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ABREVIATURAS Y SIGLAS

5-HIAA: acido 5-hidroxindolacético

5-HT: 5-hidroxitriptamina o serotonina

5-HT7: receptor 7 de serotonina

8-OH-DPAT: 8-hydroxy-2-(di-n-propilamino)tetralina
AADC: enzima L-descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
ACTH: hormona adrenocorticotrépica

ARNmM: acido ribonucleico tipo mensajero

AVP: arginina vasopresina

CRH o CRF: hormona liberadora de corticotropina
CTRL EZ2: control con estradiol

CTRL Sham: control sin estradiol

E2: estradiol

EC E2: estrés cronico con estradiol

EC Sham: estrés cronico sin estradiol

ERE: elementos de respuesta a estrégenos

GABA: 4cido gamma aminobutirico

GR: receptor de glucocorticoides

HHA: hipotalamo-hip&fisis-adrenal

ISRS: inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina
MAO: enzima monoaminooxidasa

MR: receptor de mineralocorticoides

NPV: nucleo paraventricular

PKA: proteina cinasa A

PLCp: fosfolipasa Cf3

REa: Receptor de estradiol tipo a

RER: Receptor de estradiol tipo 3

SERT: transportador de serotonina

SNA: sistema nervioso autbnomo

TPH: enzima triptéfano hidroxilasa

VMAT: transportador vesicular de monoaminas



RESUMEN

El ndcleo paraventricular del hipotalamo (NPV) es el activador del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal (HHA) en el estrés. Diversos receptores de serotonina (5-HT) estan
involucrados en la liberacion de ACTH, entre ellos el 5-HT7. El estrés crénico
desregula el eje HHA y disminuye la expresion de 5-HT7 en el NPV en machos. El
NPV expresa también al receptor de estrogeno beta. Los estrégenos potencian al
eje HHA; se desconoce su efecto sobre la expresién de receptores de serotonina
en el NPV de la hembra en el estrés cronico. Se evalud la expresion del receptor 5-
HT7 en el NPV, la ganancia de peso corporal, el peso de las glandulas adrenales,
los niveles de ACTH y corticosterona en ratas ovariectomizadas con suplementacion
de estradiol y sometidas estrés cronico (EC E2) o condicién control (CTRL E2), asi
como grupos sin estrégeno (EC Sham y CTRL Sham). El grupo EC E2 tuvo la menor
ganancia de peso corporal, mientras que el grupo CTRL Sham tuvo el mayor peso.
Se encontraron diferencias significativas(p<0.01) entre los grupos a partir del dia 10
de exposicion a estrés de restriccion, y hasta el final del experimento (p<0.001). Al
contrario, el grupo EC E2 present6 el mayor peso de la glandula adrenal y el grupo
CTRL Sham, el menor. Los grupos sometidos a estrés presentaron
significativamente mayor peso glandular respecto a sus controles (p<0.01). Los
grupos en la condicién de estrés cronico o control presentaron mayor peso adrenal
en presencia de estrégeno (p<0.001). Los niveles basales de ACTH tendieron a ser
mayores en los grupos con estrogeno respecto a los animales sin la hormona,
alcanzando diferencias solo en los valores de los extremos (p<0.001). Se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) en los niveles de corticosterona con
una tendencia a tener valores mayores de la hormona en los grupos sin tratamiento
estrogénico (EC Sham vs CTRL E2). La evaluacion cualitativa sugiere que tanto la
ausencia de estrégeno, como la exposicidbn a estrés cronico disminuyen de la

expresion del receptor 5-HT7 en el NPV.

(Palabras clave: nucleo paraventricular, estrés cronico, estradiol, corticosterona,
ACTH, receptor 5-HT7).



ABSTRACT

Paraventricular nucleus of hypothalamus (PVN) is the HPA axis activator. PVN
expresses several serotonin receptors involved in HPA control, such as (5-HT7).
Chronic stress deregulates HPA axis while reducing 5-HT7 expression in PVN in
males. Beta estrogen receptor is expressed in PVN, as well. Estrogen potentiates
HPA activation during acute stress. It is unknown if estrogen may influence 5-HT7
expression in PVN during chronic stress in females. Body weight gain, adrenal
weight, in addition to basal and 30-minute stress-induced ACTH and corticosterone
levels were evaluated in ovariectomized rats in the presence or abscence of
estrogen suplementation, with or without chronic 14- day stress exposure. 5-HT7
expression in PVN was also assessed. Animals with estrogen and chonic stress
exposure had the lowest weight gain (EC E2), while those without estrogen and
control exposure showed the highest weight gain (CTRL sham). Significant
differences (p<0.001) between groups were observed from day 10 of restriction
stress through day 14. Conversely, EC E2 group had the lowest adrenal gland weight
whereas CTRL sham animals had the lowest gland weight. Animals with chronic
stress exposure with or without estrogen showed significant higher (p<0.01) adrenal
weight compared to their controls. Groups that received estrogen (with or without
stress) had higher adrenal weight as compared to animals with vehicle only
(p<0.001), suggesting that both stress and estrogen increase adrenal weight. Basal
ACTH levels in estrogen treated groups showed a trend to be higher compared to
animal without female hormone, only some significant differences were reached
comparing values at the extremes (p<0.001). Significant differences were observed
in corticosterone levels (p<0.05) with a higher level of the hormone in control animals
with estrogen as compared to stressed animals with vehicle. 5-HT7 assesment
suggests that both the absence of estrogen and stress exposure reduce its

expression in PVN.

(Keywords: hypothalamus, paraventricular nucleus, estradiol, corticosterone,
ACTH, 5-HT7 receptor).



I. INTRODUCCION

El mantenimiento de la homeostasis es indispensable para la supervivencia de un
organismo. Cuando existe un estimulo estresor que amenaza estas condiciones de
equilibrio, se ponen en marcha una serie de respuestas que involucran al sistema
nervioso autébnomo en su division simpatica con efectos casi inmediatos, y al eje
Hipotalamo-Hipd&fisis-Adrenal (HHA) como un mecanismo neuroendocrino con
efectos mas tardios y prolongados. El objetivo de ambos sistemas es incrementar
las posibilidades de supervivencia en condiciones de estrés agudo. Sin embargo,
cuando el estimulo estresor persiste por tiempo prolongado, este supone una carga
energética importante, que conlleva finalmente ala desregulaciéon neuroendocrina.
El HHA inicia en el nucleo paraventricular (NPV) del hipotalamo, que integra
numerosas aferencias de otras regiones encefalicas asociadas con procesos
complejos como la memoria, el aprendizaje, la regulacion emocional y la toma de
decisiones; derivado de sus multiples aferencias, el NPV expresa una gran variedad
de receptores para neurotransmisores como el glutamato (Li y Pan, 2017), el acido
gamma amino butirico (GABA) (Cruz- Martinez et al, 2018), la dopamina (Tejas-

Juarez et al, 2014) y la serotonina (Tokarski et al, 2012), entre otros.

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) que llega al NPV es liberada por los
nucleos del rafe dorsal y medial, localizados en el tallo cerebral. A partir de 1987,
se ha descrito 15 subtipos de receptores de serotonina (5-HTR), que han sido
agrupados en 7 familias, que se expresan en el sistema nervioso como en el tracto
gastrointestinal. Excepto el receptor 5-HT3 que es un receptor ionotrépico, los
demas subtipos de 5-HTR son de tipo metabotrdpico, ya que estan acoplados a las
proteinas Gs, Gi, G12 y fosfolipasa CB (PLCB) (Chavez-Ledn et al, 2008; Charnay
y Léger, 2010; Nautiyal et al, 2017). La gran diversidad de receptores, asi como la
variabilidad en su expresion en distintos tejidos, determina que el sistema

serotoninérgico posea efectos muy variados a través del organismo, se conoce por



ejemplo, que estda estrechamente implicado en la regulacion de procesos
neurofisiolégicos como la ingesta y saciedad, el ciclo suefo-vigilia, la modulacién
del estado animico y de las respuestas al estrés, de forma particular se ha descrito

que la 5-HT posee un efecto estimulador sobre el eje HHA (Goel et al, 2014).

Algunos de los receptores que se han estudiado por su papel en la regulacién del
eje HHA, son los subtipos: 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT2C, 5-HT4 y el 5-HT7 de
descripcion mas reciente (Bard, 1993). Estudios recientes realizados en ratas
macho han reportado que una disminucion en la expresion del receptor 5-HT7 en el
NPV en condiciones de estrés cronico por restriccion, respecto a los animales sin
estrés. Esta regulacion a la baja se asocidé a una desregulacion endocrina de las
hormonas ACTH y corticosterona, hecho que sugiere que el receptor 7 esta
involucrado en las alteraciones del eje HHA posterior a periodos de exposicion a

estrés de restriccion por 15 dias (Garcia-lglesias et al, 2013).

Se tiene evidencia ademas, que las respuestas del eje HHA también se encuentran
influenciadas por hormonas sexuales. Particularmente, se han atribuido al estradiol
funciones potenciadoras tanto en condiciones basales como en respuesta al estrés
agudo y croénico (Lund et al, 2004). Lo anterior se apoya por el hecho de que
neuronas productoras del factor liberador de corticotropina (CRH) presentan una
notable expresion del receptor B de estrogenos, la cual se mantiene

independientemente de del sexo en diversas especies (Oyola et al, 2017).

Finalmente, la hiperactividad del eje HHA que se presenta ante la exposicion crénica
al-estrés y que involucra niveles altos de glucocorticoides, es una via patoldgica
comun que comparten diversas enfermedades neuropsiquiatricas tales como la
depresion mayor y la ansiedad, trastornos mas prevalentes en mujeres. Por otra
parte, se ha descrito que el uso cronico de farmacos antidepresivos del grupo de
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina induce, similar a la condicién de

estrés crénico, una regulacién a la baja del receptor 5-HT7 en el NPV (Mullins,



1999). Por tal motivo, el presente en este trabajo se evalué la expresion del receptor
5-HT7 en condiciones de estrés cronico en ratas hembra ovariectomizadas con o
sin suplementacion de estradiol. Asimismo, se evalud la ganancia de peso corporal,
el peso de las glandulas adrenales como indicadores fisiologicos de la exposicion al
estrés crénico por 14 dias. También se cuantificaron las hormonas ACTH 'y
corticosterona basales e inducidas por un unico episodio de estrés crénico de 30

minutos de restriccidn en los animales con estresados y control.



Il ANTECEDENTES Y FUNDAMENTACION TEORICA

Il. 1 Estrés, homeostasis y alostasis

El estrés se define como un estimulo puntual que es percibido como amenazante
para la homeostasis. Los eventos estresantes son capaces de activar una serie de
respuestas que ponen en marcha varias reacciones que implican-acciones neurales,
metabdlicas y neuroendocrinas, que permiten al organismo responder al estresor y
asi, desencadenar mecanismos que aseguren la preservacion del equilibrio del
medio interno (Duval et al, 2010; Zarate et al, 2014). Aunque la homeostasis se
mantiene en limites muy estrechos, el proceso por el cual se sostiene el estado de
equilibrio de un sistema implica en realidad multiples mecanismos altamente
dinamicos, los cuales se engloban en el término “alostasis”. Cabe recalcar que los
cambios alostaticos, que implican un gasto energético importante, pueden ser
distintos en funcion del tiempo y de las condiciones en que estos se presentan
(Murcio-Ramirez, 2007; Zarate et al, 2014).

Il. 2 Mecanismos neuroendocrinos de regulacion del estrés

La respuesta fisiologica al estrés involucra la activacién de numerosas regiones
cerebrales tales como el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal, que
participan también en procesos complejos como la memoria, el aprendizaje, la
regulacion emocional y la toma de decisiones. Estas areas en accidén sinérgica
inducen la activacion de las respuestas autonémica y hormonal al estrés, las cuales
se ejecutan a través del sistema nervioso auténomo (SNA) y del Eje Hipotalamo-
Hipdfisis-Adrenal (HHA), respectivamente. Aunque la actividad de la rama simpatica
del SNA ocurre rapidamente comparado con la activacién del eje HHA, ambos
sistemas participan tanto en condiciones de estrés agudo como crénico (Duval et
al, 2010; Zéarate et al, 2014).



La activacion paralela del sistema nervioso simpatico y eje HHA, se denomina
“Sindrome de Adaptacién General” y consta de 3 fases a saber: 1) fase de alerta,
que es la reaccion inmediata al estimulo estresante derivada de la percepcion
cognitiva, y cuya resultante es la liberacion de adrenalina por la médula adrenal,
que tiene como finalidad favorecer el suministro energético para generar la
respuesta de lucha o huida. 2) fase de resistencia, que inicia con la liberacién de
glucocorticoides por la corteza adrenal como el cortisol en el humano vy
corticosterona en el roedor. La liberacién de glucocorticoides permite responder a
un estimulo estresor persistente. 3) fase de agotamiento, ocurre en condiciones de
estrés prolongado, y genera alteraciones hormonales ocasionando que la carga
alostatica se incremente, superando la capacidad fisiolégica del organismo para

mantener la homeostasis (Mucio-Ramirez, 2007; Duval et al, 2010)

ll. 3 Eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal: el Nucleo Paraventricular en la

fisiologia del estrés

En condiciones de estrés agudo, la activacion del eje neuroendocrino HHA sostiene
el estado de alarma iniciado por la respuesta del sistema nervioso simpatico. La
activacion del eje HHA inicia en el NPV del hipotalamo, el cual se subdivide en varias
regiones anatémicas. 'Asi, las poblaciones de neuronas en el NPV median distintas
acciones a través de las presentan multiples conexiones con otras regiones
encefalicas y espinales. De forma general se describen 2 subtipos celulares: la
division parvocelular y la magnocelular. Esta ultima supone la principal fuente de las
hormonas neurohipofisiarias oxitocina y arginina vasopresina (AVP), por lo que sus
proyecciones se dirigen hacia la hipofisis posterior. La divisidn parvocelular alberga
las neuronas productoras del factor liberador de corticotropina (CRF), localizadas
en las zonas anterior, media y periventricular del NPV, sitios que emiten sus
proyecciones hacia la porcion externa de la eminencia media y que son activados

principalmente por estrés (Figura 1). (Swanson et al, 1980; Oyola et al, 2017).
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Figura 1. Eje Hipotalamo Hipdfisis Adrenal. Se muestra el nucleo paraventricular (NPV) con sus divisiones
magnocelular que proyecta hacia la hipd&fisis posterior para liberar oxitocina (OT) y arginina vasopresina (AVP).
La regién parvocelular contiene las neuronas productoras del factor liberador de la corticotropina (CRF) que a
través del sistema porta hipofisiario alcanza su sitio efector en la hipofisis anterior, actuando principalmente en
los receptores de CRH tipo 1 (CRFR1). La unién de CRF con su receptor induce la sintesis y liberacion de la
hormona adrenocroticotrépica (ACTH), que estimula la corteza adrenal para la sintesis y liberacion de
glucocorticoides (CORT) que retroalimentan negativamente el eje. GFC: globulina fijadora de corticoesteroides,
V1b: receptor 1b de arginina vasopresina, 3v: tercer ventriculo (Tomado de Oyola et al, 2017).

El CRF forma parte de una familia de péptidos que también incluyen a las
urocortinas 1 a 3, péptidos anorexigénicos asociados al estrés. Estas moléculas se
unen con distinta afinidad a los 2 tipos de receptores de CRF. El receptor de CRF
tipo 1 (CRF-R1) une principalmente a CRF, aunque también a la urocortina 1;
mientras que el receptor de CRF tipo 2 (CRF-R2) une con mayor afinidad a las

urocortinas que al CRF (Neufeld et al, 2010).



El CRF ademas puede unirse a la proteina de unién a CRF (CRH-BP por sus siglas
en inglés), una glucoproteina de 322 aminoacidos que se encuentra muy
conservada entre distintas especies, y a la que se ha atribuido una funcion de
balance de la actividad del eje HHA. CRH-BP se encuentra coexpresada con el
receptor CRHR1 en las células corticotropas de la hipdfisis anterior. Incluso, CRF
muestra mayor afinidad por su CFH- BP que por el receptor CRF-R1, por lo que
CRH-BP ejerce un efecto de contrabalance de la activacion del eje HHA. Por
ejemplo, ratones knockout de CRH-BP muestran un- incremento de
comportamientos ansiosos, mediado por un incremento en los niveles de CRF libre
(Potter et al, 1992; Behan et al, 1995; Burrows et al, 1998).

El CRF liberado es transportado a través del sistema portal hipofisiario hasta
alcanzar las neuronas corticotropas de la adenohipdfisis. CRF se une a su receptor
especifico, estimulando la sintesis y liberaciéon de la hormona adrenocorticétropa
(ACTH) a partir de su precursor, la proopiomelanocortina (POMC). La ACTH es
vertida a la circulacion general y su blanco principal son las células de la zona
fasciculada de la corteza adrenal que secretan glucocorticoides como el cortisol en
el humano y la corticosterona en el roedor (Mucio-Ramirez, 2007; Duval et al, 2010;
Zarate et al, 2014).

Los glucocorticoides liberados hacia la circulacién general ejercen su efecto a través
de su union a 2 tipos de receptores intracelulares: el receptor tipo | o de
mineralocorticoides (MR) y el receptor tipo Il o de glucocorticoides (GR). Es
importante resaltar que el MR posee una afinidad a los glucocorticoides 10 veces
mayor que la del GR, por lo que, en condiciones basales tiene una ocupacién del
90%. El receptor MR se expresa principalmente en regiones del sistema limbico, y
regula la inhibicion tonica de la secrecion de glucocorticoides en condiciones
basales. Por otro lado, el GR se distribuye en regiones como el sistema limbico, el
locus coeruleus, el hipocampo, los nucleos dorsales del rafe y el PVN. En este

ultimo, la ocupacion del receptor GR cumple la funcion primordial de



retroalimentacion negativa del eje HHA en condiciones de estrés agudo (Lanfumey
et al, 2008; Meraz y Bafiuelos, 2009; Duval et al, 2010).

Il. 4 Aferencias y eferencias del Nucleo Paraventricular

Ademas de fungir como pieza clave en el control neuroendocrino de la respuesta al
estrés, el NPV participa activamente en la regulacién de la respuesta autonémica.
Lo anterior debido a que las neuronas parvocelulares localizadas en la region dorsal
y lateral del nucleo emiten proyecciones que alcanzan regiones del tallo cerebral y
a la médula espinal. Entre las regiones descritas se encuentran el nucleo de
Edinger-Westphal, el locus coeruleus, el nucleo parabraquial, el nucleo del tracto
solitario y el nucleo motor dorsal que forman parte del complejo dorsal del vago, asi
como a la columna intermediolateral de la médula espinal, entre otras. Las regiones
antes mencionadas se relacionan de forma directa o indirecta con el control del
sistema nervioso autbnomo pues contienen neuronas preganglionares de ambas

subdivisiones: simpatica y parasimpatica (Swanson y Sawchenko, 1980).

A su vez, el NPV recibe proyecciones de varios nucleos localizados en el tronco del
encéfalo, entre ellos, los nucleos del rafe dorsal, sitio principal de sintesis de
serotonina encefalica. Estos nucleos serotoninérgicos proyectan ademas a otras
regiones como a la corteza frontal y prefrontal, la amigdala y el hipocampo, que

participan también en la integracion cognitiva del estrés (Goel et al, 2014).

Il. 5 Serotonina y sus receptores: su implicacion con el eje HHA

En el sistema nervioso, la serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) se sintetiza a partir
del aminoacido esencial triptéfano por la enzima triptéfano hidroxilasa 2 (TPH2), que
lo transforma en 5-hidroxitriptofano. Este ultimo compuesto es descarboxilado por
la enzima L-descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC, por sus siglas en

inglés), que origina 5-hidroxitriptamina (5-HT) también llamada serotonina.



Una vez liberada al espacio sinaptico, la serotonina es recapturada por la terminal
presinaptica por el transportador de serotonina (SERT), en un proceso dependiente
de adenosin trifosfato (ATP). La serotonina recapturada puede ser reutilizada a
través de su vesiculacion mediante el transportador vesicular de monoaminas
(VMAT), o bien puede ser degradada por medio de la enzima monoaminooxidasa
(MAO) de localizacion mitocondrial (Chavez-Leon et al, 2008; Charnay y Léger,
2010; Takahashi et al, 2010). Cabe recalcar que, la 5-HT cerebral constituye
alrededor del 3% de la serotonina corporal, ya que la mayor fuente de serotonina en
el organismo es de origen entérico y es sintetizada por la enzima triptéfano
hidroxilasa tipo 1 (TPH1). Se cree que ambas serotoninas permanecen aisladas por

la barrera hematoencefalica (Charnay y Léger, 2010).

Se han descrito 15 subtipos de receptores de serotonina (5-HTR) de 1987 a la fecha.
Estos han sido agrupados en 7 familias que se expresan en sistema nervioso y en
el tracto gastrointestinal. Excepto el receptor 5-HT3 que es de tipo ionotrépico, los
demas subtipos de receptores de serotonina son de tipo metabotropico, y que estan
acoplados a las proteinas Gs, Gi, G12 y fosfolipasa Cp (PLCB) (Chavez-Ledn et al,
2008; Charnay y Léger, 2010; Nautiyal et al, 2017). En el encéfalo, el sistema
serotoninérgico - esta estrechamente implicado en numerosos procesos
neurofisiolégicos como la regulacién de la ingesta y saciedad, el ciclo suefo-vigilia,
la modulacién del estado animico y de las respuestas al estrés. De forma particular
se ha descrito que la 5-HT posee un efecto estimulador sobre el eje HHA (Goel et
al, 2014).

Para el estudio de los efectos del sistema serotoninérgico en el eje HHA, se han
empleado varias estrategias que van desde la utilizacién de agonistas selectivos de
ciertos receptores, o bien, agentes que incrementan las concentraciones de
serotonina incidiendo en su sintesis, liberacién, recaptura o degradacién. Por

ejemplo, se ha documentado que la administraciéon de L-tript6fano, o bien, de



farmacos liberadores de 5-HT como la fenfluramina, conduce a un incremento en
ACTH y glucocorticoides. En contraste, la deplecion de L-triptéfano induce niveles
atenuados de glucocorticoides en respuesta al estrés. De forma paralela, el impacto
estimulador de 5-HT sobre el eje HHA en respuesta al estrés, induce también a la
activacion de los nucleos del rafe dorsal, incrementando la neurotransmision
serotoninérgica a través del encéfalo (Goel et al, 2014).

Algunos de los receptores que mas frecuentemente se han estudiado en la
regulacion del eje HHA, son los subtipos: 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT2C y 5-HT4. Se ha
documentado por ejemplo, que la administraciéon sistémica de agonistas del
receptor 5-HT1A producen también un incremento en los niveles plasmaticos de
ACTH y glucocorticoides tanto en roedores como en humanos. En tanto, el bloqueo
farmacolégico del receptor 1A mediante el uso de antagonistas induce una
respuesta atenuada en consecuencia a la exposicion a estrés. Respuestas similares
se han encontrado con el uso de agonistas y antagonistas de 5-HT2A y 2C (Dayer,
2014; Goel et al, 2014; Yohn et al, 2017). En los ultimos afios se ha implicado
también en fisiopatologia del estrés, al miembro mas recientemente descrito de la

familia de receptores serotoninérgicos, el receptor 5-HT7.

Il. 6 Receptor 5-HT7 en Nucleo Paraventricular y el eje HHA

Clonado en 1993 por Bard, el receptor 5-HT7 es un receptor transmembranal
metabotropico acoplado a proteinas G que activan la proteina cinasa A (PKA)
(Leopoldo et al, 2011; Guseva et al, 2014). Este receptor se encuentra ampliamente
distribuido en el SNC en areas involucradas en la integracion neuroendocrina de la
respuesta al estrés como el talamo, el hipotalamo, el hipocampo, la corteza
prefrontal, la amigdala, los nucleos del rafe y la médula espinal. Se ha establecido
la participacion del receptor 7 en la fisiologia de distintos procesos tales como la
regulacion del ciclo circadiano, la memoria, el dolor, la termorregulacion, el estado
de animo y el estrés (Hedlund, 2009; Sarkisyan et al, 2010; Leopoldo et al, 2011).
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Los primeros reportes sugerentes de la funcion del receptor 5-HT7 en la regulaciéon
del estado de animo ocurrieron cuando se describié la disminucidén en su expresion
a nivel del hipotalamo posterior al uso prolongado de antidepresivos. Estudios
realizados en el modelo murino, evaluaron mediante inmunohistoquimica la
expresion del receptor 5- HT7 luego de la administracion via intraperitoneal durante
21 dias de diversos farmacos como la fluoxetina, imipramina, desimipramina,
clorgilina, mianserina y nefazodona, asi como el agonista del receptor 5- HT7 el 8-
OH-DPAT. Encontrando una disminucion tanto en la afinidad expresada como sitios
de union a serotonina, como en la densidad del receptor en el hipotalamo (Mullins,
1999). Se ha documentado también que otros farmacos, como los antipsicéticos
atipicos, también inducen una regulacion a la baja en la expresion del receptor 5-

ht7, a través del incremento de su degradacion via lisosomal (Manfra et al, 2015).

También, se ha documentado que los antagonistas del receptor SHT7 como el
amisulpride (disefiado como un antagonista de los receptores dopaminérgicos D1y
D2, pero que también funciona como antagonista del receptor 7 de serotonina)
(Abbas et al, 2009), asi como el lurasidone (farmaco antagonista de los receptores
D2, antagonista del 5-HT7 y agonista parcial del autoreceptor 5-HT1A) (Cates et al,
2013), son capaces de producir un potente efecto antidepresivo en ratones macho,

utilizando modelos de nado forzado y de suspensién de la cola.

Aunado a los reportes anteriores, se ha documentado que el tratamiento repetido
con antidepresivos tanto triciclicos como la imipramina, tanto como ISRS como el
citalopram, conduce a una atenuacion de los efectos excitadores mediados por la
activacion del receptor 5-HT7 en el hipocampo, efecto mediado a través de
modificaciones en las proteinas transductoras de sefiales dependientes de AMPc o
de la actividad de la proteina cinasa A (PKA) (Tokarski et al, 2005).
Interesantemente, se ha reportado un incremento en la expresion del receptor 7 en
la region del hipocampo asociado a la exposicion niveles elevados de corticosterona

plasmatica en roedores (Tokarski et al, 2012).
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Otros estudios recientes, han encontrado que la exposicion a episodios de estrés
por restriccion por 14 dias disminuye la inmunoreactividad del receptor 5-HT7
particularmente en el NPV del hipotalamo. Concomitante a esta disminucion, se
documento la sobreexpresion del receptor 7 en la corteza de la glandula adrenal, e
indujo la desregulaciéon de las hormonas ACTH vy corticosterona en eje HHA enla
rata macho (Figura 2) (Garcia- Iglesias et al, 2013). Los hallazgos mencionados en
parrafos anteriores sugieren que el receptor 7 de serotonina desempefia un papel
importante en la homeostasis del eje HHA, asi como en su desregulacion inducida

por la exposicion repetida al estrés.

Figura 2. Inmunohistoquimica del receptor 5-HT7. A-D corresponde al NPV del hipotalamo, E-H corresponde a
la corteza de las glandulas adrenales. A, B, E y F corresponden a las condiciones control, mientras que C, D, G
y H corresponden a condiciones de estrés cronico por restriccion durante 14 dias, en donde se observa una
disminucion en la expresion del receptor 5-HT7 en el NPV (C y D), mientras que las glandulas adrenales se
observa un incremento en la expresion de tal receptor (G y H). (Adaptado de Garcia-lglesias et al, 2013).

Il. 7 Dimorfismo sexual en el eje HHA: implicacion del sistema serotoninérgico

Se conoce que existen diferencias en las respuestas del eje HHA inducidas por

estrés entre ratas macho y hembras, encontrando que éstas ultimas son mas
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reactivas (Lund et al, 2004). Para la evaluacién de respuestas del eje HHA en
roedores, se han utilizado diversos paradigmas de estrés. Por ejemplo, se ha
documentado que el estrés agudo de restriccion conduce a un incremento de
serotonina a nivel de la corteza prefrontal y en la amigdala basolateral, la cual es
mas notable en hembras (Mitsushima et al, 2006). La evaluacion en el modelo
murino mediante la aplicacion de choques eléctricos en las patas como un modelo
de estrés fisico, induce un incremento en los niveles de serotonina también a nivel
de la corteza frontal ademas de en el mesencéfalo en las hembras, lo cual se
observa en los machos (Heinsbroek et al, 1990). En tales casos el incremento de
serotonina es paralelo al de su metabolito de ‘degradacion: el acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA), que se toma en consideracibn como un indicador

indirecto de la utilizacién y recambio de la transmisién serotoninérgica.

Estas diferencias respecto al sexo en la actividad de serotoninérgica inducida por el
estrés han sido atribuidas a las condiciones basales, pues se ha documentado que
las hembras muestran un tono serotoninérgico mas acusado respecto a machos, en
diversas regiones encefalicas como el prosencéfalo, los nucleos del rafe dorsal, el
hipocampo, el area lateral y ventromedial del hipotalamo. Ademas se ha sugerido
que el metabolismo de la serotonina es estimulado por estradiol, pues hembras
ovariectomizadas que recibieron una sola dosis de estradiol, presentaron mayores
niveles de 5-HIAA en los nucleos del rafe dorsal respecto a aquellas que no

recibieron tal hormona (Svec et al, 2002).

A su vez, la serotonina ejerce de forma general, un efecto estimulador de la sobre
el-eje HHA, el cual ha sido estudiado mediante el empleo de distintos farmacos,
tanto agonistas de los diferentes receptores serotoninérgicos, como ISRS. La
flenfluramina (estimulador de la liberacion de serotonina), el precursor aminoacidico
de la serotonina: el L-triptéfano, asi como diversos agonistas de receptores
serotoninérgicos tales como la clorfenilpiperazina; conducen al incremento de los

niveles de ACTH y glucocorticoides tanto en hembras como en machos(Feuchtl et

13



al, 2004; Vielhaber et al, 2005), sin embargo el pico de respuesta es mas acentuada
en hembras, en particular en respuesta a ISRS tales como el citalopram y la
fluoxetina, mientras que la tasa de recuperacion hacia los niveles basales es

comparable en ambos sexos (Goel y Bale, 2010).

El uso de agonistas o antagonistas especificos a los distintos receptores de 5-HT,
permiten elucidar los mecanismos que subyacen a las diferencias sexuales en la
respuesta del eje HHA. Por ejemplo, se tiene evidencia de que la administracion
sistémica de agonistas especificos del receptor 5-HT1A, inducen un incremento en
las respuestas de ACTH y corticosterona de hembras en comparacion con machos;
y esta respuesta es mas acentuada si el farmaco es administrado directamente en
el NPV (Haleem et al, 1989). Ademas. se demostr6 que las hembras
ovariectomizadas presentaron una respuesta atenuada de la corteza adrenal a
ACTH inducida por el agonista del receptor 5-HT1A, encontrando que el nivel de
glucocorticoides es restaurado mediante la administracion de estradiol, y bloqueada
con la administracion simultanea de testosterona (Matsuda et al, 1991). Tales
hallazgos apoyan la importancia de la regulacion estrogénica en el eje HHA mediado

por el receptor 5-HT1A, no solo a nivel central, sino también a nivel periférico.

En contraste, la exposicion cronica a estrés induce a la desensibilizacién del
receptor 5-HT1A en el NPV, por lo que la liberacion de ACTH inducida por
serotonina se torna atenuada. Cabe mencionar que el grado de desensibilizacion
es comparable entre hembras y machos; si bien los niveles absolutos de ACTH son
fisiologicamente mayores en hembras respecto a los machos (Grippo et al, 2005).
Tal respuesta, podria estar relacionada con los niveles de expresion del receptor,
pues se ha descrito que existen mayores niveles de ARNm del receptor 5-HT1A en
la hip&fisis e hipocampo de las hembras en comparacion con machos (Goel y Bale,
2010).
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Il. 8 Dimorfismo sexual en el eje HHA: receptor 3 de estrégeno en el NPV

Diversos estudios han sefalado que el estradiol puede modificar directa o
indirectamente la funcion del eje corticotropo a varios niveles. El estradiol ejerce su
efecto en 6rganos blanco a través de su unién a 2 tipos de receptores nucleares
que pertenecen a una superfamilia de factores de transcripcién dependientes de
ligandos: receptor de estrégeno tipo alfa (REa) y beta (REB). Luego de su union con
el ligando, los receptores de estrégeno forman homodimeros u heterodimeros que
se unen a secuencias del ADN en sitios denominados elementos de respuesta a
estrégenos (ERE). Los ERE estan localizados en las regiones promotoras de
diversos genes, donde reclutan proteinas co-reguladoras o influyendo sobre la

actividad de los factores de transcripcion.

Se ha propuesto que los dos subtipos de receptores de estrogeno regulan procesos
diferentes en la fisiologia cerebral. Se ha documentado que los ratones knock-out
de REa tienen notables alteraciones en el comportamiento reproductivo, mientras
que en ratones knock-out REB, estos patrones se encuentran intactos (Pérez et al,
2013).

Por su parte el REB, descrito en 1996, se ha asociado a la regulacion de diversas
funciones como el aprendizaje, la memoria, la actividad locomotora, el estado
animico y la regulacion del eje HHA (Stern, 2003; Oyola et al, 2017); pero no se ha
reportado implicacion de RE receptor en las funciones asociadas a la reproducciéon
(Isgor et al, 2003; Liu et al, 2011).

La distribucion anatémica de los receptores REa y RE, evidenciada por
inmunohistoquimica e hibridacion in situ, han mostrado que existe una
sobreposicién de ambos receptores en diversas areas a nivel de sistema nervioso
central, tales como la parte medial del nucleo del lecho de la estria terminal, el

nucleo predptico, el nucleo ventromedial y ventrolateral del hipotalamo (Pérez et al,
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2003); en tanto, otras regiones como el NPV expresan de forma casi exclusiva al
receptor REB. Asi, las neuronas magnocelulares y parvocelulares del NPV expresan
RER, con mayor nivel detectado en las ultimas (Simonian y Herbison, 2003). Cabe
mencionar que la expresion de este receptor es consistente en diversas especies,
lo que sugiere que los estrogenos juegan un papel clave en la regulacién de las
funciones mediadas por el NPV en el mamifero (Isgor et al, 2003; Stern, 2003; Oyola
et al, 2017).

Ademas, se ha reportado la colocalizacién de 60 al 90% de las isoformas de REf
en neuronas productoras de CRH en el NPV, principalmente en la region
parvocelular medial. En contraste, el REa tiene una expresion escasa en el NPV y
esta no colocaliza con marcadores de CRH. Sugiriendo de este modo, que el REf
podria desempefiar un rol importante en la regulaciéon de la transcripcion de CRH
en condiciones tanto fisiolégicas o patolédgicas (Figura 3) (Miller et al, 2004; Oyola
et al, 2017).

Figura 3. Inmunofluorescencia del receptor $ de estrogeno (ERB) y la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) en el NPV del hipotalamo. Se identifica el Erf en verde, y CRH en morado en las neuronas del NPV. La
colocalizacién de ambas sefiales puede observarse en la regién medial del nucleo. 3v corresponde al tercer
ventriculo. (Tomado de Oyola et al, 2017).
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Existe evidencia de que las células productoras de CRH expresan varias isoformas
de RER asociado a distintos patrones de regulacién del promotor de este péptido.
La isoforma REB1 muestra una actividad constitutiva independiente de ligando,
mientras que la isoforma REB183 tiene una fuerte actividad dependiente de ligando.
Por tanto, la respuesta inducida por RE183 como activador de la transcripcion-de

CRH, es mayor que cualquier otra isoforma de REB y del REa (Miller et al, 2004).

Los estrogenos ejercen una influencia en la transcripcion de ARNm de CRH en el
NPV actuando como un potenciador de las respuestas al estrés en las neuronas
productoras de CRH en condiciones fisiologicas, las cuales son dependientes de los
niveles de estrégeno en las distintas fases del ciclo estral; alcanzando mayores
niveles de ARNm de CRH, en las fases de estroy proestro durante la exposicion a
estrés agudo. De manera similar, los niveles de corticosterona presentan cambios
significativos en condiciones basales y en respuesta al estrés agudo en las distintas
fases del ciclo estral (Liu et al, 20 11). Por otra parte, se ha reportado también, que
los niveles bajos de corticosterona se asocian a la reduccion del ARNm de RE en
el NPV en la fase proestro. Esta condicion se reviere al suministrar corticosterona

exogena (Isgor et al, 2003).

Se sugiere también que RE en el NPV contribuye a la regulacién de la activaciéon
del eje HHA en el estrés por restriccion ya que, utilizando antagonistas selectivos
de RER se atenuan los niveles de corticosterona inducidos estrés, tales resultados
son dependientes del ciclo estral, siendo significativos Unicamente en la fase diestro.
Estos resultados sugieren que el REB en el NPV tiene una influencia critica en la
respuesta al estrés del eje HHA, la cual puede ser regulada por la corticosterona

circulante (Isgor et al, 2003).
El estrés por restriccion genera un aumento significativo en las concentraciones

locales de estradiol en el NPV durante la fase proestro, asi como incremento en los

niveles plasmaticos de la hormona en la fase proestro y estro. En animales
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ovarietomizados, ocurre también un incremento significativo en los niveles de
estradiol en el NPV, sin diferencias en los niveles séricos de esta hormona (Liu et
al, 2011). Ademas, se documento en el mismo trabajo, un aumento en la expresion
de ARNm de la enzima aromatasa y de RE, en la fase proestro en condiciones de
estrés agudo. Estos cambios sugieren que la respuesta al estrés del eje HHA es
mayor cuando las concentraciones plasmaticas basales de estrogenos son
elevadas y, que el aumento en las concentraciones de estrégeno en el NPV resultan

del incremento local de su produccion.

La concentracion creciente de estradiol hipotalamico en conjunto con una mayor
expresion del gen RER indica una retroalimentacion positiva de la sefalizacion de
estradiol hipotaldmico durante el estrés agudo. Si bien se tienen datos acerca de la
interrelacion entre el REB y el eje corticotrépico en situaciones de estrés, se
desconoce si estrogenos a través del receptor 3, podrian inducir cambios en la
expresion de algunos receptores de serotonina involucrados en la regulacién del eje
HHA en el NPV como el receptor 5-HT7.
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. FUNDAMENTACION TEORICA

Los modelos animales permiten estudiar los procesos fisioldgicos en condiciones
controladas. Asi, el conocimiento generado a partir de la utilizacion de modelos
experimentales ha permitido comprender las bases fisiolégicas que subyacen
condiciones patologicas de indole animica como la depresion, la desesperanza
aprendida, ansiedad y el estrés cronico (Abelaira et al, 2013; Buynitsky y Mostofsky,
2009). En particular, el modelo de estrés por restriccion en los roedores ha sido
ampliamente (Glavin et al 1994; Campos et al, 2013) para el estudio de diversos
efectos adversos de tipo gastrointestinal, inmunolégico y neuroendocrino asociados

al estrés cronico.

El fundamento tedrico del presente trabajo yace en los antecedentes planteados en
extenso en la seccién anterior con el fin de estudiar el efecto que tiene la privacion
o reemplazo de los estrégenos sobre la expresidn del receptor 7 de serotonina en
el nucleo paraventricular del hipotdlamo y su relacidbn con otros marcadores
fisiologicos de estrés como la ganancia en el peso corporal, la relacion peso corporal
y de las glandulas suprarrenales, asi como el efecto de la exposicidn a estrés sobre

las hormonas adrenocorticotropica y corticosterona en un la rata hembra juvenil.
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IV. HIPOTESIS

Los estrégenos preservaran la expresion del receptor serotoninérgico 5-HT7
mediado por el receptor beta, en el nucleo paraventricular del hipotalamo en ratas

ovariectomizadas sometidas a estrés cronico.

V. OBJETIVOS

V. 1 Objetivo general

Evaluar el efecto de los estrégenos en la expresion del receptor serotoninérgico 5-
HT7 en el nucleo paraventricular del hipotdlamo en ratas ovariectomizadas

sometidas a estrés cronico.

V. 2 Objetivos especificos

I.  Evaluar la expresion del receptor 5-HT7 en el NPV del hipotalamo en ratas
ovariectomizadas tratadas con estrégeno o en ausencia de él, en condiciones
control y de estrés crénico.

Il. Cuantificar las hormonas ACTH, corticosterona y estradiol en cada uno de
los 4 grupos.

[ll.  Evaluar la ganancia de peso corporal y el peso de glandulas adrenales en

cada uno de los 4 grupos.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI. 1 Tipo de investigacion

Experimental transversal

VI. 2 Poblacion /Animales
Ratas hembra de la cepa Wistar de entre 230 a 250 g de peso, obtenidas del bioterio
de Instituto de Neurobiologia, campus Juriquilla de la ‘Universidad Nacional

Autébnoma de México.
VI. 3 Muestra y tipo de muestra
En el presente estudio se utilizaran 60 animales, cifra que corresponde a la cantidad

reportada por trabajos analogos en la literatura.

VI. 3.1 Criterios de seleccion

Los establecidos de a acuerdo al sexo, peso, cepa y salud.

VI. 3.2 Variables estudiadas

Expresidn del receptor 5-HT7 por inmunohistoquimica de luz visible, peso corporal,
hormonas ACTH y corticosterona.

VI. 4 Técnicas e instrumentos

VL. 4.1. Técnicas: Inmunohistoquimica, Ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas (ELISA).

VL. 4.2. Instrumentos: Equipo de cirugia, micropipetas y puntas, cristaleria, cuarto

frio, lector de microplacas de ELISA, microscopio, balanza de animales, bomba
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peristaltica, equipo de perfusion transcardiaca, cilindros de acrilico, tubos con

anticoagulante, guillotina.

VI. 5 Procedimientos

A. Ovariectomia y colocacion de implante subcutaneo

Los animales seran alojados por parejas en cajas de acrilico en una habitacién con
ventilacion adecuada a 25° C en un ciclo de luz-oscuridad invertido 12:12, con agua

y alimento ad libitum y limpieza en dias alternos tres veces a la semana.

Todos los animales seran ovariectomizados bajo anestesia profunda con una
mezcla de ketamina (70 mg/kg) - xilazina (6 mg/kg). Paralelamente, los animales
recibiran un implante subcutaneo de un cilindro de silicon con un diametro interno
de 1.6 mm y externo de 3.17 mm conteniendo 70 uL de aceite de sésamo con 173-
estradiol a una dosis de 0.25 mg/kg de peso o unicamente el vehiculo segun sean
asignados de forma aleatoria a cada grupo (Lund T, 2005). Los animales se
mantendran en recuperacion durante 7 dias, posterior a los cuales se iniciara la
habituacion al cuarto de alojamiento por 5 dias. Posteriormente, los animales seran
asignados de manera aleatoria al protocolo de estrés por restriccidon o al grupo
control; en este ultimo, los animales sb6lo seran manipulados para ser pesados
durante los 14 dias del experimento sin ser sometidos al modelo de estrés crénico
por restriccion. Obteniendo 4 grupos: los grupos control con o sin estrogeno (CTRL
E2 y CTRL Sham, respectivamente) y los grupos de estrés cronico con o sin

estrégeno (EC E2 y EC Sham, respectivamente).

B. Protocolo de estrés por restriccion

Los animales destinados al grupo de estrés cronico seran pesados diariamente y

posteriormente sometidos al protocolo de estrés por restriccién, que consiste en la
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introduccién del animal en un cilindro de acrilico de dimensiones: 6.3 cm de didmetro
por 15 cm de largo, ajustables en longitud al peso de ratas de entre 200- 300
gramos. La restriccion se realizara durante 20 minutos, a horarios aleatorios durante
la fase de oscuridad, respetando un margen de 2 horas del cambio de fase luz-

oscuridad, durante los 14 dias del experimento (Figura 4).

Figura 4. Protocolo de estrés por restriccion, consiste en introducir al animal en un cilindro de acrilico, ajustable
en longitud de acuerdo con el peso y tamafio del sujeto de estudio, de tal manera que sus movimientos se
encuentren restringidos, pero sin llegar a causar dafo fisico al animal.

C. Peso corporal

Todas las ratas seran pesadas desde el dia de la ovariectomia, el tiempo de
recuperacion, el tiempo de habituacion y los 14 dias del experimento. Estos datos
seran registrados diariamente hasta el final del experimento y se analizaran con el

paquete estadistico PrismGraphpad 7.0.
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D. Cuantificacion hormonal: ACTH, corticosterona y estradiol

Los animales destinados a la cuantificacion hormonal (n=40, 10 por cada grupo)
seran sacrificados por decapitacion y se colectara la sangre troncal, de acuerdo con
el protocolo establecido para el modelo de estrés (28). Los plasmas se separaran
por centrifugacion a (2.0 rpm durante 10 minutos a 4 °C) y se procesaran mediante
el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) utilizando los reactivos
ACTH kit Mybiosource (San Diego, CA, USA), Corticosterone ELISA kit (Abcam ,
Cambridge, MA, USA) y kit de Estradiol (E2) (International Inmunodignostics, Foster
City, CA, USA), utilizados de acuerdo a las instrucciones provistas por cada
fabricante. De forma paralela, se obtendran también las glandulas adrenales en
fresco de cada uno de los 40 animales, para ser pesadas. Los resultados obtenidos

se analizaran utilizando el programa SPSS.

E. Inmunohistoquimica

Los animales destinados a la determinacion morfologica (n=20, 5 por cada uno de
los 4 grupos) seran anestesiados profundamente administrando la dosis de
eutanasia de pentobarbital sédico intraperitoneal (50 mg/k). Posterior a la
verificaciéon de la pérdida del reflejo de flexion pedal, se administraron 30 ml de
amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7.4, seguido de 250 ml del fijador
paraformaldehido 4% pH 7,4 por perfusion transcardiaca. Al final del procedimiento,
se extraeran los encéfalos y se colocaran en una solucién crioprotectora de

sacarosa 30% hasta su corte y procesamiento.

Se obtuvieron cortes coronales de 50 um de grosor, abarcando regiones anteriores,
mediales y posteriores del NPV para los 5 encéfalos por condicién experimental.
Los cortes se permeabilizaron con soluciébn amortiguadora de fosfatos con
detergente Triton X 100 (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) al 0.5%. Posterior a

la permeabilizacion, los tejidos se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente
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(TA) con suero de caballo al 3% en amortiguador de fosfatos, a fin de prevenir la
unién inespecifica de los anticuerpos. Después, los cortes se incubaron por 48 horas
a4 °C con una dilucion 1:200 del anticuerpo primario contra el receptor 5-HT7 hecho
en conejo (Abcam, Cambridge, MA, USA). Posterior al retiro del anticuerpo primario
seguido de lavados, los cortes se incubaron por 2 horas a TA con una dilucién 1:400
del anticuerpo secundario biotinilado contra conejo hecho en cabra (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). A fin de amplificar la sefial de la
inmunoreactividad, los cortes se incubaron por 2 horas con el-complejo avidina-
biotina- peroxidasa (ABC) de acuerdo a las instrucciones de fabricante (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Finalmente, los sitios de unién de los
anticuerpos seran revelados mediante la reaccion de reduccidon de sales de
diaminobenzidina y niquel, siguiendo las instrucciones del fabricante (Vector,
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Los cortes fueron montados en portaobjetos
previamente gelatinizados y cubiertos con resina, para su posterior analisis. Se
analizaron cortes representativos del NPV en los niveles anterior, posterior y medio

para su evaluaciéon cualitativa.

VL. 5.1 Analisis estadistico

Los resultados del peso corporal se colectaran del inicio al final del experimento y
se analizaran estadistica paramétrica con el paquete estadistico PrismGraphpad
7.0. Los resultados obtenidos de los niveles plasmaticos de las hormonas ACTH y
cortisol se analizaran con estadistica no paramétrica utilizando en el mismo

programa.
VI. 5.2 Consideraciones éticas
Todos los procedimientos se realizaron conforme a lo establecido en la Guia de

Cuidado y Uso de animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud
(NIH, 2011), y a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 de produccion,
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cuidado y uso de animales de laboratorio. Todos los protocolos experimentales se
realizaran minimizando el sufrimiento de los animales. Asimismo, los desechos
bioldgicos seran procesados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
ECOL-SSA1-2002, de Proteccion ambiental, Salud ambiental y Residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos. Los procedimientos quirurgicos fueron realizados por-un

meédico general.
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VIl. RESULTADOS

VII. 1 Ganancia de Peso corporal

El peso registrado desde el dia de la ovariectomia hasta el final del experimento de
la totalidad de los animales incluidos (n=65, 15 por cada grupo de estudio y 5
animales intactos en que no se realiz6 ninguna intervencion), se muestra en la figura
5. Los resultados muestran que la ganancia de peso ocurre de forma homogénea
posterior a la ovariectomia y el periodo de recuperacion de la intervencién. De forma
global, el grupo con mayor ganancia de peso corresponde al grupo que no fue
sometido a estrés repetido sino unicamente a la manipulacion diaria para el pesaje
y que recibieron un implante con el vehiculo sin estradiol (CTRL Sham). EI grupo
CTRL Sham registré un peso en el dia de la ovariectomia de 261.4 + 22.61 g,
alcanzando al dia 14 de manipulacién control un peso de 308.4 + 28.70 g. En
contraste, el grupo que presentd menor ganancia de peso corresponde al grupo que
fue sometido a estrés de restriccién por 14 dias con implante con estradiol (EC E2)
(29.4 £ 21.63 g), con un peso corporalen el dia de la ovariectomia de 240.7 £ 18.19
g, alcanzando al dia 14 del periodo de estrés un peso de 270.1 + 25.07 g. El grupo
control sin estrés cronicoy con implante estrogénico (CTRL E2) tuvo una ganancia
de peso corporal de 46.8 + 9.05 con un peso inicial de 244.7 + 7 gy 291.5 £+ 11.1.
El grupo sometido a estrés cronico con vehiculo (EC Sham) tuvo una ganancia de
peso de 38.4 + 11. 35 g, que correspondieron 260.7 £ 9.7 g al inicio del experimento
y 299.1 £.13 g al final. La ganancia de peso corporal por grupos fue comparada con
ANOVA no paramétrica de una via [F (3, 54) = 2.954, p = 0.0406], no se encontrando
diferencias estadisticas en la comparacién de la ganancia de peso global entre los

grupos.

Los pesos por grupo fueron registrados a partir del dia de la ovariectomia, donde la
totalidad de los animales tuvo un peso corporal de 210-230 g de peso corporal y se
asignaron de manera aleatoria a los grupos que recibieron implante subcutaneo con

estradiol sin estrés cronico (CTRL E2), implante con vehiculo sin estrés cronico

27



(CTRL Sham), implante con estradiol y sometido a estrés crénico (EC E2) e,
implante con vehiculo sometido a estrés cronico (EC Sham). Los resultados del
peso promedio por grupo se compararon con una ANOVA paramétrica de dos vias
tomando los factores de estrés crénico o condicién control, asi como la presencia o
ausencia de estrogeno por el tiempo: 7 dias de recuperacion posteriores a la
ovariectomia e implante, 5 dias de habituacion al pesaje, y 14 dias del protocolo de

estrés por restriccion o manipulacién para pesaje (Figura 5).

El factor estrés cronico resultoé significativo [F (4, 812) = 57.05, p < 0.0001], el factor
tiempo mostr6 diferencias significativas [F (13, 812) = 75.89, p < 0.0001], al igual
que la interaccion entre ambos factores [F (52,-812) = 3.090, p < 0.0001]. Se
aplicaron pruebas post hoc de Bonferroni, encontrando las diferencias que se

muestran en la tabla 1.
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Medias del peso corporal por grupo

Grupos comparados

Significancia
Post hoc
Bonferroni
comparaciones
multiples

-2 ECE2 231.4 £ 19.05 EC E2 vs EC sham p<0.05
EC Sham 256.7 £ 15.97 EC E2 vs CTRL sham p<0.05
CTRLE2 242.3 + 16.61 EC sham vs CTRL sham p<0.05
CTRL Sham 253.8 £ 19.01

2 ECE2 234.5 + 20.56 EC E2 vs CTRL sham p<0.001
EC Sham 267.3 +19.81 EC E2 vs EC sham p<0.001
CTRLE2 252.4 £ 16.44
CTRL Sham 269.5 £ 21.05 )

4 ECE2 241.9 + 22.41 EC E2 vs CTRL sham p<0.0001
EC Sham 274.2 + 20.22 EC E2 vs EC sham | p<0.001
CTRLE2 261.8 £ 17.16
CTRL Sham 281.4 +23.12

6 ECE2 238.9 +21.22 EC E2 vs CTRL sham p<0.0001
EC Sham 275.3 £18.02 EC E2 vs EC sham p<0.0001
CTRL E2 259.7 £ 16.13
CTRL Sham 283.4 +22.17

8 ECE2 252.7 + 24.71 " ECE2'vs CTRL sham p<0.0001
EC Sham 284.5 +21.39 "ECE2 vs EC sham p<0.001
CTRL E2 275.1 £ 19.29
CTRL Sham 298.1 + 23.54

10 ECE2 251.8 + 23.19 EC E2 vs CTRL sham p<0.0001
EC Sham 288.5 + 21.50 EC E2 vs EC Sham p<0.0001
CTRL E2 280.5 + 19.02 ECE2 vs CTRLE2 p<0.01
CTRL Sham 303.4 £ 24.39

12 ECE2 259.7-+ 25.28 EC E2 vs CTRL Sham p<0.0001
EC Sham 294.3# 19.90 EC E2 vs CTRL E2 p<0.001
CTRL E2 292,14 +£22.04 EC E2 vs EC Sham p<0.001
CTRL Sham *307.2 + 23.70

14  ECE2 | 263.2 + 25.86 EC E2 vs CTRL Sham p<0.0001
EC Sham 299.4 + 21.38 EC E2 vs CTRL E2 p<0.0001
CTRL E2 299.6 + 21.96 EC E2 vs EC Sham p<0.0001
CTRL Sham  314.1+24.71

Tabla 1. Comparacién de los cambios en el peso corporal a lo largo del experimento. Los dias -4 y -2
corresponden al periodo de habituacion, mientras que los nimeros positivos corresponden a los 14 dias del
periodo de estrés por restriccion o de manipulacion control. CTRL Sham: control sin estradiol, CTRL E2: control
con estradiol, EC Sham: estrés cronico sin estradiol, EC E2: estrés cronico con estradiol.

No se encontraron diferencias estadisticas al momento de la ovariectomia o durante
los 7 dias del periodo de recuperacion post quirurgico (dias -10, -8 y -6, Figura 5).
Los cambios en el peso corporal registrados en los grupos comienzan a ser notables
el dia a partir del primer dia del periodo de habituacion (dia -2, Figura 5) entre el
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grupo EC E2 con el menor peso corporal y ambos grupos Sham (CTRL Shamy EC
Sham, p<0.05), lo que sugiere que los efectos del estradiol son evidentes tras 8 dias
de haber sido colocado el implante subcutaneo, en ausencia de protocolo de

restriccion.

Estos cambios en el peso corporal son progresivos en los dias subsecuentes,
alcanzando una significancia estadistica mayoral dia 4 del periodo de estrés entre
el grupo con estrés cronico y estrogeno (EC E2) y el grupo control sin estrés/ sin
estrégeno (CTRL Sham) (p<0.0001), y entre el grupo EC E2 y EC Sham (p < 0.01),
donde los animales del grupo EC E2 tuvieron el menor peso corporal comparado
con ambos grupos Sham sin estrogeno. Al dia 6, se encontraron diferencias entre
el grupo EC E2 y los grupos estresado (EC Sham) y control sin estradiol (CTRL
Sham) y grupo control. Este resultado sugiere que el estradiol induce una menor
ganancia de peso corporal en los animales estresados. Esta diferencia en el peso
corporal la cual se mantuvo entre el grupo EC E2 y ambos grupos Sham hasta el

final del experimento.

Para el dia 10 del periodo de estrés, se encontraron diferencias significativas
(p<0.01) también entre el grupo EC E2 y CTRL E2 (control de pesaje con estradiol),
adicional a las encontradas entre el grupo EC E2 y ambos grupos Sham. Las
diferencias entre el EC E2 respecto al grupo CTRL E2, asi como a ambos grupos
sin estradiol alcanzaron una significancia estadistica mayor (p<0.0001) en el dia 14,
ultimo del experimento (Tabla 1). Esto sugiere que los efectos del estrés cronico
sobre la ganancia de peso corporal se acentuaron luego de 10 dias del inicio de la

exposicidon, y que son potenciados por la presencia de estradiol.
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Figura 5. Ganancia de peso corporal. Registro del peso corporal a partir del dia de la ovariectomia (OV) hasta
el dia 14 del periodo de restriccidon o manipulacion control. Se encontraron diferencias significativas (* p<0.05)
en la prueba post hoc de Bonferroni entre el grupo EC E2 y ambos grupos Sham (CTRL Sham y EC Sham) a
partir del primer dia de habituacién, alcanzando una significancia estadistica mayor (# p<0.0001) en el dia 4 del
periodo de estrés, entre el grupo EC E2 y CTRL Sham, y en el dia 6 para el grupo EC E2 y EC Sham. Para el
dia 10 del periodo de estrés, se encontraron diferencias significativas (** p<0.01) entre el grupo EC E2 y CTRL
E2, alcanzando una significancia estadistica mayor (# p<0.0001) al final del experimento. En linea gris se
muestra la progresion del peso de animales intactos, en los que no se realizé6 ninguna manipulacion. Las
medidas expresadas representan la media y desviacion estandar, analizadas con ANOVA de dos vias.
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VII. 2 Peso de glandulas adrenales

El peso de las glandulas adrenales obtenidas en fresco de todos los grupos
experimentales (n=40, 10 por cada grupo), se muestran en la figura 6. El peso de
las glandulas adrenales se expresa con relaciéon al peso corporal (un gramo de peso
de glandulas adrenales/100 gramos de peso corporal). Los datos obtenidos de los
cuatro grupos fueron analizados con la prueba ANOVA de una via, obteniendo un
valor significativo de [F (3, 35) = 24.72, p 0.0001]. Las diferencias entre grupos se
determinaron con la prueba post hoc de comparaciones multiples de Holm-Sidak,

como se muestra en la figura 6.

Peso Glandulas Adrenales

#
#
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Figura 6. Peso de glandulas adrenales. Relacion entre el peso de las glandulas adrenales y el peso corporal
correspondientes a cada uno de los 4 grupos. La medicion esta expresada en 1 g de peso de ambas adrenales
por 100 g de peso corporal. Se encontraron diferencias significativas con la prueba ANOVA (F (3, 35) = 24.72),
p <0.0001). Se encontraron diferencias entre los grupos con estrés crénico y control sin estrés sin estradiol (EC
SHAM y CTRL SHAM, ** p < 0.01), asi como entre las condiciones de estrés cronico y control en presencia de
estradiol (EC E2 y CTRL E2, p < 0.01). También se encontraron diferencias (*** p < 0.001) en el peso de las
glandulas adrenales entre las condiciones control sin estradiol (CTRL SHAM) y con estradiol (CTRL E2) con
mayor peso este Ultimo grupo. Los grupos estresado sin estradiol (EC SHAM) y con estradiol (EC E2) mostraron
diferencias significativas entre si (# p < 0.0001) con el mayor peso de las glandulas adrenales en este ultimo
grupo. Las medidas expresadas son la media y la desviacion estandar de cada condicion.
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Se encontr6 que el grupo con estrés cronico y estradiol (EC E2) presentd la mayor
relacion del peso de las glandulas adrenales y peso corporal (X= 2.05 £ 0.18 g)
mientras que los animales con menor relaciéon pertenecian al grupo control sin
estradiol (CTRL Sham) con X=1.27 + 0.25 g, encontrando diferencias significativas
entre ellos (p<0.0001) Las medidas expresadas corresponden a la media *

desviacion estandar.

Los animales del grupo control con estradiol (CTRL E2) tuvo un peso
significativamente mayor (p < 0.001) de las glandulas adrenales que la misma
condicion sin la hormona (CTRL Sham). En tanto, los animales del grupo sometido
a estrés cronico con estradiol (EC E2) tuvieron también significativamente mayor
pero glandular (p < 0.0001) comparados con el grupo sometido a estrés sin estradiol
(EC Sham). Este resultado sugiere que el estrégeno ejercidé un efecto potenciador
sobre el peso de la glandula adrenal independientemente de la condicion

experimental.

Adicionalmente, los animales de los grupos sometidos a estrés crénico tuvieron
comparativamente mayor peso glandular comparados con la condicion control, tanto
en presencia como en ausencia de estradiol; encontrando diferencias significativas
(p <0.01) entre los grupos CTRL Sham y EC Sham, asi como entre los grupos CRTL
E2 y EC E2. Este resultado sugiere que el sometimiento al protocolo de estrés por
restriccion por 14 dias induce un incremento en el peso de la glandula adrenal, de

manera independiente a la accion de los estrogenos.
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VII. 3 Cuantificacion hormonal

Posterior a la obtencion de plasma de las 4 condiciones experimentales (n= 40; 5
animales por grupo) se cuantificaron las hormonas de ACTH y corticosterona en los
grupos de estudio. La medicion se llevé a cabo en condiciones basales o tras la
exposicion a un unico episodio de estrés de restriccion durante 30 minutos previo a

la decapitacién y obtencion del plasma.

VIIl. 3.1 ACTH

Los valores obtenidos en cada uno de los 4 grupos de estudio se analizaron con la
prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis debido-al tamafo de la muestra y a que
algunos de los valores de los grupos no cubrieron el criterio de distribuciéon normal.
Los resultados muestran diferencias significativas entre si (H (8) = 24.4, p < 0.001).
seguido de comparaciones multiples de Dunn (Figura 7). Los resultados se

muestran en la figura 7A.

En la hormona adrenocorticotropica, se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en el nivel hormonal en las comparaciones entre los grupos control sin
estradiol (CTRL Sham) en el tiempo cero y el grupo control con estradiol (CTRL E2)
en el minuto 30 posterior al inicio del episodio de estrés, con el nivel mas alto en
este ultimo grupo. Asimismo, se encontr6 diferencias entre el nivel basal de ACTH
en el grupo CTRL Sham, con un nivel significativamente menor (p < 0.01) que aquel
inducido por 30 minutos de estrés de restriccion del grupo estresado crénico con
estradiol (EC E2). También se encontré diferencia entre el nivel basal de ACTH en
el grupo estresado cronico sin estradiol (EC Sham) y el nivel significativamente
mayor (p< 0.05) de la hormona en los animales estresados cronicos (EC E2)

expuestos por 30 minutos a estrés de restriccion.
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Figura 7. Nivel basales e inducidos por el ultimo episodio de 30 minutos de estrés por restriccion de
las hormonas del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenales en los grupos control y estresado crénico sin
estradiol (CTRL Sham y EC Sham), y las condiciones anélogas en presencia de estradiol (CTRL E2
y EC E2). A) ACTH. Se observaron diferencias significativas con la prueba no paramétrica Kruskall-
Wallis (p < 0.001), asi como entre el nivel basal del grupo control sin estradiol (CTRL Sham), respecto
al nivel inducido por 30 minutos de estrés de restriccion de los grupos control con estradiol (CTRL
E2, p <0.05) y estresado crénico con estradiol (EC E2) (p< 0.01) en la prueba post hoc de
comparaciones multiples de Dunn. También se encontraron diferencias entre el nivel basal de ACTH
del grupo estresado crénico sin estrogeno (EC Sham) y el nivel posterior a 30 minutos de restriccion
en el grupo sometido a estrés cronico con estradiol (EC E2) (p< 0.05). B) Corticosterona. Se
observaron diferencias significativas en la prueba Kruskall- Wallis (p<0.05), asi como en el nivel basal
de corticosterona entre los grupos estresado cronico sin estradiol (EC Sham) y control con estradiol
(CTRL E2) (p<0.05).
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Es importante hacer notar que, aunque la comparacion de los niveles basales de
ACTH fue significativa (H (4) = 9.14, p < 0.05) con la prueba no paramétrica Kruskall-
Wallis, no se encontraron diferencias significativas al comparar los niveles basales
de las 4 condiciones experimentales con la prueba post hoc de comparaciones
multiples de Dunn. De manera similar, al comparar los niveles de ACTH inducidos
por 30 minutos de estrés por restriccion de los 4 grupos con la prueba no
paramétrica Kruskall-Wallis el resultado arrojé diferencias significativas (H (4) =
7.89, p < 0.05), si bien no se encontraron diferencias significativas entre grupos con

la prueba post doc de Dunn.

Resulta relevante mencionar que, aunque no se encontraron diferencias
significativas en las pruebas post hoc de Dunn, existe una tendencia a que el nivel
basal de la hormona ACTH sea mayor en los animales control o estresados crénicos
en presencia de estradiol. Asimismo, existe una tendencia a que el nivel de ACTH
sea incrementado por el hecho de haber estado sometido a estrés por 14 dia en el
grupo que carecia de estradiol (Figura 7A). Otra observacion es que existe una
tendencia a que el nivel de ACTH inducido por el ultimo episodio de restriccion sea
mayor en los animales control y estresados crénicos con implante de estradiol,
comparado con el grupo estresado crénico sin estradiol. El nivel de ACTH inducido
por 30 minutos de estrés oscila alrededor de los 500 pc/mL (diferente de los 300
pc/mL del grupo estresado cronico sin estradiol) tanto en la condicién control como
estresada crénica en presencia de estradiol; por o que se sugiere que este sea el
nivel maximo de liberaciéon fisiolégica de ACTH probablemente potenciado por

estradiol.
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VII. 3. 2 Corticosterona

Los niveles plasmaticos de corticosterona correspondientes a cada uno de los 4
grupos de estudio se muestran de forma esquematica en la figura 7B. Los datos
fueron analizados utilizando la prueba no paramétrica Kruskall-Wallis, donde se
encontré que los grupos eran significativamente diferentes (H (8) = 9.14, p < 0.05).
No encontraron diferencias significativas en los grupos con la prueba post hoc de

comparaciones multiples de Dunn.

Los valores de los niveles basales de corticosterona con la prueba no paramétrica
Kruskall-Wallis, se encontraron diferencias significativas (H (4) =10.2, p < 0.05),
encontrando diferencias entre los grupos estresado cronico sin estradiol (EC sham)
con nivel significativamente mayor (p < 0.05) de corticosterona basal comparado
con el grupo control con estradiol (CTRL E2). Finalmente, la comparacién de los
valores de corticosterona inducida por la exposiciéon a 30 minutos de estrés de
restriccion con la prueba Kruskall-Wallis, esta arroj6 diferencias significativas (H (4)
= 7.89, p < 0.05), sin encontrarse diferencias en las comparaciones multiples de

Dunn.

De manera general, ambos grupos con estrégeno (CTRL E2 y EC E2), asi como el
grupo control sin estrégeno mostraron un incremento esperado, en el nivel de
corticosterona por induccion de 30 minutos de estrés por restriccion, alrededor de 4
ng/mL comparado con 1-3 ng/ mL del nivel basal de la hormona; excepto el grupo
estresado cronico sin estradiol (EC Sham) que no presento el incremento esperado
acorde a la fisiologia, registrado valores basales comparables con los inducidos por

la exposicion al episodio final de 30 minutos de estrés de restriccion.
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VII. 4 Inmunohistoquimica del receptor 5-HT7

En la figura 8 se presentan los resultados de la inmunohistoquimica del receptor 5-
HT7 realizadas en un animal intacto y en los 4 grupos de estudio. De forma general
se puede observar que la expresion es notablemente distinta a la reportada
previamente en machos tanto en condiciones control como de estrés crénico (Figura
2). De forma general, en las hembras la expresion del receptor 5-HT7 es menor que
la encontrada en machos. Para fines de este trabajo, consideramos que la expresion
basal del receptor 5-HT7 en el NPV corresponde a la condiciéon control con
estréogeno, dado que la expresion del receptor resultdé ser minima en el animal
intacto. Esto ultimo podria asociarse a posibles cambios en la expresion del receptor
7 ligados al ciclo estral, aunque no existe evidencia en la literatura de esta

especulacion.

De este modo, la observacion de los cortes representativos de los niveles anterior
medio y posterior de PVN, evidencio que la expresion del receptor 5-HT7 es menor
en los animales del grupo control sin reemplazo de estradiol (CTRL Sham)
comparado con la condicién analoga en presencia de estrégenos (CTRL E2). Este
hallazgo sugiere que la expresion del receptor 7 en el NPV esta asociada a la
presencia de estrégenos. También se observo que la expresion del receptor 5-HT7
fue menor en el grupo sometido a estrés cronico con estradiol (EC E2) comparado
con el grupo control con estradiol (CRTL E2). Este hecho sugiere que la condicién
de estrés induce una disminucidn en la expresion cronico pese a la presencia de

estradiol.

La comparacion cualitativa de la expresion del receptor 7 en ambas condiciones de
sometimiento a estrés cronico, con y sin estradiol (EC E2 vs EC Sham), permitid
observar que la menor expresion se encuentra en el grupo de estrés crénico sin
estradiol (EC Sham), lo cual sugiere que la condicién de estrés crénico podria ser

una agravante de la baja expresion del receptor 5-HT7 en ausencia de estroégeno.
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En otras palabras, que ambos factores: el estrés y la falta de estrégeno inciden

negativamente en la expresion del receptor de serotonina 7 en el NPV.

De forma adicional, se encuentra una notable expresion a nivel de las células
ependimarias del tercer ventriculo, con un patrén similar entre ambos grupos. control
con o sin estradiol, y el de estrés cronico con estradiol; y significativamente menor
nuevamente en el grupo de estrés cronico sin estradiol (EC Sham) similar a lo
observado en el NPV. Se desconoce la funcién del receptor 5-HT7 en las células

del epéndimo en el tercer ventriculo en la rata hembra.

CTRLE2 CTRL Sham EC Sham

Figura 8. Inmunohistoquimica del receptor 5-HT7 en el NPV del hipotalamo. Se evalué la expresion del receptor
en los 4 grupos de estudio y en un animal intacto. Se puede observar que la expresion del receptor es menor
en el PVN de un animal intacto respecto al grupo control con reemplazo estrogénico (CTRL E2), por lo que para
fines de este trabajo se considera como expresion basal la correspondiente a este Ultimo grupo. Puede
observarse que la expresion del receptor 5-HT7 es menor en el grupo control sin estradiol (CTRL Sham)
comparado con la condicién analoga con hormona (CTRL E2), por lo que se adjudica que la expresion del
receptor serotoninérgico 7 se relaciona con la presencia de estradiol sistémico. Se observa también, que el
sometimiento al protocolo de estrés por restriccion por 14 dias consecutivos disminuye la expresion del receptor
5-HT7 en los animales del grupo con estrégeno (EC E2), respecto al control de manipulacion (CTRL E2);
hallazgo que sugiere el efecto negativo del estrés crénico sobre la expresion del receptor. El grupo con menor
expresion del receptor 7 en el NPV fue aquel sometido a estrés sin reemplazo hormonal (EC Sham), hecho que
apunta hacia el efecto sinérgico negativo de ambas variables sobre la expresion del receptor 7 en el NPV.
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VIIl. DISCUSION

Este trabajo es el primero en arrojar luz respecto a la expresion del receptor 7 de
serotonina en la rata hembra. Dicho receptor esta vinculado a la regulacién
neuroendocrina del eje hipotalamo-hipofisis- adrenales en dos puntos importantes:
el nucleo paraventricular del hipotalamo (NPV), centro integrador de la respuesta
endocrina al estrés y, en la glandula adrenal que funge como amplificador sistémico

de la respuesta; basado en estudios hechos en la rata macho.

Una de las aportaciones mas relevantes del presente trabajo es la fuerte nociéon que
el estradiol ejerce un efecto en la regulacion de la homeostasis energética,
generando una menor ganancia de peso corporal en los animales implantados con
la hormona respecto a los grupos analogos carentes de la misma. Adicionalmente,
este efecto sobre la ganancia de peso corporal fue potenciado por el sometimiento
a estrés crénico por 14 dias consecutivos. Dado que, los grupos estresados con
estradiol y sin él, mostraron una menor ganancia de peso corporal a partir del dia

10 del inicio del periodo de restriccion y hasta el final del experimento en el dia 14.

Los efectos mediados por estradiol fueron identificados luego de una semana de
haber colocado el implante, mientras que los efectos atribuidos al estrés cronico
empiezan a ser evidentes tras 10 dias de exposicidbn a este, teniendo como
resultado que el grupo que presentd menor ganancia de peso corporal fue el
suplementado con estradiol y sometido a estrés crénico, mientras que el que
presentdé mayor ganancia fue el control sin estradiol. Los hallazgos en el peso de
las glandulas adrenales fueron opuestos, encontrando que el grupo con mayor
relacion entre el peso de la glandula y el peso corporal (1 g/ 100 g) fue aquel con
reemplazo de estradiol y estrés crénico (EC E2), mientras que el menor fue el grupo
control sin estradiol (CTRL Sham).

40



Nuestros resultados coinciden con reportes previos tanto en roedores como en
humanos (Heine et al, 2000; Okura et al, 2003), ya que los estrédgenos ejercen un
efecto anti-obesogénico a través del receptor tipo a, pues se ha documentado que
mutaciones en este gen se asocian al incremento en la ingesta alimentaria y
reduccion del gasto energético mediante la disminucion en la locomocion (Xu et al,
2011) y en la termogénesis dependiente del tejido adiposo marrdén (Kamei et al,
2005). Uno de los sitios efectores principales es el nucleo arcuato, en el que las
neuronas productoras de POMC coexpresan el receptor tipo a que al ser activado
por el 17-B estradiol incrementa su tasa de disparo y liberacién de las hormonas
(ACTH, entre ellas) (Gao et al, 2006; De Souza F et al, 2011; Stincic et al, 2018).
Se conoce también que otras regiones encefalicas involucradas en el control de la
ingesta y la saciedad como el nucleo del tracto solitario (Asarian y Geary, 2007) y
los nucleos del rafe dorsal (Santollo et al, 2011) son controladas o influidas por

estrégenos a través del receptor a.

Los estrogenos pueden actuar también sobre la glandula adrenal, a través de la
union con receptores (a, B y GPR30) ampliamente expresados en todas las zonas
de la corteza adrenal, o bien interfiriendo directamente con procesos enzimaticos
(Trejter et al, 2015). Se ha determinado en animales ovariectomizados, que tras
suplementar con dosis fisiolégicas de estradiol, el peso de las glandulas adrenales
se incrementa principalmente a expensas de la zona glomerular y fascicular sitios
de sintesis de mineralocorticoides y glucocorticoides, respectivamente; aunque
también a través del incremento en la vascularizacion en la médula adrenal que
conduce a un incremento de la actividad de la glandula adrenal en su totalidad
(Saruhan y Ozdemir, 2005). De aqui que, los grupos control y estresados cronicos
con estradiol tuvieran una mayor relacion del peso de la glandula adrenal

comparados con sus analogos sin estrogeno.

Por otra parte, la activacion crénica del eje HHA conduce a una mayor demanda

sobre las glandulas adrenales y a una menor ganancia ponderal. La exposicion
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cronica a estrés conduce a una pérdida de la retroalimentacion negativa mediada
por una reduccidén en la expresion de receptores a glucocorticoides en el NPV
(Herman, 2016), lo que conduce al incremento en los niveles de CRH y de POMC,
ambos con conocidos efectos anorexigénicos (Sekino et al, 2004; Eerola et al,
2018). A nivel de la corteza adrenal se presenta hiperplasia e hipertrofia
particularmente en la zona fascicular, y se ha descrito también una mayor
sensibilidad a ACTH (Ulrich- Lai et al, 2006), lo que se traduce al aumento en los
niveles circulantes de corticoesteroides, cuyo efecto lipolitico conduce a una pérdida
ponderal (Kuo et al, 2017).

Nuestros resultados en referencia a los niveles hormonales del eje HHA, coinciden
parcialmente con lo reportado previamente en la literatura, en donde se refiere a los
estrégenos como potenciadores de las respuestas del eje HHA tanto en condiciones
fisioldgicas como patoldgicas. Un hallazgo importante es que los niveles basales de
ACTH, asi como aquellos inducidos por 30 minutos un episodio agudo de estrés,
fueron mayores en presencia de estradiol, tanto en el grupo control como en los
animales expuestos a estrés cronico. La respuesta fisioldgica ante un estimulo
estresor es el rapido aumento en los niveles de ACTH. Existe una tendencia a
preservar este efecto-en los animales que recibieron estradiol, asi como en aquellos
que implantados unicamente con el vehiculo. Sin embargo, sélo se alcanzd
significancia estadistica entre el nivel basal de ACTH del grupo control sin estradiol
y el inducido por 30 minutos de exposicion a estrés de restriccion en los grupos

control'y estresado en presencia de estradiol.

Los efectos potenciadores de los estrégenos en la sintesis y secrecion de ACTH
han sido descritos en investigaciones previas, a través de diversos mecanismos. Se
ha reportado que animales ovariectomizados presentan una disminucion en la
secrecion de ACTH inducida por estrés (Burgess y Handa, 1992; Burgess, 1993,
Suzuki et al, 2001), efecto que no sélo es revertido al administrar estradiol, sino

también es mas acentuado respecto a la respuesta evocada en presencia de
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testosterona (Lund et al, 2004). Estudios mas recientes han reportado que en
presencia de estradiol, existen mayores niveles de ARNm de c-fos y de CRH en el
NPV en respuesta a distintos tipos de estrés, tanto fisico como psicoldgico (Liu et
al, 2011; Lund et al, 2004; Viau et al, 2005; Figueiredo et al, 2007). Este incremento
en CRH se corresponde con un aumento en los niveles de ACTH, que presentan
una elevaciéon mas rapida y acentuada que en ausencia de estradiol, principalmente
en fases del ciclo estral que presentan mayores niveles ésta hormona (lwasaki et
al, 2009).

Estudios moleculares han permitido atribuir esto efectos sobre CRH y ACTH a la
acciéon del receptor estrogénico 3, pues este presenta una elevada expresion en
poblaciones de neuronas productoras de CRH en el NPV del hipotalamo (Oyola et
al, 2017). Mas aun, mediante el empleo de antagonistas selectivos del REB se ha
encontrado una respuesta atenuada en los niveles de corticosterona inducidos por
estrés (Isgor et al, 2003). Otro mecanismo descrito es que los estrdgenos median
una disminucién en el ARNm del receptor de glucocorticoides y de la capacidad de
union de corticosterona al mismo a nivel del hipotdlamo y la adenohipdfisis, que
conduce a un defecto en la retroalimentacion negativa del eje (Burgess y Handa,
1992; Burgess, 1993; Green et al, 2017). En base a los hallazgos antes
mencionados, podemos afirmar que los efectos de los estrogenos a nivel del
hipotalamo y la adenohipéfisis son mediados por distintas vias, cuyo resultado
ultimo es-la potenciacion de la respuesta de CRH y ACTH. Esta nocion apoya la
tendencia en los grupos control y estresado crénico con estradiol a tener niveles

basales de ACTH mayores que sus contrapartes sin reemplazo estrogénico.

Por otro lado, los niveles de corticosterona encontrados en este trabajo muestran
un efecto disociado respecto a los valores de ACTH, encontrando que, en ausencia
de estradiol, los niveles basales son mayores que los reportados en los animales
que recibieron suplementados estrogénico. Los valores tras 30 minutos de estrés

agudo no fueron distintos entre los grupos de estudio. En este caso, la respuesta
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fisioloégica de incremento de los niveles de corticosterona en respuesta a un estimulo
estresor agudo, se preserva unicamente en presencia de estradiol, mientras que,
en ausencia de este, los niveles hormonales no muestran diferencias en condicion

basal y en respuesta a estrés.

Nuestro resultado respecto a la tendencia de los niveles basales de corticosterona
mas elevados en el grupo estresado crénico sin estradiol, son contrario a los
reportados en la literatura que sostienen que tras la ovariectomia, asi como
mediante el uso de antagonistas de receptores estrogénicos, ocurre una reduccion
en los niveles basales de corticosterona y en respuesta al estrés. En tanto, la
suplementaciéon con estradiol revierte la disminucibn de ambos niveles de
corticosterona (Isgor et al, 2003; Liu et al, 2012; Kalil et al, 2013; Lund, 2006).
reportes previos sugieren que estas respuestas son debidas al menos en parte a un
aumento en la sensibilidad de la corteza suprarrenal a la ACTH (Figueiredo et al,
2007). Sin embargo, estos resultados no siempre son consistentes entre los
diferentes grupos de investigacién ya que se ha reportado también que los
estrogenos disminuyen la interacciéon de ACTH y el receptor 2 de melanocortina
(MC2R) en la corteza adrenal y, de manera concomitante la liberacion de
glucocorticoide, pues ' inducen una disminucion de la interaccion entre éste y su
proteina accesoria (MRAP) que regula la insercion del receptor en la membrana
plasmatica (Babischkin, 2010).

Otro mecanismo al que puede atribuirse la menor concentracion de corticosterona
encontrada en nuestro trabajo es explicado por la proteina fijadora de
corticoesteroides (CBP), cuya sintesis hepatica es estimulada por estradiol, de tal
manera que mayores niveles de esta proteina pueden asociarse a menores niveles
circulantes libres de corticosterona (Lin et al, 2010). Por otra parte, se ha descrito
que el estradiol actia como un supresor de la sintesis hepatica y renal de la enzima
118 hidroxiesteroide deshidrogenasa, la cual es responsable de la conversién de

cortisona, una molécula inactiva, a su forma activa: cortisol en el humano y
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corticosterona en el roedor (Paulsen et al, 2008), de tal forma que la ausencia de
estradiol puede favorecer el incremento de corticosterona. De este modo, se
sugiere realizar mas investigacion a fin de elucidar el efecto del estradiol sobre los

niveles basales de corticosterona.

Este trabajo evalua por primera vez la expresion del receptor 5-HT7 en el NPV del
hipotalamo en ratas hembra tanto en condiciones basales como en respuesta al
estrés crénico. Reportes previos realizados en machos, muestran una notable
expresion de este receptor en condiciones basales que se reduce con la exposicion
cronica a estrés (Garcia-Iglesias et al, 2013). Nuestros resultados muestran que en
la hembra los patrones de expresion son notablemente distintos, pues en
condiciones basales son menores que los reportados en machos, encontrando
ademas, que la presencia de estradiol protege de la disminucidn en la expresion en
condiciones de estrés cronico. Asimismo, los resultados de este trabajo sugieren
que los estrégenos estan implicados en expresion del receptor 7 de serotonina en
el NPV en la rata hembra y, posiblemente participe en la desregulacion del eje HHA

en condiciones de estrés cronico.
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IX. CONCLUSIONES

El estrés cronico conlleva a la desregulacion del eje HHA. Los hallazgos de este
trabajo sugieren que la presencia de estradiol acentua tales diferencias en la rata
hembra. El efecto sinérgico de los estrogenos y el estrés cronico pudo observarse
en la menor ganancia de peso corporal y mayor peso de las glandulas adrenales los
animales estresados y suplementados con estradiol. De manera concomitante, los
niveles basales e inducidos por estrés de restriccion de ACTH fueron mayores en
aquellos animales suplementados con estradiol respecto a sus controles,
independientemente de estar sometidos a estrés cronico, aunque fue mayor en este
ultimo caso. Esta respuesta hipofisiaria incrementada, apoyan la nocién del papel
potenciador de los estrogenos sobre el eje HHA a nivel central en las hembras. Las
respuestas periféricas evaluadas por los niveles de corticosterona siguieron un
patron fisiolégico de elevacion inducida por un evento estresante en los animales
control de estrés con estradiol y en ausencia del mismo, asi como en las ratas
estresadas suplementadas con estradiol; este patrén se encuentra ausente en
condiciones de estrés cronico en ausencia de estradiol. Este hallazgo sugiere que,
que pese al efecto potenciador de los estrogenos sobre el eje HHA, desempefian

también preservador de la sincronia del eje en condiciones de estrés cronico.

Un hallazgo relevante fue que la expresion del receptor 5-HT7 en el NPV fue
notablemente menor que aquella observada en machos en condiciones basales y
de estrés cronico (Garcia- Iglesias, 2013). En la condicién control la ausencia de
estrégeno se asocia a un menor nivel de expresion del receptor 7 de serotonina, lo
que sugiere que el estradiol podria ejercer un efecto regulador de la trascripcion del
mismo. Asimismo, existe una disminucidén en la expresion del receptor 5-HT7 en
aquellos animales sometidos a estrés cronico en presencia de estradiol respecto a
los controles con estradiol pero sin estrés. Este resultado apoya los reportes previos
que postulan que el estrés y los altos niveles de serotonina que este induce a nivel

del NPV, constituyen un factor deletéreo sobre la expresion de este receptor 5-HT7
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en ambos sexos. Adicionalmente, el grupo con menor expresion del receptor 7 fue
aquel sometido a estrés cronico en ausencia de estradiol, lo cual sugiere que ambas
variables, el estrés y la ausencia de estrodgeno podrian incidir negativamente sobre
la expresion del receptor 5-HT7 y quiza, otros receptores serotoninérgicos
involucrados en la respuesta al estrés. Finalmente, este trabajo concluye que la
interaccion neuroendocrina de la respuesta al estrés es compleja y que el estradiol
ejerce un efecto altamente relevante en la regulacién, como en la potenciacién del

eje HHA a nivel centra y sistémico.

Como perspectivas para la investigacion futura, queda por elucidar si la expresion
del receptor 5-HT7 en el NPV sigue un patron asociado al ciclo estral; ya que, la
evaluacion cualitativa de expresiéon del receptor-en la hembra intacta, difieren de
aquella suplementada con estrogeno. También permanece por esclarecer el efecto
que el estrés y la privacion de estrogenos ejercen sobre los receptores
serotoninérgicos, como el 5-HT7, presentes en otros tejidos afectados por el estrés
y la ausencia de estrogeno como el intestino, glandula adrenal y tejido adiposo.
Finalmente, sostenemos que este trabajo ha arrojado un poco de luz sobre la
fisiologia del estrés y su interaccién con la hormona sexual femenina; que sin duda
contribuira a la compresion de los procesos normales y patolégicos que subyacen
a afecciones humanas asociadas al género (femenino) como lo depresién mayor, la

colitis nervosa y la obesidad.
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