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proteinas fue medida de acuerdo con el método de Lowry y col.

(19581) con el reactivo de Folin y albdmina bovina como estandar.

2.2.2.4. Fijacion de [®HIFlunitrazepam ([®HIFNT).

2.2.2.4.1. Preparacidén de las membranas.

Se prepararon las membranas homogeneizando el +tejido (hipo-
campo) con un Polytron PT 10 (colocado a velocidad 5, 20 segun-—
dos) en 10 volumenes (1 gr/10 ml) de agua destilada fria, y cen-
trifugéndolo inmediatamente durante 10 minutos, a 48.000 x g vy a
4 2C. El precipitado se lavé wuna vez mediante resuspension vy
recentrifugacidén en igual volumen de tampon Tris-HCl (50 mMj; pH
7.9), tras lo cudl se congeld a -20 2C hasta el momento del en-

sayo un dia después.

2.2.2.4.2. Ensayo de fijacion de [®HIFNT.

Para el ensayo de fijacidén, realizado un dia después, el
tejido fue descongelado y centrifugado de nuevo (idénticos paré-
metros), vy resuspendido en BO volumenes del mismo tampdn. Se
llevé a cabo la incubacidén en un volumen total de S00 pl, en
presencia de concentraciones de 0.125-8 nM de [®HIFNT (actividad
especifica: 79.6 Ci/mmol; Amersham), obteniéndose wuna con-
Centracién final de BO-120 pgr de proteina por tubo. La fijacién
inespecifica fue determinada en presencia de Diazepam (5 x 107¢

M) ademds del radioligando. La fijacién total y la inespecifica
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se determinaban por duplicado para cada concentracidon de [®HIFNT.
Tras &0 minutos de incubacion a 4 8C, las muestras fueron filtra-
das a traveés de filtros Whatman GF/B con bomba de vacio y usando
una maquina de filtracién para 24 tubos simultaneos (M-24 Cell
Harvesterj; Brandel Instruments, Gaithersburg, MD, USA). Los fil-
tros fueron lavados tres veces con 4 ml de tampén Tris—~-HCl frio,
transferidos a viales de pldstico conteniendo 3 ml de liquido de
centelleo (Atomlight, New England Nuclear), donde se dejaron
reposar durante 24 horas antes de colocarlos en el contador de
centelleo para el recuento de la radiocactividad. La resta de los
valores correspondientes a la fijacion total mencs los de la
fijacidén inespecifica (determinada en presencia de Diazepam 5 x
10 =+ M) nos da la fijacién especifica de [®HIFNT en funcion de

la concentracion que se ha incubado de este ligando.

La concentraciéen de proteinas se determind siguiendo el
método de Lowry y col. (1931) con el reactivo de Folin y albdmina

bovina sérica como estandar.

2.2.2.4.3. Analisis vy representacién de Scatchard.

La representacién grafica de los datos de los ensayos de
fijacidn, cuando se utilizan varias concentraciones de ligando
marcado (como en el caso del ensayo de fijacién de [®HIFNT), se
realiza mediante la recta Ade Scatchard. La ecuacidn de la recta

de Scatchard es
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B/F = Bmax—-B/Kd

donde B (del inglés "bound", fijado o ligado) es la cantidad de
[#HIFNT (o radioligando en general) que ha quedado fijada es-
pecificamente al tejido, expresada en pmol [®HIFNT/mg de pro-
teina; F (del inglés '“"free", libre) es la concentracidn total de
ligando radiocactivo incubada, expresada en nanomolar (nM); Bmax
es el ndimero total o densidad maxima de lugares de fijacioen de
‘[3HJFNT en la cantidad de tejido (proteinas) incubada expresada
en las mismas unidades (pmol [®HIFNT/mg de proteinal), vy la Kd es
la concentracion de [®HIFNT gue ocupa la mitad de los lugares de
fijacién de una determinada cantidad de tejido, expresada en
nanomolar (nM). A partir de la recta de Scatchard se puede, por
tanto, calcular 1la densidad de lugares de fijacién (Bmax) vy la
afinidad (Kd) del radioligando por los mismos. La Kd es el valor
inverso de la tangente de la recta cambiado de signo, y la Bmax
es el valor del punto de interseccion entre la recta de Scatchard

y el eje de las abcisas.

2.2.3. Andlisis estadistico de datos.

La densidad de receptores (Bmax) y la afinidad (Kd), en el
ensayo de fijacién de [BHIFNT, fueron determinadas mediante el
analisis de Scatchard é partir de las curvas de saturacion, pre-
sentdndose los resultados como la media + error estandar de cua-

tro experimentos independientes. Las comparaciones estadisticas
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de los datocs de estos ensayos se llevaron a cabo mediante la

"prueba de aleatoriedad para pares igualados" (Siegel, 1972).

Los datos de los ensayos de captacién de B4Cl~- se hallan
expresados en forma de '"nmoles de ®*Cl- captado/mg de proteina‘
(valores basales; media * error estandar), o bien en forma de
"incremento neto", medida que se obtiene al sustraer los valores
basales (en ausencia de GABA exdgeno en el medio de incubacidn)
de ®#<Cl~ captado de aguéllos obtenidos en presencia de las dis-—
tintas concentraciones de BABA aradido (5 y 10 uM). Se han com-
parado estadisticamente los resultados del "“incremento neto’
utilizando la prueba no paramétrica de '"Kruskal Wallis'" seqguida
de comparaciones entre pares de grupos con la "U de Mann Whit-
ney". Asimismo, se realizo un andlisis adicional de todos los
resultados de captacion de #¥%Cl" (incremento neto) aplicando al
disefo global un andalisis de la varianza de dos factores siendo
uno de ellos de medidas repetidas [MANOVA, paquete SPS5S~X. Fac-—
tores: FARMéCD, con tres niveles o tratamientos distintos (Con-

trol, Imipramina vy desipraminal); vy, CONCENTRACION, factor con

medidas repetidas y tres niveles (Ausencia de GABA, concentracioén

5 pM de GABA y concentracién 10 xM de GABA)J.

Los resultados de los experimentos de fijacién de [#HIGABA
se expfesan también como medias + error estdndar, que se han

comparado mediante la prueba t de Student para datos apareados
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(para Jjustificacidon del uso de esta prueba en este tipo de ex-

perimentos ver Siegel, 1972; y, Standford y col., 1986).

2.3. Resultados.

El resultado mas destacable de esta serie experimental es,
posiblemente, la disminucion significativa de la captacidn de
cloro en los sinaptoneurosomas de ratas tratadas crénicamente con
imipramina o desipramina., Asi lo pone de manifiesto el MANOVA

aplicado al disero global (Factor FARMACO: F(w,11>= 7.11, P=0.01.

Interaccidn FARMACO-CONCENTRACION: F(w,12,= &4.13, P= 0.043). La
prueba de Kruskal Wallis aplicada al incremento neto en presencia
de GABA S5 pM ofrecio un resultado al borde de la significacion
estadistica (X®= 5.68, P=0.038B). La captacion de ®<Cl™, o in-

cremento neto, inducida por una concentracion 5 puM de GABA resul-

té disminuida al 66% del valor del control tras 18 inyecciones'
(una diaria) de 20 mg/kg de imipramina (P=0.019, U de Mann Whit-
ney). La desipramina (1B inyecciones, 13 mg/kg) mostré una ten-
dencia similar (72% del control) pero no significativa. Cuando la
captacion de ##Cl1~ fue estimulada por una concentracion 10 pM de
BABA, la disminucidén encontrada después del tratamiento con los
triciclicos fue significativa tanto en el caso de la imipramina
como de la desipramina (77% y 84% del control respectivamente;
X®= 7 .18, P= 0.027&6. Ver Figura 2.2.). Es interesante notar que

tales efectos ocurrieron sin que se modificasen en ningun caso
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Figura 2.2.- Efecto del tratamiento prolongado con im-
ipramina (IMI; 20 mg/kg/dia), desipramina (DMI; 15 mg/kg/
dia) o vehiculo (CONT; 2 ml/kg/dia) sobre el 'incremento
neto' de captacion de ##Cl™ inducido por la presencia de
GABA exdgeno (5 6 10 uM; amadido al medio de incubacién) en
sinaptoneurosomas de corteza cerebral de rata. Para cada
experimento se wutilizaron las cortezas cerebrales de dos
ratas de cada grupo. Los puntos representan la media *

error estandar de 4-8 experimentos independientes.
* P<C0.02; %% P<0.015; + P<0.03 (unilateral). Comparaciones
realizadas con la prueba U de Marnn Witney.
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los valores basales (aquellos obtenidos en ausencia de GABA exo-
geno) de captacidén de cloro (Grupo Control: 9.5 * 0.8; Imi-
pramina: 10.2 * 1; Desipramina: 10.0 * 0.9 nmoles de ®%Cl~/mg de

proteina. Ver Figura 2.3.).

La reduccidn obtenida en la fijacién de [®HIGBGABA en hipocam-
po de ratas tratadas crdnicamente con los triclicos (Tabla 2.1.),
aunque solo significativa si se aplica 1la prueba "t" para datos
apareados (P<0.03, entre ambos grupos tratados respecto al con-
trol), son en principio consistentes con los datos de los ensayos

de flujo de cloro.

Por lo que se refiere al efecto del tratamiento crdnico con
valproato sobre la captacioen de cloro, no se observaron diferen-
cias en cuanto a 1los valores de "incremento neto" inducido por
las dos concentraciones de GABA (Figura 2.4.), mientras que en
los "valores brutos" se obtuvo una diferencia relativamente cer-
cana a la significacién en presencia de GABA 10 pM (Figura 2.35.;
P= 0.057, U de Mann Whitney, unilateral). Tendencia similar, no
significativa, se obtuvo en 1la fijacién de [®HIFlunitrazepam en
hipocampo de los animales tratados con valproato sédico (Figura

2.6, y Tabla 2.2.).




@® conT

*CI" captado (nmol/mg proteina)

Figura 2.3.- Efecto del tratamiento crénico con imipramina

(IMI; 20 mg/kg/dia), desipramina (DMI; 15 mg/kg/dia) o
vehiculo (CONT; 2 ml/kg/dia) sobre leos valores absolutos de
captacisén de #4C1™ en sinaptoneurosomas cerebrales de rata,

En ausencia (0 uM) o presencia de GABA (5 & 10 HM) exdgenoc
en el medio de imncubacidn. E1 resto de cgaracteristicas se
corresponde con las descritas en la Figura 2.2.

145




146

[®H1GABA especificamente ligado

Tratamiento

pmoles/mg proteina % del control
CONT (n=4) 0.714 = 0.13 100
IMI (n=4) .0.575 * 0.09 80.3
DMI  (n=4) 0.513 * 0.06 71.8

Tabla 2.1.- Fijacidén especifica de [(®PHIGABA en hipocampo de ratas
cronicamente tratadas con IMI, DMI o vehiculo (CONT; wver Figuras
2.2 y 2.3.). Se incubd el tejido de dos animales de cada grupo en
presencia de una unicae concentracidn de 40 nM de [®HIGABA, pre-
sentdndose la media * error estédndar de 4 experimentos indepen-
dientes (n=4) para cada tratamiento.
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Figura 2.4.- Efecto del tratamiento crénico con valproatoe
sodico (VPA; 200 mg/kg/dia) o vehiculo (CONT; 2 ml/kg/dia)
sobre el "incremento neto! de captacién de #4Cl- inducido
por la presencia de GABA exegeno (5 & 10 puM;  aRadido al

medio de incubacién) en sinaptoneurosomas de corterza cere-—
bral de rata. Para cada experimento se utilizaron las cor-
tezas cerebrales de dos ratas CONT y dos VPA. Se represen-—
tan la media * error estdndar de tres experimentos indepen-
dientes (n=3).
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Figura 2.5.- Efecto del tratamiento croniceo con valproato
soédico (VPA; 200 mg/kg/dia) o vehiculo (CONT; 2 ml/kg/dia)
sobre la captacion ®%Cl1~ (en valores absolutos) en sinap-
toneurosomas cerebrales de rata, en ausencia (0 uWM) o0 pre-
sencia de BGABA exogerno (5 & 10 uM) en el medio de in-
cubacion. El resto de caracteristicas se corresponde con lo
descrito en 1la Figura 2.4. Comparacion estadistica con la

prueba U de Mann Witney (unilateral).



3H-ENT ligado especificamente/ ligando libre
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Figura 2.6.- Representacién de Scatchard del enlace espe-
cafico de [®HIFlunitrazepam (L®HI~FNT) en hipocampo de
ratas tratadas crénicamente con VPA © vehiculo (ver Figu-

ras 2.4 y 2.5.). El tejido de dos ratas CONT y de dos ratas
VPA se incubd en concentraciones de 0.125-8 nM de CBHI-FNT,
Y el enlace especifico se definio por la presencia de una
concentraciéon de 5 x 10~ M de diazepam en el medio de in-
cubacidn.
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FIJACION DE BH-FNT
CONT (n=4) VPA (n=4) P
Bmax
{(pmol/mg prot.) 1.954 = 0.15 1.29 * 0.21 0.062
Kd (nM) 1.69 2 0.84 1.74 & ¢.18 N.S.

Tabla 2.2.— Valores de Bmax {(densidad de receptores) y Kd (afi-
nidad), calculados a partir del analisis de Scatchard (ver
Figura 2.6), en hipocampos de ratass tratadas crénicamente con
valproato (VPA) o con vehiculo (CONT). Los valores se expresan
en media * error estandar de cuatro experimentos independientes,
en cada uno de los cudles se utilizd el tejido de dos animales
par grupo experimental.
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2.4. Discusion.

Los resultados obtenidos en esta serie experimental indican
que la funcién del complejo macromolecular GABA.L/Bz/Cl~ se halla
disminuida en los animales gque han sido crénicamente tratados con
imipramina o desipramina. Especificamente, hemos observado una
clara disminucién de la captacién de ®¢Cl~- estimulada por la
adicidn de GABA ("incremento neto") en sinaptoneurosomas corti-
cales de las ratas tratadas con dichos farmacos, mientras que se
encuentra inalterado el flujo basal de ®#C1~. Aunque con menor
claridad, también -se constata un decremento aparente en la fija—
cién de [®HIGABA en el hipocampo de 1los mismos animales, que
probablemente no alcanza niveles de significacion importantes
debido al reducido tamarfic de muestra. En lo que respecta al efec-
to de la administracién cronica de valproato sédico sobre el
flujo de #4Cl~ y sobre la densidad de receptores para el [®HIFNT,
es posible que por este mismo problema no ofrezca resultados mas
concluyentes, si bien son bastante indicativos, en nuestra opi-

nioen, de un decremento en ambos parametros.

Segun la informacién de que disponemos, es la primera ve:z
gue se evaldua la influencia del tratamiento con imipramina, desi-
pramina y valproato sobre la funcion del canal del cloro (aso-
ciado al complejo GABA,). No obstante, los resultados de los dos
triciclicos sobre 1la captacion de cloro son perfectamente con-

ciliables con aquéllos que describian reducciones en la densidad
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de receptores Bz y GABA tras administrar antidepresivos croénica-
mente (Suzdak y Gianutsos, 1983b; Suranyi-Cadotte vy col., 1983;
Barbaccia y col., 1986). Asimismo, no creemos que sea desdedable
(aun a pesar de gue estadisticamente lo sea) la reduccion ob-
tenida en la fijacidén de [®HIGABA despues del tratamiento prolon-
gado con desipramina o imipramina, que de hecho coincide con los
trabajos antes citados. La aparente reduccién en la fun-
cionalidad del complejo BGABA, es consistente también con trabajos
recientes, realizados por Borsini y col. (1984bj; 1988B), que mues-—
tran una disminucién de las respuestas funcionales inducidas por
THIP (agonista GABAs con efectos hipotérmicos) en la rata cuando
previamente se ha sametido al animal a la administracidén praolon-

gada de desipramina. Por otra parte, estudios preliminares lleva-

dos a cabo en nuestro laboratorio (Escorihuela y col., 1988)
indican que los ratones que han recibido inyecciones repetidas de

imipramina o desipramina son mas csensibles a las convulsiones

mente la trénsmisiéh GABAergica per un antagonismo directo en el
canal del cloro, en el mismo receptor (receptor picrotoxinico) al
que se ligan oitros convulsivantes como la picrotoxina vy el t-
butilbiciclofosforotionato (TBPT; Ticku y Ramanjaneyulu, 1984).
Estos resultados corraboran y coinciden asimismo con el incremen-
to de 1las convulsiones inducidas por picrotoxina obtenido por
Pile y Lloyd (19B&) tras administrar crénicamente en ratas diver-

sos antidepresivos o electrochoque.

inducidas por pentetrazol, una sustancia que reduce especifica-
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Retomando 1los resultados obtenidos con la administracieén
cronica de valproato soédico, cabe destacar el caracter preliminar
del estudio, dado el reducido ndmero de sujetos con que se rea-
lizo. Por otra parte, no existen, que sepamos, otros trabajos que
valoren la influencia de este fdrmaco sobre la funcidn del canal
del cloro. En principio, nuestros datos son coherentes con la
hipotesis, avalada por un cierto ndmero de experimentos compor-
tamentales (Rasmussen y col., 19813 Vellucci vy Webster, 1984;
Myslobdosky y col., 1983; Gent y col., 1984) y electrofisiolagi-
cos (McDonald y Bergey, 1979; Baldino vy Geller, 1981; Gent vy
Phillips, 19803 Morag y Myslobdosky, 1982;), de que el valproato
actuaria a traveés del complejo BGABA./Bz/Cl~ (Ticku y Davis,-—
19815, puesto que una disminucidn en la funcionalidad de dicho
complejo es lo esperable tras administrar repetidamente un far-—
maco con actividad agonista sobre el mismo. No obstante, tal
hipotesis contrasta con la mayoria de los datos bioguimicos exis-
tentes. Tanto es asi que, exceptuando el trabajo de Ticku y Davis
(19813 demostraban una interaccidn del valproato con el receptor
picrotoxinico in wvitro), una amplia serie de estudios, tanto in
vitro como tras administracion crdnica, no han conseguido poner
de relieve interaccién significativa alguna del valproato con el
complejo GABA,. (Loscher, 1979; Squires y col., 1983; para revi-
sion ver Cutler y Horton, 1988). De modo similar, en experimentos
no publicados que adn se hallan en curso (Fernandez Teruel, Lon-
goni vy ‘Corda, en preparacién), no hemos podido comprobar que el

valproato sédico modifique la funcién del complejo GABA«/canal
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Cl™ cuando es aradido in vitro en los ensayos de captacidn de
@aeC]l~ o en ensayos de fijacidon de [®*HImuscimol. Por otra parte,
la hipotesis mas tradicional, a saber, gque el mecanismo respon-
sable de la accién del valproato seria.una elevacién en la con-
centracion cerebral de neurotransmisor GABA no se ha visto sus-
tentada por la experimentacidén, puesto que si bien tal elevacidn
en los niveles de GABA se produce en occasiones, no se ha podido
relacionar con la actividad del farmaco (McDonald y Bergey, 1979;
Rasmussen y col., 1981; Chapman y col., 1982). Recientemente se
ha comprobado, por vez primera, un incremento de las convulsiones
espontdneas del jerbil tras la administracidén continuada de B82-

111 mg/kg/dia de valproato durante un afo a este animal (Cutler vy

Horton, 1988). No obstante, noc es la primera vez gque se observa
un efecto de este tipo {posiblemente debido a tolerancia) con
esta sustancia, puesto que anteriormente se constatd una dis-—

minucién de su poder anticonvulsivante en animales después de ser
administrada crénicameﬁte (ver Cutler y Horton, 1988, para revi-
sidn). Estos resultados podrian conciliarse con los obtenidos en
el presente trabajo, pero, dadas las grandes diferencias metodo-
logicas (fundamentalmente en el programa de administracion del
farmaco) y el cardacter preliminar de nuestros datos, es quiza mds
prudente no establecer analogias ni conclusiones prematuras, y
esperar nuevas replicaciones, tanto de los estudios sobre con-
vulsiones como de los bioquimicos (funcidn del complejo GABA~/Bz—

/iondédforo cloro).
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2.5. Conclusiones.

Los antidepresivos triciclicos desipramina (15 mg/kg/dia) e
imipramina (20 mg/kg/dia) inducen, tras ser administrados
cranicamente, un decrementa en la funcien del complejo
GABA,/Bz/Cl— que se refleja en un. menor incremento neto de
la captacién de #«Cl~ estimulada por GABA (5 y 10 pM) en
sinaptoneurosomas cerebrales de rata y en la disminucidn
aparente de 1la fijacion de [®HIGABA en el hipocampo de los

animales a los que se tratd con tales fdarmacos.,

El tratamiento crdénmico con el anticonvulsivante valproato
sadico (200 mg/kg/dia) tiende asimismo a disminuir la cap-
tacién de ®#<Cl™ (valores brutos, pero no en el incremento
neta) en sinaptoneurocosaomas cerebrales de rata, y muestra una
tendencie a reducir la densidad (Bmax) de rgceptores para el
[#H1flunitrazepam en el hipocampo de los animales tratados.
El resultado, ciertamente preliminar, si mds no sugiere el
interés de ser replicado dada su posible trascendencia para
la explicacidén de la pérdida de potencia anticonvulsivante
observada cuando el valproato es administrado crénicamente

en animales.

Los resultados, particularmente con los dos antidepresivos,
dan soporte a la hipotesis de la existencia de una inter-

accién de los mismos con el complejo BABA./Bz/Cl™, aportando
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la novedad especifica de su efecto sobre la funcidn del
canal del cloro, si bien no aportan informacion respecto al
determinismo de tal interaccion sobre los efectos terapéuti-
cos de los farmacos. En que medida la relacidn apuntada es
importante para que se manifieste la actividad antidepresiva
y/0 anticonvulsivante (respectivamente) de estas sustancias,
0 es simplemente un epifendmeno o consecuencia méds o menaos
constante, es una cuestion cuya respuesta precisa de otros

diseros experimentales.
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3. SERIE EXPERIMENTAL III.
Influencia de un antagonista de la transmisidén gabérgica

sobre la actividad de la imipramina vy la desipramina en el

test de natacisdn forzada.
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3.1. Introduccion.

Como hemos discutido vya en las dos series experimentales
anteriores,/y hecha la salvedad de la carencia de efectos de la
progabida en el test de natacién forzada, los resultadeos vistos
hasta aqui no parecen discrepar de los hallados en la literatura,
antes bien, aportan alguna informacidn adicional conciliable can
aqueélla. Resta por dilucidar, no obstante, si la accién de sus-—
tancias gabérgicas en modelos animales de depresién o los efectos
de los antidepresivos scbre la transmisidén GABA significan real-
mente gque este sistema neurotransmisor se halle involucrado en
los trastornos depresivos o en su tratamiento. Una estrategia
habitualmente vinculada a este tipo de ohbhjetivos es la de com—
probar las interacciones gque se establecen entre sustancias ac-
tivas en un determinado test (p. ej. un modelo de depresidén) vy
otras que afectan al sistema neurogquimica (en nuestro caso el
GABA) del que se desea probar su intervencidn en el procesa que
presumiblemente modela dicho test. Se ha establecido, desde esta
éptica, que la administracion combinada de imipramina y baclofén
induce una reduccion de la densidad de receptores R-adrenérgicos
(en corteza cerebral de rata) y del funcionamienteo del sistema de
segundo mensajero (AMPc), adn cuando ninguno de los dos farmacos
fuera efectivo por si sdlo por haberse utilizado dosis muy bajas
de ambos (Enna y col., 1984). Esto, unido al descubrimiento pre-
via de que los agonistas de los receptores GABAR facilitaban la

respuesta del sistema de AMPc a la naoradrenalina (Karbon y col.,
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1984; Karbon vy Enna, 19835), indujo a estos autores a hipotetizar
que el GABA a traveés de su accion sobre los receptores GABAg
podia ser importante en la génesis y tratamiento de la depresian.
Asimismo, la progabida (agonista mixto GABA./GABAg) en dosis

inactivas per se vy administrada conjuntamente con desipramina

(también a dosis subefectivas) produce la citada desen-
sibilizacion del sistema receptor Rf-adrenérgico/adenilciclasa
(ver Scatton y col., 19B&, y, Bartholini y col., 198B&). Por otra

parte, como soporte parcial a una posible mediacién del receptor
GABAs en la accion de los antidepresivos, Bartholini vy col.
(19846) han observado que la bicuculina (antagonista del receptor
GABAL) puede revertir el efecto de la imipramina en el modelo de
indefension apreﬁdida en ratas, mientras que este antagonista
gabérgico rno modificd la accion de la fluoxetina en el mismo test
(2ivkovic vy col., 1986). En congruencia con este 4ltimo resul-
tado, Poncelet y col. (1987) no hallaron efecto alguno de la
picrotoxina (antagonista del complejo GABA. a nivel del canal del
cloro) sobre las consecuencias de administrar imipramina, desi-
pramina o clorimipramina a animales sometidos al test de natacidn
forzada (modificado a una dnica sesién natatoriaj; ver Poncelet y
col., 1987) o al modelo de "learned helplessness'", a pesar de que
otros autores han descrito un antagonismo del efecto de algunos
antidepresivos en el test natatorio tras el tratamiento con una
inyeccién de picrotoxina (Borsiﬁi y col., 1986d; ver Borsini vy

col., 1988).
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La impresién es que, .al menos a nivel de estudios compor-—

tamentales, el panorama es adn poco homogéneo como para extraer

conclusiones. Con los experimentos que a continuacidn expondremos

nos propusimos abordar de nuevo este problema, pero desde un

planteamiento teorico ligeramente distinto. Algurnos de los traba-

jos comentados utilizan sdlo una inyeccion del antagonista gabér—

gico de que se trate (bicuculina o picrotoxina) para intentar
antagonizar la accién de 1los antidepresivos. No obstante parece

ldgico pensar que, si estos farmacos producen algun efecto en la

transmisién gabérgica posiblemente todas vy cada una de las ad-

ministraciones tendrdn su importancia en la aparicidn del cambio

que se registra al final del tratamiento. Siguiendo con este

razonamiento, si tales cambics en la transmisién GABA son rele-
vantes para la aparicion de los efectos comportamentales del
tratamiento antidepresivo, también parece méas razonable plan-
tearse la bdsqueda de interacciones farmacoldgicas en cada una de
las administraciones y no dnicamente al final del tratamiento (en
este caso, tratamiento antidepresivo). Consecuentemente for-

mulamos la siguiente hipotesis:

"Gi la reduccidén de la funcionalidad del canal del cloro
(asociado al receptor BGABA,) es un fendmeno importante para
gue se produzca el efecto antidepresivo, entonces, la ad-
ministracidn simulténea de una sustancia antidepresiva vy de

picrotoxina (gque disminuye la funcién del canal del cloro) a
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dosis bajas podria esperarse que facilitase la aparicion de

dicho efecto en el test de natacison forzada'.

3.2. Material y método.

3.2.1. Animales v estabulaciaon.

El tipo de animales y las condiciones de estabulacian fueran
idénticos a los especificados para la SERIE EXPERIMENTAL I (ver

apartado 1.2.1).

3.2.2. Procediniento.

3.2.2.1. Test de natacion forzada.

El procedimiento experimental fue esencialmente idéntico al
de la SERIE EXPERIMENTAL I, con la salvedad de que en los ex—
perimentos que expondremos las sesiones natatorias se realizaraon
invariablemente en 18 cm de agua. La segunda diferencia estribsd
en el programa de administracién de los fdrmacos, como se especi-

ficard a continuacian.
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3.2.8.2. Tratamiento farmacoldgico y diferentes experimentos.

Experimentas 1A-B. Interaccién entre imipramina y picroto-
xina en el test de natacieon forzada.

Experimento 1A. Se llevd a cabo con 37 ratas macho de 374 *
20 gr de pesoc (sobre las 10-11 semanas de edad). Fueron tratadas
con clorhidrato de imipramina (IMI; 13 mg/kg), picrotoxina (PIC;
0.8-1.2 mg/kg), vehiculo (NaCl 0.9%4), o bien con combinaciones de
estos tratamientos. La administracion de los farmacos se realizd
entre las dos sesiones natatorias (pretest y test), siempre por
via i.p. y a un volumen de 2 ml/kg. Los animales, compensados en
funcidn del peso, se distribuyeron en los siguientes 4 grupos ex-—
perimentales: Imipramina+picrotoxina (IMI1S+PIC1.2), cuyos anima-
les fueron tratados con tres inyecciones de imipramina»(lS mg/kgs
24, 5 y 1 hora antes del test) vy tres de picrotoxina, ésta a
dosis de 1.2 mg/kg en las dos primeras (24 y B hovas antes del
test) y 0.8 mg/kg en la tercera inyeccidén (20 minutos antes del
test). Imipramina (IMI1S+PICO), con programa de administracién de
imipramina idéntico al grupo anterior, peroc sustituyendo las tres
inyecciones picrotoxina por tres de vehiculo (24 horas, S horas vy
20 minutos antes del test natatoric). Picrotoxina (IMIO+PIC1.2),
tratado con picrotoxina 24 horas, S horas y 20 minutos antes del
test (1.2, 1.2 y 0.8 mg/kg respectivamente); y sustituyendo la
imipramina por tres inyecciones del vehiculo correspondiente (24,
S y 1 hora antes del test). Control (IMIO+PICO)}, que recibis tres

dobles administraciones de NaCl (0.9%); la primera, dos inyec-
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ciones de NaCl, inmediatamente después del periodo de secado (24
horas antes del test); la segunda, de nuevo dos inyecciones de
NaCl, 5 horas antes del test; y la tercera, una inyeccidén de NaCl
1 hora antes de dicho test (correspondiente al vehiculo de la
IMI) y otra inyeccion 20 minutos antes del mismo (correspondiente
al vehiculo de la PIC). Se conforme asi un disefio factorial 2 x 2
(factores: 'Imipramina', con 2 niveles; y 'picrotoxina', con &2
niveles).

Experimento 1B. En este caso se utilizaron &8 ratas macho
de 408 * B3 gr de peso (sobre unas 11.5-13 semanas de edad). El
procedimiento experimental vy de tratamientos farmacoldégicos fué
idéntico al experimento anterior, salvo que aqui se administraron
tres dosis de imipramina diferentes (10, 20 y 30 mg/kg) vy dos

tratamientos diferentes de picrotoxina (0.5 mg/kg x 3 inyec—

ciones, o bien, 1.0 mg/kg x 2 inyecciognes + una ultima invecggion

de 0.6 mg/kg). Se 1llevd a cabo pues un disedo factorial 4 x 3

(factores: 'Imipramina', con 4 niveles; vy 'picrotoxina', con 3

niveles).

Experimentos 2A-B. Interaccioéon de la desipramina y la picro-

toxina en el test de natacisén forzada.

Experimento 2A. Realizado con 45 ratas macho de 375 + 26 gr
de peso (sobre 10.5-11.5 semanas de edad). S5e usaron dos dosis de
desipramina, 7.5 vy 15 mg/kg, mientras que las de picrotoxina

fueron las mismas que en el experimento anterior, asi como el
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resto del procedimiento. S5 constituyd por tanto un disefdp fac-

torial 3 x 3 (factores: 'desipramina', con 3 niveles; y 'picroto-
Xxina', con 3 niveles).
Experimento 2B. §5Se realizé con el objetivo de comprobar la

reduccion del tiempo de inmovilidad que seria esperable de utili-
zar dosis mayores de desipramina que las empleadas en el ex-—
perimento anterior. Para ello usamos 15 ratas de 293 * 19 gr de
peso (sobre 8.5 semanas de edad), que realizaron el test de
natacién forzada segdn el procedimiento tipico (ver Experimento 1
de 1la SERIE EXPERIMENTAL I3 o Porsolt vy col., 1978a) y ad-
ministrandoseles sdélo tres inyecciones de antidepresivo entre las
dos sesiones natatorias (para las que se usaron 18 cm de agua en

los cilindros).

3.2.3. Andlisis estadistico de los datos.

Puesto que la aplicacidn de la prueba F de Snedecor indicé
que en diversos casos las varianzas eran diferentes entre grupos
experimentales, utilizamos la prueba de andlisis de 1la varianza
no parameétrica de Kruskal Wallis para un andlisis global de los
datos de cada experimento, segquida de comparaciones de pares de
grupos realizadas con la prueba U de Mann-Whitney. No obstante,
en algun experimento (caso del exp. 1A) se aplicéd la prueba de
andlisis de varianza para planes factoriales (seguida de com-

paraciones con la t de Student) con objeto de estudiar las inter-




