double-blind, comparison of means, was
carried out in LABINCIMED-UAJMS, Tarija, Fe-
bruary-April 2017. Twenty 24 male Sprague
Dawley rats, reared under standard conditions,
3 months of age, 4 groups were studied for =
6: a control; cannulated in third ventricle; can-
nulated and stressed; cannulated stressed and
with Allo. For stereotactic surgery, a cannula
was implanted in the third ventricle and allo-
pregnanolone was administered half an hour
before the Plus Maze Elevated test, assessing
the exploration time in open and closed arms.
The results showed that the group that received
treatment with injection of 1 pl allopregnanolo-
ne IV before undergoing the stressor procedure
recorded a greater exploration and permanen-
ce in the open arm, being the difference very
significant (p <0.01) between the groups and
verifying in the Tukey test, the difference with
p <0.05 between the cannulated group that did
not receive Allo and the one that received Allo,
confirming the powerful anxiolytic effect of the
treatment.

Keywords: Allopregnanolone, anxiolytic, stereo-
tactic surgery
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INTRODUCCION

Los neuroesteroides son una subclase de es-
teroides que pueden ser sintetizados en el
sistema nervioso central de novo a partir del
colesterol independientemente de las fuentes
periféricas. El término esteroide neuroacti-
Vo, que se utiliza regularmente en un sentido
mas general, se refiere a esteroides que inde-
pendientemente de su origen, son capaces de
modificar actividades neurales y fue propuesto
para todos los esteroides naturales o sintéticos
que pudieran alterar de forma rapida la excitabi-
lidad neuronal mediante su unién a receptores
de membrana de la misma manera que acttan
los neurotransmisores (Pallares AM, 2007).

El esteroide allopregnanolona (Allo) es sinteti-
zado de novo en el sistema nervioso central en
el embriony en el adulto. Su tasa de produccidn
y los niveles en suero y las glandulas suprarre-
nales disminuyen gradualmente con la edad
avanzada. Allo incrementa significativamente
la proliferacion de las células progenitoras in
vitro via receptor GABA, y mecanismos calcio
dependientes (Wang JM, 2010).

Los niveles circulantes de NE disminuyen mar-
cadamente con la edad, alcanzando a los 80
anos niveles que equivalen al 20% de los ob-
servados a los 20 afos de edad. La fluctuacion
de los niveles corticales de Allo a lo largo de la
vida puede constituir un importante factor rela-
cionado con el estrés, lamemoria, la ansiedad o
la conducta sexual, aspectos que estan tipica-
mente alterados en edades avanzadas y que se
pueden relacionar con la variedad de trastornos
afectivos observados en la vejez (Pallarés AM,
2007).

Allo promueve la neurogénesis en el modelo de
ratén y la supervivencia de las nuevas células
neurales generadas, estos hallazgos proporcio-
nan evidencia preclinica para el régimen de tra-
tamiento dptimo con Allo para lograr la eficacia
como una modificacion de la enfermedad tera-
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péutica para promover la regeneracion al tiem-
po que disminuye la patologia asociada con las
enfermedades neurodegenerativas (Chen Sh,
2011).

La Allo sirve como prueba de concepto para te-
rapias que apuntan a la regeneracion enddge-
na, ventanas de oportunidad terapéutica para
la regeneracion y factores criticos de la biologia
del sistema que determinaran la eficacia de la
regeneracion (Brinton RD, 2013).

La Allo es un agente neurotréfico potencial.
La pérdida de neuronas dopaminérgicas en la
sustancia negra es una de las principales ca-
racteristicas patoldgicas del Parkinson y tam-
bién, al menos, de un subconjunto de pacientes
con Alzheimer, por lo tanto, la reinstalacion de
las neuronas de dopamina en el tracto nigroes-
triatal es de una importancia unica para estas
enfermedades neurodegenerativas (Wang JM,
2014).

Las neuronas y las células de la glia estan equi-
padas para la produccion de novo de hormonas
esteroideas, denominados neuroesteroides.
Esto es region especifica (cértex e hipocam-
po) e independiente de la secrecion periférica.
También incluye a los metabolitos de hormo-
nas esteroideas periféricas localmente conver-
tidos en el sistema nervioso central (Wang JM,
2010). Entre los mas extensamente estudiados
se encuentran: la Allo, alotetrahidrodeoxicorti-
costerona y androstanediol, que actdan a tra-
vés del receptor GABA, (pentdmero que con-
forma un canal de cloruro) a través de unién a
sitios especificos, en el dominio transmembra-
na de las subunidades a y B, diferentes al sitio
de union de las benzodiacepinas, barbituricos y
del GABA. Su activacion conduce a la afluencia
de iones de cloruro y a una hiperpolarizacion de
la membrana, reduciendo la excitabilidad neu-
ronal (Haseitel M, 2015).

Ciertos neuroesteroides, y en particular los de-
rivados 3a de la progesterona, se comportan
como moduladores alostéricos positivos de los

receptores GABA,. El receptor se ubica en la
membrana de las neuronas y generalmente se
localiza en la sinapsis de modo post-sinaptico
(Martin-Garcia E, 2007).

GABA, es el principal inhibidor de la neuro-
transmision en el sistema nervioso central.
Este receptor controla un canal de cloro (Cl-) y
su excitacion produce la entrada de iones Cl-,
aumentando la concentracién de cargas nega-
tivas al interior de la membrana, lo que lleva a
su hiperpolarizacion y hace menos probable
la propagacion del potencial de accién. Esto
revierte el potencial de membrana y estabiliza
el potencial de reposo de la célula, dificultando
que los neurotransmisores excitatorios puedan
repolarizar la célula y generar un potencial de
accion (Pallares AM, 2007).

Parece ser que Allo tiene dos efectos, uno en el
sistema limbico donde ayuda a calmarse al in-
dividuo, y otro en hipocampo donde, en el caso
de los adolescentes, los excita (Riveros-Barrera
,2014).

La progesterona y sus metabolitos reducidos se com-
portan como agonistas alostéricos del complejo re-
ceptor GABA,/benzodiacepina, en el que aumentan la
frecuencia de apertura del canal del flujo iénico. Como
contraparte, los receptores GABA, constituyen un sitio
de reconocimiento de diversos compuestos ansioliti-
cos, sedantes y anticonvulsivantes. En efecto, la pro-
gesterona y sus metabolitos pueden inducir acciones
ansioliticas y antidepresivas mediadas por la activa-
cion del complejo receptor GABA,, un efecto similar al
producido por la mayorfa de los farmacos ansioliticos
conocidos (9 Riveros-Barrera |, 2014). Asimismo, la
administracion exdgena de progesterona reduce los
niveles evaluados de ansiedad en las pruebas conduc-
tuales de conflicto. La progesterona y otras progesti-
nas inducen la anestesia, la analgesia y la hipnosis por
su alta afinidad con el complejo receptor GABA,, y por
potenciar la conductancia iénica de cloro de manera
similar a la de los barbituricos y las benzodiacepinas.
Estas hormonas modifican la excitabilidad de grandes
poblaciones neuronales que desempefian un papel im-
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portante en la epilepsia (Riveros-Barrera |, 2074)

Los estados de ansiedad, depresion y situaciones de
estrés tienen en comun la hiperactividad del eje hipo-
talamo-hipdfisis-adrenales, lo cual se relaciona con el
incremento sérico de esteroides, y en forma alterna
con el incremento de esteroidogénesis glial. La depre-
sién y la ansiedad estan relacionadas con la actividad
GABAérgica de acuerdo con los siguientes datos: a)
los niveles de GABA en liquido cerebroespinal se en-
cuentran disminuidos en pacientes con diagndstico de
depresion; b) GABA-agonistas disminuyen la ansiedad;
¢) la inyeccion de bicuculina (GABA-antagonista) dis-
minuye la conducta depresiva; d) los antidepresivos
triciclicos inhiben la recaptura de GABA 'y estimulan su
liberacion; e) los efectos GABA, agonistas incremen-
tan la actividad adrenérgica. Los niveles plasmaticos y
cerebrales de algunos esteroides adrenales y neuroes-
teroides tienen un ciclo diurno. En el cerebro de rata,
la progesterona sulfato y la dehidroepiandrosterona
sulfato se incrementan en las primeras horas de la no-
che y disminuyen en las primeras horas del dia (Rive-
ros-Barrera |, 2074). En los experimentos en animales
de laboratorio se ha observado el efecto ansiolitico de
la progesterona, que se atribuye, principalmente, a su
metabolito reducido, la Allo (Riveros-Barrera |, 2014).

Ontogenéticamente, existen cambios en la produccion
de los neuroesteroides a diferentes edades: la proges-
terona y progesterona sulfato disminuyen cerca de un
60% en sus niveles en el sistema nervioso central a
los 70 afios, comparando con los niveles de la cuarta
década de la vida; algo semejante sucede con la dehi-
droepiandrosterona, la cual gradualmente reduce sus
niveles plasmaticos y en el sistema nervioso central
conforme avanza la edad, considerandose por algu-
nos como un elixir de la juventud; pues en ancianos, la
dehidroepiandrosterona, mejora procesos amnésicos,
fisicos e inmunes; sin embargo, estos datos requieren
ser confirmados (Riveros-Barrera |, 2014).

El estrés 0 miedo es una emocion que sirve para
la expresion de comportamientos defensivos
en situaciones de peligro. Posee un sustrato
bioldgico, con base en el funcionamiento coor-
dinado de los diferentes sistemas organicos.
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Particularmente, el sistema nervioso en su ac-
tividad intrinseca genera la vivencia y la accion
motriz derivada. Se ha hallado la intervencion
de varias estructuras neuroanatémicas como la
amigdala e hipotalamo, asi como un gran con-
junto de moléculas distintas como neurotrans-
misores y sus receptores. La interaccion anato-
mofuncional causa la emocion. Al igual que se
cuenta con la capacidad de producir el estrés,
también se puede regular su generacion. Para
este mecanismo se encuentran determinadas
estructuras neuroanatémicas como la corteza
prefrontal y orbitofrontal, y sustancias como el
GABA y los opiaceos, que inhiben o reducen la
actividad en las zonas activas que actuan en
el miedo. El equilibrio entre la activacion y la
inhibicién posibilita la ocurrencia del estrés en
las circunstancias requeridas y no de una ma-
nera descontextualizada o generalizada (San-
chez-Ramirez JD, 2009).

La requlacion del eje hipotalamico-pituitario-su-
prarrenal juega un papel importante en permitir
que los animales respondan a los desafios de
estrés y los superen. Los glucocorticoides, las
principales hormonas efectoras del eje hipota-
ldmico-pituitario-suprarrenal, funcionan para
preparar al organismo para abordar situaciones
estresantes y proporcionar la retroalimentacion
negativa necesaria para suprimir la actividad
del eje hipotalamico-pituitario-suprarrenal para
facilitar la recuperacion y un retorno a la linea
de base. La retroalimentacion negativa de los
glucocorticoides se realiza en diferentes mar-
cos de tiempo y por diferentes mecanismos
moleculares. Generalmente se cree que la re-
troalimentacion rapida de glucocorticoides
(30 min) se produce mediante acciones no fe-
noménicas, mientras que la retroalimentacion
negativa a medio y largo plazo (30 min a horas
a dias) se produce mediante la activacion / des-
activacion transcripcional y la requlacion de la
sintesis de proteinas (Franco AJ, 2016).

La sintesis de estrogenos después de una le-
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sién cerebral penetrante es una sefal antiinfla-
matoria potente e inducible, con modulacion
especifica de la sefalizacion discreta de cito-
quinas (Pedersen AL, 2016).

Las hormonas esteroideas sexuales, entre és-
tas la allopregnanolona, tienen mecanismos
de accion y efectos similares en animales y
humanos, debido a que se comparten aspectos
neurobioquimicos entre todas las especies del
reino animal, a ello se debe la posibilidad de
extrapolar los resultados encontrados en expe-
rimentos animales para uso en tratamientos de
humanos.

El presente estudio en ratas corresponde a la
fase | de investigacion experimental; se plantea
comprobar el efecto ansiolitico de Allo adminis-
trada intracerebralmente en tercer ventriculo a
ratas Sprague Dawley adultas, cuyos resulta-
dos se espera contribuyan a investigaciones
experimentales de fase Il en humanos, con la
aplicacion clinica de allopregnanolona, a pa-
cientes varones con cuadros de estrés y ansie-
dad generalizada y mujeres en el climaterio.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: investigacion experimental
basica, disefo aleatorio, doble ciego, compara-
cion de medias.

Espacio y tiempo: el trabajo se realizd en el La-
boratorio de Investigacién en Ciencias Médicas
de la Facultad de Medicina de la UAJMS (LA-
BINCIMED-UAJMS), febrero a abril de 2017.

Universo: ratas albinas criadas en el bioterio
del LABINCIMED-UAJMS.

Muestra: 24 ratas albinas machos, de la cepa
Sprague Dawley, de 3 meses de edad, esta-
buladas con ciclos luz/oscuridad de 12 horas
(Padhy G, 2013), temperatura 20-22° C, agua
y alimento ad libitum (Mittelman-Smith MA,
2016). Los animales fueron mantenidos en ca-
jas plasticas traslucidas (Ledn R, 2015) y colo-

cados 4 por caja (Serebrovskaya TV, 2013).

Grupos de estudio: con n=6 (Li X, 2014), de-
bido a que la cepa Sprague Dawley es una cepa
consanguinea, genéticamente homogénea, con
poca variabilidad.

1. Grupo control: ratas no operadas no estresadas
no recibieron Allo

2. Grupo operadas: ratas operadas no estresadas
no recibieron Allo

3. Grupo operadas: ratas operadas estresadas no
recibieron Allo

4. Grupo operadas: ratas operadas estresadas re-
cibieron Allo

Duracion: el experimento tuvo una duracion
de 18 dias.

Definicién operacional de variables:

1. Administracién de Allopregnanolona a grupos
experimentales con una dosis de 1 pl via canula
intracerebral ubicada en tercer ventriculo

2. Induccion de estrés a grupos experimentales y
a un grupo control a través de inmovilidad du-
rante 30 minutos

3. Valoracion del efecto ansiolitico del inductor
del estrés y el efecto ansiolitico de Allo a través
del test Elevated Plus Maze

PROCEDIMIENTOS

Los procedimientos que se emplearon fueron:

Canulacion por estereotaxia de tercer ven-
triculo. Coordenadas: EI 3° ventriculo se en-
cuentra a una distancia aproximada de 9.5 mm
hacia abajo desde el craneo en el punto guia 0
(bregma), por lo tanto la canula es colocada en
linea recta sobre el 3° ventriculo, hasta quedar
a 4 mm de distancia del mismo. Las canulas
son colocadas con la finalidad de servir como
guia para la posterior inyeccion intraventricular
(IV) de allo el dia correspondiente a la aplica-
cion del test de evaluacion de la memoria. Se
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utiliza canula de 13 mm de largo, se sujeta al
estereotaxico y se baja una distancia de 5.5
mm. Posteriormente se utiliza una canula de
inyeccion de 17,5 mm de largo, quiada por la
canula previamente colocada, llegando al cen-
tro del 3° ventriculo.

Procedimiento:

1. Se procede a pesar a la rata, luego fue anes-
tesiada con Hidrato de cloral al 8% a razon de
0.5 ml/100 gramos peso. Posteriormente fue
colocada en el estereotaxico marca Ugo Basile.
Para 3° ventriculo el estereotaxico debe estar
en una angulacion de 5 grados.

2. Seinyecta una dosis de 50.000 Ul de penicilina
(Para penicilinas de 3.000.000 Ul se diluye con
6 ml de agua destilada y se inyecta 0,1 ml de
esta solucion) via IM.

3. Se afeita la parte superior de la cabeza y pre-
via antisepsia con povidine iodado se procede
a realizar la incision. Se retira tejido conectivo
y periostio y procede a marcar el lugar donde
insertar la canula visualizando al bregma. Con
un torno manual se realizaron los orificios co-
rrespondientes tanto para la canula como para
el tornillo que ayuda a mantenerla en su lugar

4. Se coloca el tornillo, luego la cénula hasta la
profundidad indicada y procede a fijar todo con
polimero acrilico autocurable; una vez secado
se retird la guia del estereotaxico. Se colocan
puntos a la incision y se desinfecta nuevamen-
te. Se deja un mandril en la canula para evitar
que esta se obstruya con diferentes secrecio-
nes procedentes del cerebro.

5. Se retira al animal del aparato y posterior-
mente fue colocado en una caja individual
debajo de una lampara de calor hasta su
recuperacion. Se prepara una solucion
analgésica con paracetamol liquido y agua,
dejandose a disponibilidad del animal para
beber e libre demanda.

Induccidn de estrés

El estrés se induce mediante la restriccion de
movimientos. De acuerdo con el ciclo circadia-
no de secrecion de corticosterona, la induccién
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de estrés de cada animal se programa de modo
tal que empieza después de las 7:00 a.m. y fina-
liza antes de las 11:30 a.m. Para ello, en una ca-
bina separada de la sala experimental y el bio-
terio, cada animal se introduce suavemente en
un cilindro de PVC (base: 6 cm, altura: 20 cm),
cuyas bases se cierran con tapas perforadas.
Dentro de este cilindro el animal puede respirar
y mover sus extremidades, pero no puede girar
sobre su eje dorsoventral. Cada animal perma-
nece durante un periodo de una hora dentro del
cilindro con su eje mayor dispuesto horizontal-
mente (Troncoso J, 2010).

Administracion de Allo:

Se realiza la administracion a través de la canu-
la con jeringa Hamilton de 10 pl: administrando
1 ul media hora antes de someter a restriccion
de movimiento durante el 5° dia y hora y media
antes de realizar el test Elevated Plus Maze.

@ Test Plus Maze Elevated: se realiza
después de la induccion del estrés en
los grupos experimentales. Se coloca al
animal en el extremo de un brazo abier-
to y se le deja explorar libremente du-
rante 120 segundos, se procede a filmar
para luego tabular los datos obtenidos.
Si el animal se cae en los brazos abier-
tos se vuelve a colocarlo sobre el brazo.
Se registra el nimero de entradas a los
brazos cerrados y el tiempo de perma-
nencia en los brazos cerrados en cada
entrada, se suma el total que expresa la
tendencia del animal a esconderse por
haber desarrollado ansiedad o estrés.

Extraccion de cerebro: A la conclusion de la
prueba Laberinto en Cruz las ratas fueron de-
capitadas con una quillotina pequefia para
roedores (Franco AJ, 2016), previa anestesia
con hidrato de cloral al 8%, el cerebro fue réapi-
damente extraido y colocado en formol al 10%
durante una semana.
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Procesado histoldgico:

Se procedié a la deshidratacion en alcohol,
desalcoholizacién en xilol, inclusion en parafi-
na, corte, desparafinacién, tincion (coloracion
hematoxilina-eosina) y montaje para la obser-
vacion de las placas de los cerebros que fueron
canulados y verificar si dicho procedimiento
fue realizado de la manera correcta.

Aspectos éticos en el trabajo con anima-
les de laboratorio. Segin normativa y re-
gulaciones internacionales:

% Reduccion: Se trabajé con un nimero de
animales reducido

@

Manipulacion: Fueron manipulados por un
personal capacitado

@

Ambiente: Permanecieron en un medio
adecuado con 6ptima temperatura, ventila-
cion, nivel de humedad e iluminacion.

<

Intervenciones: se garantizé el no sufri-
miento del animal durante los procedimien-
tos (Armas GE, 2014)

Analisis estadistico: Los datos obtenidos fue-
ron organizados para su analisis en tablas de
resultados en el Excel, se calculd el promedio

por grupos, se realiz6 el analisis de varianza de
un factor y se comprobd la significancia entre
los grupos con el Test de Tukey.

Limitaciones del estudio: Durante la inter-
vencion quirdrgica se tuvo baja de animales por
anestesia, procediéndose al reemplazo para
mantener el n=6 por grupo.

RESULTADOS

En cumplimiento de lo planificado para el expe-
rimento se contaron con 24 ratas macho entre
300 — 400 gramos de peso que se distribuyd
al azar entre los diferentes grupos de estudio.
La preparacion de los animales se realizo a tra-
vés de cirugia estereotaxica colocandose una
canula en tercer ventriculo, la intervencion qui-
rdrgica se realizd segun protocolo, producién-
dose 8 bajas de animales operados atribuibles
a complicaciones por anestesia con hidrato de
cloral al 8%. Se canularon un total de 20 ratas
que después de la cirugia tuvieron 5 dias de
recuperacion para posteriormente realizar la
prueba.

A la conclusion de los experimentos se obtuvo
los cerebros y se verificé en los grupos expe-
rimentales la ubicacion de la canula mediante

A. Cirugia estereotaxica de cerebro de rata B. Introduccion de canula en tercer ventriculo
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Rata postoperada en recuperacion de la anestesia, reci-
biendo analgésico en el agua que toma del bebedero.

procesado histolégico. Se realiz6 el procesado
de 24 cerebros, de los cuales se obtuvieron 70
placas histoldgicas, distribuidos de la siguiente
manera:

< Grupo control sin canula: 6 cerebros

\N

€ Grupo con canula que no fue sometido a
estrés: 6 cerebros

@

Grupo con canula sometido a estrés que no
recibe Allo: 5 cerebros

@

Grupo con canula que recibe Allo: 7 cere-
bros

A. Canula puesta de manera incorrecta donde se observa lesion en el lugar en el que se inserta la
canula. B. Canula puesta de manera correcta, no se observa lesion en el lugar de insercion.

A través del estudio microscopico se reempla-
zaron 3 ratas en las que la canula no estaba
en la ubicacion precisa y fueron destinadas al
grupo experimental sin administracion de Allo.

Cumpliéndose el n=6 por grupo de estudio.

La induccion del estrés se realizd a través de la
inmovilizacién durante una hora, previo a rea-
lizar el test Elevated Plus Maze que valora el
nivel de estrés logrado.

i (¥

Inmovilizacién durante 1 hora para desarrollo del estrés.
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Con estos procedimientos se obtuvieron los siguientes resultados:

TABLA 1. Test elevated Plus Maze en ratas control Sprague Dawley machos
no operadas, no estresadas y no tratadas con Allo. LABINCIMED. 2017

En la tabla 1 se observa resul-

RATA TIEMPO EN EXPLORACION EN TIEMPO EN EXPLORACION EN
tados del test Elevated Plus BRAZO ABIERTO  BRAZO ABIERTO  BRAZO CERRADO  BRAZO CERRADO
Maze que valora ansiedad, con R1 113 1 7 )
un mayor tiempo de explora- R2 85 6 35 6
cion en brazo abierto corres- R3 104 6 16 4
pondiente al grupo control. R4 88 8 9 4

RS 9 9 2% 2
R6 81 1 39 8
Promedio 94,5 6,8 25,5 43

Fuente: elaboracion propia

TABLA 2. Test Elevated Plus Maze en ratas Sprague Dawley machos opera-
das, no estresadas y no tratadas con Allo. LABINCIMED. 2017

En la tabla 2 se observa una re- TIEMPO EN EXPLORACION EN TIEMPO EN EXPLORACION EN

duccion del tiempo de explora- RATA " BRAZOABIERTO  BRAZOABIERTO  BRAZOCERRADO  BRAZO CERRADO
cion de brazos abiertos y aumen- - 108 6 " 2
to en la exploracion de brazos R2 78 1 20 4
cerrados en el test Elevated Plus R3 36 4 84 7
Maze. R4 101 10 19 4
RS 120 5 0 0
R6 79 7 41 8
Promedio 87,0 55 33,0 4,2

Fuente: elaboracion propia

TABLA 3. Test Elevated Plus Maze en ratas Sprague Dawley machos operadas,
estresadas y no tratadas con Allo. LABINCIMED. 2017

En la tabla 3 se observan los RATA TIEMPO EN EXPLORACION EN TIEMPO EN EXPLORACION EN

resultados de la aplicacién del BRAZOABIERTO  BRAZOABIERTO  BRAZOCERRADO ~ BRAZO CERRADO
test al grupo de ratas estresa- R1 2 3 101 7
das y que no recibieron el trata- R2 82 7 39 4
miento, encontrandose mayor R3 75 4 45 4
permanencia en brazos abier- R4 74 5 56 5
tos. RS 98 7 23 3
R6 70 6 48 5
Promedio 70,2 53 52,0 4,7

Fuente: elaboracion propia
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TABLA 4. Test Elevated Plus Maze en ratas Sprague Dawley machos opera-

RATA

R1
R2
R3
R4
Rb
R6

Promedio

TABLA 5. Comparacion de permanencia en brazos abiertos en el Test Ele-

Promedio

das, estresadas y tratadas con Allo. LABINCIMED. 2017

TIEMPOEN
BRAZ0 ABIERTO

119,0

EXPLORACION EN TIEMPO EN
BRAZO ABIERTO  BRAZO CERRADO

23

2
2
1
1

0

o O o o o

1,0

Fuente: elaboracion propia

EXPLORACION EN
BRAZO0 CERRADO

o o o o o o

vated Plus Maze de ratas Sprague Dawley machos. LABINCIMED. 2017

Grupo

—

o N

Control

No op no
stnoallo

113
85
104
88
96
81
94,5

Operada

Op no st
no allo

108
78
36
101
120
79
87,0

Operada estresada
Op Estnoallo

22
82
75
74
98
70

702

Fuente: elaboracion propia

Op St Allop
Op Est +allo

120
114
120
120
120
120
119,0

TABLA 6. Comparacién en permanencia en brazos Cerrados en el Test
Evelated Plus Maze en ratas Sprague Dawley machos. LABINCIMED. 2017

Promedio

46

Grupo

1
2
3
4
5

6

Control Operada
No op no Op no Est
Est no Allo no Allo

7 12

35 42

16 84

32 19

24 0

39 4

25,5 33,0

Operada estresada

Op Est no Allo

101
39
45
56
23
48

52,0

Fuente: elaboracion propia
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Op Est Allo

Op Est + Allo

o O o o o O

En la tabla 4 se observa la mayor
exploracion de los brazos abier-
tos en el test Elevated Plus Maze
por el grupo con induccién del es-
trés y que recibié el tratamiento
con Allo.

En la tabla 5 se compara el tiem-
po de permanencia en los brazos
abiertos de los grupos de estudio,
encontrandose una mayor explo-
racion en el grupo experimental
que recibié el tratamiento con
Allo. La probabilidad de que Ia
diferencia obtenida sea debida al
azar es menor al 1% (p<0,01). La
diferencia es muy significativa. Se
rechaza la hipétesis de igualdad
de medias. Se detect¢ diferencia
significativa en el grupo tratado
con Allo y el grupo de ratas ope-
radas y estresadas (p<0,05)

En la tabla 6 se observa mayor
permanencia de los animalesenel
brazo cerrado en el grupo experi-
mental que fue sometido a estrés
y que no recibié el tratamiento
con Allo. La probabilidad de que
la diferencia obtenida sea debida
al azares menora 1% (p<0.01). La
diferencia es muy significativa. Se
rechaza la hipétesis de igualdad
de medias.
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DISCUSION

El test para valoracion del nivel de estrés apli-
cado fue el Elevated Plus Maze, nuestros resul-
tados indican diferencias significativas entre
los grupos en estudio, el grupo experimental
que recibd Allo registré mayor exploracion de
brazos abiertos, comprobandose el efecto an-
siolitico de Allo. Confirmando este hallazgo el
menor tiempo de exploracion de brazos cerra-
dos registrada por este mismo grupo tratado
con Allo. En el test de Tukey se identifico las
diferencias encontradas entre el grupo que re-
cibi¢ tratamiento con Allo y el grupo de ratas
operadas que se sometieron a estrés, confir-
mandose el efecto ansiolitico de Allo; pero no
el efecto neuroprotector (Wang JM, 2014), la
evidencia de ausencia de este efecto se en-
cuentra en la mayor exploracion de brazos
cerrados en el grupo de ratas operadas, estre-
sadas y que no recibieron el tratamiento con
Allo, comparado con el grupo control.

La progesterona y sus metabolitos pueden
inducir acciones ansioliticas y antidepresivas
mediadas por la activacion del complejo re-
ceptor GABAA, un efecto similar al producido
por la mayoria de los farmacos ansioliticos
conocidos. Ciertos neuroesteroides, y en par-
ticular los derivados 3a de la progesterona, se
comportan como moduladores alostéricos po-
sitivos de los receptores GABAA (Martin-Gar-
cia E, 2007; Riveros-Barrera |, 2014), entre es-
tos derivados se encuentra Allo.

En los experimentos en animales de laborato-
rio se ha observado el efecto ansiolitico de la
progesterona, que se atribuye, principalmente,
a su metabolito reducido, la Allo (Riveros-Ba-
rrera |, 2014).

Algunos estudios han demostrado que el es-
tradiol es un supresor mas potente de la libe-
racion de GnRH / LH en los machos (Ruka KA,
2016) a través de receptores especificos, mo-
dulando la actividad de los esteroides endo-

genos, sin embargo, aunque las ratas machos
tienen reducidos el nimero de receptores para
esteroides femeninos se ha obtenido efecto
ansiolitico de Allo administrada intracerebral-
mente.

El efecto ansiolitico de Allo demostrado en
esta fase | de experimentacion, plantea la posi-
bilidad de extrapolar nuestros resultados para
uso de este neuroesteroide en tratamientos
de humanos, que a través de estudios clinicos
experimentales de fase Il podria comprobarse
estos efectos para su posterior recomenda-
cién como agente terapéutico coadyuvante
en el tratamiento del estrés y ansiedad gene-
ralizada de varones y mujeres en el climaterio.

En conclusion, los resultados confirman el
efecto ansiolitico de Allo; aunque no se ha
comprobado la funcién neuroprotectora en
ratas adultas. En consecuencia, Allo podria
emplearse como complemento en terapia an-
siolitica, ya sea para reducir dosis o tiempo de
tratamiento con benzodiacepinas.
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