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RESUMEN

El nucleo paraventricular (NPV) es el activador del eje hipotalamo- pituitaria-
adrenal (HPA) durante el estrés. EI NPV expresa al receptor de estrégenos beta
(ERB) y varios receptores de serotonina (5-HTr) involucrados en la regulacion del
estrés, entre ellos, el 5-HT7r. Se sugiere que los estrégenos son potenciadores del
eje HPA. Datos epidemiologicos mundiales sostienen que la depresién mayor y la
ansiedad, asociados al estrés y a alteraciones del eje HPA, tienen una prevalencia
2:1 mayor en mujeres que en hombres. Esta tendencia coincide con la instauracion
del ciclo menstrual, por lo que los estrogenos podrian desempefiar un papel

relevante en la fisiologia y fisiopatologia del eje HPA.

En este estudio, se evaludé la expresion del 5-HT7r en el NPV por
inmunohistoquimica y la concentracion de serotonina (5-HT) y el acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), en
las regiones reguladoras del NPV durante el ciclo estral. Las fases del ciclo estral
se determinaron por citologia vaginal e histologia de uteros con hematoxilina y
eosina. Para la expresion de 5-HT7r, se colectaron los niveles anterior, medio y
posterior del NPV de animales en proestro, estro, diestro, metaestro, y un grupo de
machos. Se encontré menor inmunopositividad a 5-HT7r en el estro y metaestro en
el nivel anterior del NPV comparado con los machos y otras fases del ciclo. Se
encontrd una concentracion significativamente mayor de 5-HT y 5-HIAA por HPLC
en amigdala en el proestro, comparadas con las otras fases del ciclo.

Los resultados sugieren que la serotonina podria modular la actividad del eje
HPA por medio de las regiones amigdalinas que proyectan hacia el NPV. Ademas,
nuestros resultados proponen que el 5-HT7r presenta menor expresion en fases
gue corresponden a menor liberacion de estrogeno, lo que promueve la idea del

estrogeno como regulador del eje HPA.

Palabras clave: Nucleo paraventricular, eje HPA, sistema serotoninérgico, estradiol,

ciclo estral, 5-HT7r.
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l. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud, en 2021 ha descrito a la depresién y la
ansiedad como los trastornos mentales con mayor incidencia en la salud mental
publica. Se estima que entre 2011 y 2030, los trastornos mentales tendran un
impacto econdémico mundial de $16.3 mil millones de doélares. Los reportes de
prevalencia ascienden en la poblacion mundial con cifras que oscilan entre 284
millones de casos estimados con ansiedad y 264 millones de personas con
depresién. Estos trastornos afectan al estado de animo, la integridad fisica de quien
lo padece, por lo que su prevalencia a largo plazo puede llevar a la disminucion de

la calidad de vida, la discapacidad o incluso al suicidio, en el caso de la depresion.

Desde esta perspectiva, la investigacion basica tiene la intencién de analizar
los fundamentos biolégicos que subyacen a las alteraciones afectivas como la
depresion mayor y la ansiedad, que afectan en mayor medida a la poblacion
femenina mundial. Particularmente, se sabe que las mujeres presentan mayor
incidencia de depresién mayor en comparacién con los hombres, alcanzando
incluso una relacion 2:1 en algunos estudios epidemioldgicos (Li y Graham, 2017;
Kuehner, 2017; Hori et al., 2016; Albert, 2015). Estas estimaciones se repiten a
nivel mundial, incluso a pesar de la diversidad cultural, econémica y social entre los
paises. También, los estudios para conocer los mecanismos fisiopatoldgicos y de
tratamiento de la depresidén mayor, se han realizado casi exclusivamente en
modelos experimentales con animales macho, asi como en ensayos clinicos con
hombres (Pavlidi et al., 2021). Resulta relevante el hecho que los farmacos
antidepresivos generados con estas estrategias, son ineficaces para
aproximadamente 1/3 de la poblacion (Slifirsky, 2021; Borbély, 2022). Por ello, es
crucial realizar investigaciones que se centren en la comprension de la fisiologia
femenina, a fin de comprender mejor las diferencias fisioldgicas por sexo v,

optimizar u especializar la terapéutica.
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Es importante recalcar que la literatura cientifica sefiala que la fisiologia del
eje HPA, responsable de regular el estrés (y principal diana terapéutica en la
depresion y la ansiedad), muestra respuestas distintas entre los sexos en modelos
murinos y humanos. Por ejemplo, se sabe que el Nucleo Paraventricular (NPV)
presenta diferencias dimérficas de expresion de algunos péptidos como la arginina
vasopresina (AVP), la oxitocina (OT) y el receptor de estrégeno beta (ERB) (Oyola
et al.,2017). Estas diferencias morfoldgicas del NPV podrian tener implicaciones
significativas en la regulacion del estrés y, consecuentemente en la conducta de

machos y hembras.

Por otra parte, se sabe que algunos sistemas de neurotransmisién como el
sistema serotoninérgico desempefian funciones para la fisiologia normal del eje
HPA, asi como en la emergencia de los trastornos afectivos como la depresion
mayor y la ansiedad (Haleem, 2022; Wirth et al., 2017; Donner y Handa, 2009). La
serotonina o 5-hidroxitriptamina actia a través de una familia de receptores de
amplia localizacion en el encéfalo de los mamiferos. Los receptores de serotonina
(5-HTr) se encuentran distribuidos en regiones cerebrales involucradas con la
respuesta de estrés como el hipocampo, la amigdala, la corteza prefrontal y el NPV
en el hipotalamo. Particularmente, los receptores 5-HT1A, 5-HT1C, 5-HT2C, 5-HT4
y 5-HT7, se encuentran expresados en el NPV y se han asociado a la modulacion
de la respuesta del eje HPA durante el estrés agudo y crénico (Bamalam et al.,
2020). También, se ha descrito que en ratas macho, sometidas a estrés croénico, la
expresion de 5-HT7r disminuye en el NPV, lo que se asocia con una sensibilizacion
del eje HPA, reflejada por la disminucién significativa en la liberacion de la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) y el aumento significativo de corticosterona (Garcia-
Iglesias et al., 2013). Estos hallazgos respaldan la relevancia del receptor 7 en la
respuesta del eje HPA y sugieren su posible implicacién en trastornos que tienen al

estrés como factor predisponente como la depresion y ansiedad.

Datos de modelos experimentales de trastornos como la depresion mayor y la

ansiedad, asi como reportes clinicos han documentado que estos se asocian con
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alteraciones en el sistema serotoninérgico y la regulacién del eje HPA (Haleem,
2022; Wirth et al., 2017). En las dltimas dos décadas, se ha propuesto que existe
una relacion entre la actividad estrogénica y los cambios morfo-funcionales en los
cerebros masculinos y femeninos, tanto en roedores como en humanos

(Hernandez-Hernandez, 2019; Handa y Weiser, 2014; Donner y Lowry, 2013).

Por otra parte, existe evidencia de que el estrégeno funciona como un
potenciador del eje HPA, lo cual se traduce en una mayor liberacién de
corticosterona en las ratas macho tratadas con estrégeno, asi como en niveles
basales mas elevados del glucocorticoide en las hembras (Goel, 2014). Estos
hallazgos resaltan la importancia del estrégeno en la regulacion del eje HPA y
sugieren que podria desempefiar un papel relevante en el desarrollo de los

trastornos asociados con alteraciones del eje HPA.

Datos de la literatura, proponen una interaccion entre la serotonina y sus
receptores, el estrégeno y el eje HPA, en la regulacién fisiologica del estrés; asi
como en la fisiopatologia de los trastornos como la depresion mayor y la ansiedad
(Hamidovic et al., 2020; Herndndez-Hernandez, 2019; McAllister et al., 2012). Por
lo tanto, se sugiere que la susceptibilidad de las mujeres a padecer ansiedad y/o
depresion puede estar influenciada por un componente biolégico promovido por el
estrégeno.

Asi, comprender estas interacciones basales entre el estrégeno y la regulacion
del eje HPA por mecanismos serotoninérgicos puede contribuir al desarrollo de
enfoques terapéuticos mas efectivos y especificos para tratar estos trastornos. Por
ello, el objetivo de este proyecto es documentar si la expresion del receptor 5-HT7
muestra variaciones acordes a las fases del ciclo estral de la rata, ya que se

desconoce de su expresion basal en el hipotalamo murino.
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Il. ANTECEDENTES
A. Accion de los estrégenos en el sistema nervioso central

Los estrogenos desempefian funciones bioldgicas importantes en el organismo,
tales como la localizacion y almacenamiento de grasa corporal, regulacion del peso
corporal (Fuente-Martin et al., 2013), asi como numerosas acciones en distintas
areas del sistema nervioso central debido a que intervienen en la regulacion del
estado de animo, la memoria (Hori et al., 1988), la termorregulacién (Brinton et al.,

2015) y el balance energético (Xu et al., 2011), entre otros.

Se sabe que los estrégenos regulan la expresion de varios elementos de la
neurotransmision serotoninérgica como la triptéfano hidroxilasa 2 (TPH2) enzima
cerebral de sintesis de serotonina, asi como de la enzima de degradacion
monoamino oxidasa A (MAO-A) y algunos receptores como el 5-HT1A (Haleem,
2022; Hernandez-Hernandez et al., 2019; McAllister et al., 2012, Donner y Handa,
2009).

B. Dimorfismo sexual

El dimorfismo sexual es la presencia de caracteristicas que permiten distinguir
a machos y hembras de una especie (Mesnick y Ralls, 2018). Estas cualidades
diferentes entre sexos pueden presentarse desde el nacimiento, o bien establecerse
después de la pubertad. ElI dimorfismo puede ser observable a través de
caracteristicas externas como la talla, la densidad muscular o la presencia de
caracteres secundarios. Sin embargo, el dimorfismo también puede presentarse en
sitios menos perceptibles, por ejemplo, en 6rganos como el cerebro en humanos y
animales, a nivel anatébmico como a nivel funcional y molecular. Por ejemplo, en el
humano algunas regiones corticales involucradas con la produccién de lenguaje
como el giro de Heschl y el giro supramarginal son mas densas en mujeres (De
Lima et al., 2019). También, se ha documentado que algunas areas hipotalamicas

gue guardan relacion con la reproduccion como el nicleo supraquismatico y el area

16



predptica medial son distintas entre sexos en los humanos y otros mamiferos como
los roedores (Hoffman y Swaab, 1991). Otra de las regiones cerebrales que muestra
dimorfismo funcional es el eje de respuesta (eje HPA), encargado de la respuesta
de estrés en mamiferos y otros animales. Respecto al mismo, se ha descrito como
mas reactivo en roedores hembra que en roedores macho. Se sabe que diversos
estimulos inductores de estrés como la carrera forzada, la inmovilizacion y los
choques en las patas, incrementaban de manera mas rapida el nivel de
corticosterona en hembras que al ser comparas con la respuesta en machos (Kant
et al., 1983).

En humanos, se considera también la posibilidad de que el estrégeno genere
circuitos serotoninérgicos anatomica y fisiolégicamente distintos que alteren la
actividad del eje HPA (Donner y Lowry, 2013), sistemas que se ven comprometidos
en el desarrollo de trastornos afectivos como la ansiedad y la depresion mayor
(Donner y Handa, 2009; Albert, 2015; Kuehner, 2017). Estos hallazgos que se
encuentran en animales utilizados para la experimentacion y en seres humanos,
sugieren que la diferencia de prevalencia entre sexos podria ser influido por factores
biolégicos como los efectos del estrogeno sobre el eje HPA (Albert, 2015; Kuehner,
2017).

C. El eje Hipotdlamo-Pituitaria- Adrenal

El eje HPA es el encargado de la activacion de la respuesta neuroendocrina al
estrés. En situaciones de amenaza, regiones cerebrales como el hipocampo, la
amigdala y la corteza prefrontal integran los estimulos que desencadenan la
activacion del eje HPA para secretar Hormona Liberadora Corticotropina (CRH), la
cual viaja en el torrente sanguineo hasta llegar a sus receptores corticotropos en la
hipofisis anterior. En respuesta, estas células secretoras liberan a la ACTH, la cual
es vertida a la circulacion sanguinea. La ACTH llega a su receptor en la zona
glomerulosa de la corteza adrenal, la cual secreta glucocorticoides (Evanson y

Herman, 2015, Qin et al., 2018 y Oyola y Handa, 2017), cortisol en los humanos y
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corticosterona en los roedores (Goel et al., 2014). Los glucocorticoides liberados a
la circulacibn general, retornan al encéfalo y se unen a receptores de
glucocorticoides (GR) en el NPV vy la hipdfisis anterior, retroalimentando
negativamente al eje HPA, de tal forma que cuando el estimulo de estrés
desaparezca, el organismo regrese a sus niveles basales (Lanfumey et al., 2008;
Handa y Weiser, 2014) (véase Imagen 1).

NPV <. Hipocampo
Hipocampo — 07
pocamp T e
Amigdala
Glucocorticoides ACTH
4
£
Glandula
_%. A Adrenal
Try

Imagen 1. Eje HPA en humanos. Comienza en el NPV que libera CRH en la pituitaria
anterior que libera a su vez ACTH hacia torrente sanguineo para dirigirse a la corteza

adrenal donde se sintetiza el cortisol (Nestler,2002).

En condiciones basales, el cuerpo humano secreta alrededor de 10 mg de
cortisol a lo largo del dia con un pico maximo de liberacién durante las primeras
horas de la fase de luz, mientras que se liberan concentraciones menores en las
primeras horas de la fase obscura por efecto del ciclo circadiano (Mullol et al., 1996;
Gbmez et al., 2007). Estos niveles pueden incrementar hasta 400 mg bajo

condiciones de estrés severo (Gémez et al., 2007). En modelos animales como las
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ratas, se presentan concentraciones analogas de corticosterona que, en
condiciones basales es aproximadamente de 100 ng/mL y que alcanza arriba de
400 ng/ mL en condiciones de estrés agudo (Garcia- Iglesias, 2013). Estas cifras se
han documentado en ratas macho, pero reportes recientes han encontrado que la
liberacion de corticosterona es mayor de forma general en la rata hembra, incluso

tomando en cuenta en ciclo circadiano (véase Figura 1).
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Figura 1. Liberacion circadiana de corticosterona en sangre de ratas hembras y

machos. Los valores registrados entre las lineas azules representan la fase diurna (Kraan
et al., 1998).

Otra de las funciones del eje HPA es regular la respuesta adaptativa de
proteccion y supervivencia, a través de mecanismos autonomicos primordialmente
simpéticos, como la respuesta de lucha-huida. Entre los mudltiples efectos
fisioldgicos de esta respuesta, se encuentran el aumento de la actividad del sistema
cardiopulmonar para permitir mayor intercambio gaseoso, asi como la disposicion
de los recursos energéticos que para la defensa del organismo. En conjunto, el
sistema simpatico y el eje HPA permiten afrontar situaciones amenazantes evitando
que se quebrante la homeostasis. Dependiendo de la duracion de los estimulos, la

respuesta puede dividirse en estrés agudo o cronico (Gordon et al., 2017).
D. Estrés agudo y crénico

Normalmente, la respuesta a estrés se activa frente a situaciones amenazantes

gue abarcan diversos estimulos fisicos como temperaturas extremas, una lesién o
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el ejercicio (Rusell y Lightman, 2019); el estrés también involucra factores
perceptuales y psicolégicos como el aislamiento social o la pérdida de un ser
querido. Cuando la respuesta es transitoria, se presenta un pico de liberacion de
cortisol que retorna paulatinamente a los niveles iniciales cuando se suprime el
estimulo estresor; este tipo de estrés aislado y de corta duracién, es llamado estrés
agudo (Rusell y Lightman, 2019). Cabe destacar que el mecanismo fisiolégico de

estrés agudo, tiene la finalidad de preservar la integridad del organismo.

Por otra parte, una estimulacién repetitiva y prolongada del eje HPA puede
generar estrés cronico que consiste en una respuesta desproporcionada y/o
innecesaria porque puede responder aun sin la presencia de un estimulo
amenazante. A este mecanismo alterado que diverge de la homeostasis, se le
denomina “alostasis”. Ya que el sistema del estrés responde de acuerdo el tiempo
gue perdura el estimulo, la cantidad o la intensidad del mismo, este es vulnerable a

la estimulacién constante.

De este modo, el estrés cronico tiene numerosas repercusiones fisiologicas (e
incluso morfolégicas) que inducen un ciclo vicioso debido al dafio en los
mecanismos de inhibicién del eje HPA. Por ejemplo, la liberacién constante de
cortisol induce sus respuestas como la depresién del sistema inmunoldgico, la
degradacion de proteinas y gasto excesivo de las reservas energéticas, lo cual
puede traducirse en sintomas como la fatiga. Multiples sistemas corporales se ven
afectados por la elevada concentracion de glucocorticoides; particularmente, el
sistema nervioso es susceptible a desarrollar cambios degenerativos en estructuras
vulnerables como la corteza prefrontal y el hipocampo (Gordon et al., 2017 y Lee et
al., 2015).

Es relevante mencionar que entre el 50- 60% de los pacientes con depresion
mayor presentan hiperactividad del eje HPA e hipercortisolismo (Butterworth, et al.,
2018; Carroll et al., 2007); a la par de alteracion de los sistemas serotoninérgicos,

involucrados en la regulacion del eje HPA, asociados a estrés cronico.
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E. Nucleo Paraventricular

El nudcleo paraventricular (NPV) se localiza bilateralmente en la region
anterosuperior del hipotalamo. El NPV cuenta con diversas poblaciones celulares
como sigue: 1) neuronas parvocelulares que liberan péptidos como la AVP, la
somatostatina, la hormona liberadora tirotropina (TRH) y la CRH a través de la
glandula pituitaria anterior; 2) neuronas magnocelulares que liberan OT y AVP al
torrente sanguineo via la pituitaria posterior (Handa y Weiser, 2014); 3) neuronas
de proyeccion larga o pre-autonémicas que liberan OT a través de la pituitaria
posterior y, a la par se dirigen hacia la region rostroventral de la médula oblongada
(RVLM) (Stern y Zhang, 2003; Tao, 2010; Qin et al., 2018).

La expresion de los péptidos OT y AVP permite que el NPV participe en
funciones como la homeostasis hidrica, la lactancia y la contraccién uterina (Qin et
al., 2018). En tanto, la liberacion de TRH involucra al NPV en regular el metabolismo,
mediante la iniciacion del eje hipotdlamo-pituitaria-tiroides (eje HPT) y finalmente, la
expresion de CRH coloca al NPV como el integrador e iniciador de la respuesta del

eje HPA, para la modulacion neuroendocrina del estrés.

Adicionalmente, el NPV expresa receptores de hormonas esteroideas como los
receptores de glucocorticoides (GR), mineralocorticoides (MR), progesterona (PR)
y estrogenos (ER) (Handa y Weiser, 2014).

El sistema serotoninérgico al enviar sus proyecciones al nucleo paraventricular
(NPV), el centro integrador de la respuesta a estrés. EI NPV recibe una robusta
inervacién serotoninérgica que recibe de los nucleos del rafe; por lo que se
considera que la serotonina desempefa un papel importante en la regulacion del
eje HPA durante el estrés. La serotonina o la 5-hidroxitriptamina (5-HT) es una
indolamina que puede unirse a 15 tipos diferentes de receptores transmembranales
acoplados a proteinas Gs, Gi y Gq, a excepcion del 5-HT3r que es de tipo
ionotrépico (Di Giovanni et al., 2020). EI NPV expresa también diversos receptores
de serotonina como el 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT2C y el 5-HT4 (Heisler et al.,
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2007; Nautiyal y Hen, 2017) y 5-HT7 (Garcia-Iglesias et al., 2013), que se sugiere

estan involucrados en la liberacion de CRH, primera hormona el eje HPA.
F. Eje HPA y serotonina

Basado en estudios farmacoldgicos con agentes que inducen la liberacion de
serotonina, asi como con agonistas e inhibidores de su recaptura, es claro que la

serotonina ejerce de manera general un efecto estimulador sobre el eje HPA.

Por ejemplo, la fenfluoramina, que evita que la serotonina ingrese de nuevo a la
neurona presinaptica, induce elevacion de los niveles de cortisol en personas con
depresion mayor (Sher et al., 2004). Por otra parte, la deplecién del amino&cido
triptéfano (precursor de la sintesis de serotonina) en personas sanas susceptibles,
induce una reduccion del estado animico concomitante a una disminucion en el nivel
de cortisol matutino (Vielhaber et al., 2005). Algunos farmacos como la m-
clorofenilpiperazina, agonista de los receptores 5-HT2C, 1A, 1B y 1D induce el
incremento de ACTH y cortisol en el plasma (Feuchtl et al., 2004). Se ha descrito
también, que cuando ocurre un incremento en el nivel de serotonina en el NPV, este
induce la liberacion de CRH (Holmes et al., 1982) y ACTH a través de la union de la
indolamina con los receptores serotoninérgicos 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT2C vy

posiblemente 5-HT1B (Jgrgensen et al., 2002).

Semejante a la manera en que ocurre con otros neurotransmisores y sus
receptores, la accion de la serotonina depende del tipo de receptor al que se una,
asi como la densidad y afinidad de los mismos. Por tal motivo, las familias y subtipos
de receptores de serotonina tienen configuraciones muy especificas en cada regién
del sistema nervioso para la coordinacion de la accion serotoninérgica, a través de
diferentes niveles de afinidad, susceptibilidad a la desensibilizacion/ re-
sensibilizacion y via de transduccion (estimulacion/inhibicion) que responde
dependiendo los cambios del ambiente fisiolégico (Uphouse, 1997). Por ejemplo, en
concentraciones bajas de serotonina, se puede reducir la cantidad de

glucocorticoides plasmaticos, debido a que a nivel central los receptores 5-HT1A
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(con mayor afinidad que otros) tienen efectos inhibitorios sobre el eje HPA. En
cambio, se ha documentado que la alta concentracidén de serotonina (que ocurre en
episodios de estrés o ante la administracion de farmacos antidepresivos inhibidores
del transportador de serotonina (SERT), activa a los receptores con efecto
estimulador como los receptores 5-HT2 y 5-HT4 estimulando al eje HPA (Uphouse,
1997).

Durante el estrés, las proyecciones de serotonina dirigidas a las interneuronas
del NPV cercanas a las neuronas liberadoras CRH, tienen un efecto estimulador
sobre la actividad del eje HPA (Sher et al., 2004; Feuchtl et al., 2004).
Recientemente se documento que el estrés crénico de restriccion, eleva los niveles
de serotonina en NPV paralelo al aumento de ACTH y cortisol en la rata macho. Tal
efecto, se redujo en los animales que recibieron una dosis del antagonista del
receptor 5-HT7, SB-656104 (Garcia-Iglesias et al., 2013). En este trabajo, también
de documenté que la expresion del receptor 5-HT7 disminuyé en animales
sometidos a estrés de tipo restrictivo por 20 minutos durante 14 dias. Aunque este
trabajo se centra en la regulacion del 5-HT7r sobre el eje HPA durante situaciones
de estrés, se ha observado que los estrégenos presentan un efecto potenciador del
eje HPA en ratas macho que han sido sometidas a orquiectomia, mientras que los
andrégenos tienen un efecto inhibitorio en dicho eje (Lund et al., 2004). También se
ha documentado que hay mayores niveles de ACTH y corticosterona en las ratas
hembra en comparacion al sexo opuesto, en condiciones basales y de estrés agudo
(Goel et al., 2014). Aunque se sugiere que el receptor 7 de serotonina esta
involucrado en la regulacion del eje HPA, se desconoce si la funcion del mismo es

semejante entre sexos.

Se ha reportado que los glucocorticoides podrian regular la expresién de
algunos receptores de serotonina involucrados en la patogénesis de la depresion
mayor como el 5-HT1A. Particularmente para la rata hembra, Haleem vy
colaboradores (2022) documentaron que los glucocorticoides tienen un efecto sobre

la transcripcion y traduccién de algunos receptores de serotonina como el 5-HT1A.
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En este trabajo se observé que las ratas sometidas a adrenalectomia mostraron
un aumento del receptor 1A de serotonina, asi como de su ARNm. Este incremento
tanto en proteina como el ARNm, fue paralelo a la reduccion de los niveles de CRH,
ACTH y corticosterona (Haleem, 2022).

Se ha encontrado también, que los estrégenos estan involucrados en regular la
neurotranscripcion de serotonina, como la enzima triptéfano hidroxilasa 2 (TPH2)
gue sintetiza serotonina en sistema nervioso central, de las enzimas MAO-Ay B que
permiten la degradacién presinaptica, asi como del SERT que se encargan de la

recaptura; y algunos receptores como 5-HT1A.

Cabe mencionar que los elementos de la neurotransmision serotoninérgica
antes mencionados estan implicados en la depresion, que tiene mayor prevalencia
en mujeres que en hombres, asi como que las mujeres responden mejor a los
tratamientos que utilizan inhibidores de la recaptacion de la serotonina (IRSR)
(LeGates et al., 2019). Se ha demostrado que la terapia hormonal sustitutiva elimina
la mala respuesta a los ISRS en las mujeres, lo que sugiere que las hormonas
sexuales participan en la respuesta terapéutica de los ISRS. El ciclo reproductivo
tiene un impacto significativo en los trastornos depresivos, y los sintomas suelen
empeorar durante la fase premenstrual. Las mujeres con antecedentes de
depresion tienen un mayor riesgo de presentar sintomas depresivos después de la
menopausia. El embarazo y el parto también pueden desencadenar episodios
depresivos, con sintomas que se presentan durante el embarazo o el posparto. Los
trastornos menstruales también se han relacionado con la depresion (LeGates et
al., 2019), por lo que se sugiere que los estrogenos podrian participar en la
regulacion de la expresion de alguno de ellos, debido a su capacidad de actuar

como factor de transcripcién (Hernandez-Hernandez et al., 2019).

G. Receptores de estrégeno

Los estrégenos actlan a través de receptores especificos se dividen en dos

subtipos a saber, los alfa (ERa) y beta (ERB). Estos pertenecen al conjunto de
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receptores perinucleares de hormonas esteroideas que regulan la expresiéon génica

de modo estrégeno-dependiente (Mitra et al., 2003; Hewitt y Korach, 2018).

La naturaleza lipidica del estrogeno le permite atravesar faciimente la
membrana plasmatica para ingresar al citoplasma donde se encuentran los
receptores. Su activacion depende de la union del estrdgeno con sus receptores
para la formacién de complejos, que resultan de la union hormona-receptor dentro

del citoplasma (Véase imagen 2) (Fuentes y Silveyra, 2019).
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Imagen 2. Via de sefializacion clasica del estrogeno. El estradiol (E;) atraviesa la
membrana celular para unirse a los receptores estrégenos (ER’s) y liberarlos de las Heat
Shock Proteins (HSP) (A) formando dimeros que se unen a segmentos del ADN llamados
elementos de respuesta a estrogenos (ERE) (B) para actuar como factores de transcripciéon
(Gambino et al., 2012).

El estrégeno forma un complejo al unirse a su receptor, la union de dos
complejos ligando-receptor forma un dimero, este dimero tiene la capacidad de
actuar como factor de transcripcidbn para unirse a los ERE que permiten la
incorporacion de diversas proteinas correguladoras que modifican el
empaguetamiento de la cromatina y reclutan a la ARN polimerasa Il para la

transcripcion genética (Heldring et al., 2007).

Diversos estudios sugieren que los estrogenos pueden regular la actividad del
eje HPA tanto en hembras como en machos (De Nicola et al., 2006; Handa et al.,
2012; Heck y Handa, 2019). Se sabe que existe una superposicion de ambos
receptores de estrégenos en diversas areas del sistema nervioso central, como en

hipocampo donde el ERa puede trabajar complementaria o antagonicamente y tener
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roles distintos en regular la conectividad sinaptica (McEwen et al., 2012), asi como
el area preoptica, el nucleo del lecho de la estria terminal (BNST), la sustancia gris
periacueductal, la amigdala medial y el nacleo del tracto solitario (Handa et al.,
2012). En contraste, otras regiones como el NPV expresan casi de manera
exclusiva el ERB, el cual muestra diverso grado de colocalizacién y dimorfismo en
las neuronas que expresan OT (70% en ambos sexos), AVP (18% hembras y 4%
machos) y CRH (48% en ambos sexos) (Oyola et al., 2017).

Algunos estudios han encontrado que la inyeccion bilateral de un antagonista
estrogénico en el NPV en ratas intactas y ovariectomizadas, disminuye la secrecion
de corticosterona posterior a un episodio agudo de restriccion (Isgor et al., 2003);
se sugiere que este efecto involucra al ERB. Mas aun, algunos estudios en ratas en
proestro y ovariectomizadas han reportado que el nivel local de estrogeno en el NPV
aumenta en ambas condiciones, después de una hora de estrés de restriccion (Liu
etal., 2011). Asimismo, se encontré que el ARNm de ER y de la enzima aromatasa
incrementaron en el NPV en los animales en proestro, pero no en los
ovariectomizados. Tomado en conjunto, los reportes anteriores sugieren que el
estrogeno actuando a través del ERP participa en modular al eje HPA vy

posiblemente en regular al NPV en la expresién de genes.
H. Ciclo estral de la rata

Los modelos animales desempefian un papel fundamental en la investigacion
cientifica al permitir a los investigadores elucidar mecanismos fisiolégicos y
patoldgicos que son anélogos entre diferentes especies, como los roedores y los
humanos. Estos modelos proporcionan una herramienta valiosa para comprender
como los procesos biologicos funcionan en un contexto mas general y como los

resultados de los estudios pueden traducirse a la biologia humana.

Un ejemplo interesante de la utilidad de modelos animales en la investigacion
es el estudio de la actividad del ciclo menstrual en las mujeres, que esté relacionada

con la accion de hormonas como los estrégenos. Para investigar estos procesos en
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un entorno controlado y ético, los cientificos han recurrido al estudio de los cambios
qgue ocurren durante el ciclo estral en la rata albina que es un modelo ampliamente
utilizado en investigacion biomédica. A pesar de las diferencias significativas entre
las especies, los paralelismos en la regulacion hormonal y los patrones de respuesta
permiten obtener informacion valiosa sobre la influencia de los estrégenos en la
regulacion del ciclo menstrual en las mujeres (Krishnan y Nestler, 2011). Estos
estudios en modelos animales contribuyen a ampliar nuestro conocimiento sobre la
reproduccién y a desarrollar enfoques terapéuticos potenciales para trastornos

relacionados con el ciclo menstrual en las mujeres.

El ciclo estral es un conjunto de procesos regulados por el eje hipotalamo-
hipofisis- ovario, que se repiten de forma periddica con el objetivo de producir 6vulos
para la fecundacion y preparar al Gtero para la gestacion. En roedores, este proceso
tiene una duracion aproximada de 4.8 dias y se encuentra dividido en cuatro fases
denominadas: Proestro, Metaestro, Estro y Diestro (Cora et al., 2015) (Véase en

Figura 2).
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Figura 2. Patron esquematico de las concentraciones de estradiol, progesterona y
hormona luteinizante en el ciclo estral en la rata. La fluctuacién de hormonas a lo largo
del ciclo permite la distincion de 4 fases: metaestro, diestro, proestro y estro (Goldman,
2007).
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El ciclo estral se encuentra maduro alrededor de la sexta semana de edad de la
rata al establecerse la liberacion periddica de estrogeno, progesterona y hormona
luteinizante (Ajayi y Akhigbe, 2020; Westwood, 2018). La fluctuacion de estas
hormonas induce cambios en la histologia y citologia del sistema reproductor que
permiten identificar cada una de las fases (Westwood, 2008; Cora et al., 2015;
Fernandez et al., 2021).

El proestro se caracteriza por la liberacion de la hormona luteinizante (LH) por
accion del estrégeno, que prepara al Gtero con la proliferacion de células epiteliales
nucleadas durante 10 a 12 horas. Posteriormente ocurre la liberacion de los évulos
en la fase del estro que se caracteriza por la presencia de células queratinizadas y
anucleadas en el Gtero durante 25 a 27 horas. En el metaestro ocurre la liberacion
leucocitaria con 6 a 8 horas de duracién donde ocurre la completa descamacion de
células escamosas y finalmente el diestro presenta una cantidad pequefia de
leucocitos en comparacion con el metaestro, esta fase presenta una duracion
aproximada de 55 a 57 horas donde se observa el inicio de proliferacion de células

nucleadas que daran la apariencia inicial del diestro (Cora et al., 2015).

La liberacion de estrégeno durante el proestro en el ciclo estral se asocia con el
aumento de la liberacién de cortisol en sangre (Fanson et al., 2014), esto hace

suponer una asociacion entre el ciclo estral y la liberacién de glucocorticoides.

Otros estudios en animales han encontrado que los estrogenos incrementan la
actividad del eje HPA, mientras que los andrégenos la reducen. Algunos de esos
trabajos han documentado que en machos gonadectomizados sometidos a estrés
de restriccion, el estradiol incrementa significativamente los niveles de las hormonas
corticosterona y ACTH, comparado con aquellos tratados con propionato de
dihidrotestosterona (Lund et al., 2004). Paralelo al incremento hormonal, se
encontré un incremento en el RNAm de c-fos, asi como un incremento en el RNAhn
(heteronuclear) de CRHy AVP en el nacleo paraventricular, asociada al tratamiento

estrogénico.
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En concordancia con los hallazgos anteriores, otros grupos de investigacién han
reportado que, aunque la activacion de diversas areas cerebrales involucradas con
el procesamiennto de estimulos estresantes, como la region anteroventral de los
nucleos del lecho de la estria terminal (BNSTav), el area predptica medial del
hipotdlamo (MPOA) y el propio NPV, son semejantes entre ratas macho y hembra;
la magnitud de la expresion de c-fos y CRH, asi como los niveles de hormonas
ACTH y corticosterona fueron significativamente mas elevadas en la rata hembra
con ciclo estral, comparadas con los machos en el protocolo de estrés agudo por
restriccion (Babb et al., 2013).

Il HIPOTESIS

El 5SHT7r mostrard cambios en su expresion en el NPV simultaneo a diferencias en
la neurotransmisién serotoninérgica en sus aferencias durante el ciclo estral de la

rata.
V. OBJETIVOS
IV. 1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar la expresion del receptor de serotonina 5-HT7 en el NPV a lo

largo del ciclo estral de la rata.
IV.Il. OBJETIVO ESPECIFICOS

° Identificar la fase del ciclo estral de acuerdo a las caracteristicas citologicas

en el endometrio de las ratas.

° Determinar la expresion del receptor 5-HT7 en el NPV en las diferentes fases

de la rata mediante inmunohistoquimica.

° Determinar las concentraciones de serotonina y 5-HIAA en hipotalamo,

hipocampo, amigdala y corteza prefrontal mediante técnica de HPLC.
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V. METODOLOGIA

En el presente estudio se emplearon 57 ratas de la cepa Wistar del bioterio del
Instituto de Neurobiologia, campus Juriquilla de la Universidad Nacional Autonoma
de México. Las ratas tenian un peso corporal entre 230 y 300 gramos, con edad
mayor a 8 semanas. Se considerd una n=5 para cada una de las fases del ciclo
estral para la evaluacién del receptor 7 por inmunohistoquimica; también se incluyé
un grupo de ratas macho (n=5). Para la cuantificacion de serotonina y &cido 5-

hidroxindolacético, se asigné una n=8 ratas hembra por cada fase del ciclo.
V.l. Citologia vaginal

La determinacion de las fases del ciclo estral de las ratas, se realiz6 mediante el
analisis de frotis vaginales con la finalidad asignar sistematicamente a los animales
a los grupos correspondientes de una de las cuatro fases del ciclo: metaestro,
proestro, diestro y estro, hasta completar una n=5. El procedimiento consistio en la
administracion intravaginal de 0.1ml a 0.2 ml de solucién salina al 0.9%, utilizando
pipetas de transferencia de 3.2ml, una vez que se inserta la pipeta se extrajo el frotis
vaginal y se coloc6 en un portaobjetos para ser evaluado bajo el microscopio. Las
caracteristicas citologicas de las fases fueron determinadas siguiendo los
parametros establecidos por Cora y colaboradores (2015), en un lapso entre 30 y
90 minutos antes de la perfusién intracardiaca mediante el siguiente diagrama de

flujo (véase Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de flujo de evaluacién de Frotis vaginal. Protocolo utilizado para la

Leucocitos

deteccidn de las fases del ciclo estral por la técnica de citologia vaginal. Modificado de Cora
et al. (2015).

V.II. Histologia de utero: Tincidon con Hematoxilinay Eosina

Dado que algunas fases del ciclo estral en la rata tienen una duracion corta
de pocas horas, los uteros de los animales obtenidos después de la perfusion,
fueron procesados con la técnica de tinciébn de hematoxilina y eosina (H&E), acorde
al protocolo siguiente: Tras la fijacibn de las muestras, estas se incluyeron en
parafina para realizar cortes de 10 micras de espesor. Posteriormente, se
transfirieron a portaobjetos y se sumergieron en agua destilada, seguido de xileno
para su desparafinizacién. Una vez desparafinizadas, las secciones se hidrataron
sumergiéndolas en concentraciones decrecientes de alcohol etilico de 100%, 95%
y 70%. Luego, los cortes se tileron con hematoxilina por 10 minutos y, tras lavados
se tifieron con eosina durante 3 minutos. Finalmente, los cortes se cubrieron con
resina para su posterior analisis histolégico bajo un microscopio 6ptico usando los

criterios histoldgicos del utero descritos por Westwood en 2008.
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V.III. Inmunohistoquimica

Para la obtencién de tejidos, los animales se eutanizaron con una dosis
intraperitoneal de pentobarbital sédico (50 mg/kg). Bajo sedacion profunda, previa
ausencia del reflejo de flexién pedal, se realizo la diseccion de térax para la puncion
del ventriculo izquierdo. Se perfundié solucién amortiguadora de fosfatos (PBS,
0.1M, pH = 7.4) hasta el blanqueamiento de érganos, seguido de 350 mL de
paraformaldehido al 4% por animal. Posterior a la fijacion, se extrajeron los cerebros
y Uteros. Estos se mantuvieron en frascos de vidrio con paraformaldehido al 4%
durante 24 horas a 4°C para fijacion completa; posterior a este tiempo, los cerebros
se transfirieron a una solucién de sacarosa al 30 % para su crioproteccion hasta su

corte y procesamiento.

Se realizaron cortes coronales de 30 um de grosor en microtomo, abarcando
regiones anteriores, mediales y posteriores del NPV para los 5 encéfalos por
condicion. Los cortes se mantuvieron en anticongelante a 4°C hasta ser procesados.
Se realizé la técnica de inmunohistoquimica por flotacién siguiendo protocolo
descrito por Hoffman y colaboradores en 2016. Los cortes fueron lavados 6 veces
por 10 minutos con buffer de fosfato de potasio (KPBS al 0.05 M).

Posterior a los lavados, los tejidos se incubaron en peroxido de hidrégeno al
0.3% en KPBS por 15 minutos. Después de 3 lavados por 10 minutos en KPBS, los
cortes se incubaron por 72 horas a 4 °C con una concentracion 1:1000 del
anticuerpo primario (anti 5-HT7r, Ab61823, Abcam, Cambridge, MA, USA) diluido
en 0.4% de Triton X-100, 3% de suero de caballo en KPBS. Posterior a 6 lavados
de 10 minutos en KPBS, los cortes se incubaron por 1 hora a TA con una
concentracién 1:800 del anticuerpo secundario biotinilado contra conejo hecho en
cabra (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) diluido en KPBS con 0.4% de

Tritdbn X-100. Se realizaron 5 lavados de 10 minutos en KPBS.

Una vez lavados los cortes, se incubaron 1 hora con el complejo avidina-
biotina-peroxidasa (ABC) con 0.3% de A, 0.3% de By 0.4% de Triton Tx100 (Vector
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Laboratories, Burlingame, CA, USA). Se realizé una serie de 3 lavados por 10
minutos con KPBS seguido de 3 lavados por 10 minutos en Acetato de Sodio
0.175M antes del revelado con diaminobencidina (Vector, Laboratories, Burlingame,
CA, USA). El DAB se prepar6 con 0.04% de diaminobencidina, 2.5% de nickel (Il) y
0.015% de perdxido de hidrogeno al 0.3% en acetato de sodio al 0.175M. Se finaliz6
con 3 lavados de acetato de sodio por 10 minutos y 3 lavados de KPBS por 10
minutos. Los cortes se montaron en portaobjetos previamente gelatinizados y
cubiertos con resina para montar (Permount, Fisher Scientific) junto con el cubre
objetos para su posterior andlisis. Se cuantificé el numero de neuronas

inmunopositivas al receptor 5-HT7 en las fases del ciclo estral.
V.IV. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

En este estudio se utilizé la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para la cuantificacion de los niveles de 5-HT y 5-HIAA en las regiones de
amigdala, corteza prefrontal, hipocampo e hipotdlamo de un total de 32 ratas
hembras divididas en las 4 fases del ciclo estral de tal forma que cada grupo se
compuso de 8 sujetos. Una vez que se identific la fase del ciclo estral de la rata
por medio de la citologia vaginal se realizé el sacrificio para la recoleccion de
encéfalos, se identificaron las regiones de interés y se almacenaron a -80°C. hasta

Su procesamiento.

Las muestras a evaluar se obtuvieron del sobrenadante por el método de
precipitacion de proteinas. En este proceso, las muestras de tejido fresco (reservado
a -80 grado centigrados) se sonicaron en acido perclérico 0.1 M (PCA). El
homogenado fue centrifugado a 10,000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante obtenido fue cuantificado en el HPLC con deteccion electroquimica
(HPLC-ED). La pastilla (pellet) remanente fue disuelto en 500mL de 0.5 M NaOH, y
la cuantificacién de proteinas se realizé por método de Lowry (BioRad). 5HT y su
metabolito 5-HIAA fueron medidos por HPLC-ED. En seguida, una bomba

PerkinElmer series 200 (Waltham, MA, USA) fue acoplada a una columna
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cromatografica empaquetada con una adsorbo-esfera de catecolamina (tamafio de
particula de 3 mm, 100 mm x 4.8 mm) (Grace Davison Discovery Sciences,
Deerfield, IL, EE. UU.). Se acopl6 un detector amperomeétrico Bioanalytical system
LC-4C (West Lafayette, IN, EE. UU.) al sistema HPLC. El potencial amperométrico
se fij6 en 0.850 V en relacion con el electrodo de plata/cloruro de plata, y la
sensibilidad del detector se ajusté a 5 nA. La fase movil fue una solucién acuosa,
isocrética, de fosfato monobasico 0.1 M que contenia 0.5 mM de octilsulfato de
sodio, 0.03 mM de EDTA y 12-14% (v/v) de metanol. Los resultados se analizaron
con el TotalChrom Navigator version 6.3.1.0504 (PerkinElmer) y se expresan en

ng/mg de proteina del tejido siguiendo protocolo descrito por Rodriguez et al. (2013).

Para establecer una curva de calibracion en el HPLC, se prepardé una
solucién patrén de serotonina. Luego, se realizaron diluciones de la solucién madre
para abarcar el rango de concentraciones esperado. Posteriormente, las muestras
preparadas y los estandares fueron analizados en el sistema de HPLC y se
registraron los cromatogramas resultantes. De tal forma que, para la cuantificacion
de la serotonina, se calcularon las areas de los picos correspondientes en los
cromatogramas de las muestras, mientras que para la cuantificacion de acido 5-
hidroxindolacético se determinaron las alturas de los picos. Utilizando la curva de
calibracion construida previamente, se calculo la concentracion de 5-HT y 5-HIAA

en las muestras.
V.V. Procedimientos estadisticos

Se obtuvieron medias de tendencia central de los grupos, se realizaron pruebas
no paramétricas de Kruskal-Willis y U de Mann-Whitney para analizar los datos y
determinar la significancia estadistica de los resultados obtenidos. Los datos

obtenidos fueron analizados con el programa estadistico Graphpad Prism 8.0.2.

VI. RESULTADOS
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VI.1. Identificacion de grupos por citologia vaginal

La citologia vaginal permiti6 la estimacion de la fase del ciclo en que se
encontraba el animal vivo. Esta técnica, apoyada por la histologia al momento del
sacrificio, permitio asignar a los animales a sus grupos experimentales hasta ajustar
la n=5 por grupo para la histologia 5-HT7r y n=8 para cuantificacion de serotoninay
5-HIAA por cromatografia. La imagen 3 muestra las fotografias representativas de
cada una de fases del ciclo estral, donde se observa al proestro (A) caracterizado
por una mayor concentracion de células nucleadas y pocos leucocitos,
posteriormente la queratinizacion del citoplasma da lugar a la degeneracion celular
dejando células anucleadas o con nucleo fantasma que identifican al estro (B). Una
vez que se presentan las células anucleadas comienza el inicio de la filtracién
leucocitaria en el metaestro (C), donde las células nucleadas apareceran de forma
escasa Y las células anucleadas remantes del estro pueden presentarse, por tanto,
el metaestro presenta los tres tipos de células posibles en mayor o menor proporcion
dependiendo del tiempo de inicio de la fase. Finalmente, en el diestro (D) hay un
dominio de la presencia de leucocitos y el aumento de células nucleadas para dar

lugar al diestro.
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Imagen 3. Frotis vaginal representativo de las fases del ciclo estral. A) proestro,
caracterizada por numerosas células nucleadas B) estro, donde se identifica un nimero
menor de células nucleadas C) metaestro, con presencia de células nucleadas, anucleadas
y leucocitos; y D) diestro, representado por abundantes leucocitos. Datos en concordancia

con protocolo descrito por Cora et al., 2015.
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VL.II. Histologia del atero

La histologia del utero reflej6 la fase del ciclo en que estaba cada animal al
momento del sacrificio. Esta técnica permitié la asignaciéon adecuada de aquellos
animales que in vivo presentaron una citologia ambigua o que, durante el tiempo de

espera para la perfusiéon, cambiaron de fase.

En la imagen 4 se visualizan glandulas del epitelio de los uteros en cada una
de las fases del ciclo, en ellas se puede observar los cambios que muestra el epitelio
siguiendo el ciclo estral, de la siguiente manera: El (A) proestro presenta infiltracion
inflamatoria en el epitelio cuboidal, el (B) estro donde se observa la necrosis del
tejido epitelial sin iniciar aun los procesos de mitosis. En el (C) metaestro se observa
la formacién de nuevas glandulas al mismo tiempo de la pseudoestratificacion y
mitosis de nucleos por la renovacion del epitelio. El (D) diestro se caracteriza por un
epitelio columnar recién formado sin estratificacion, nucleos centralizados y pocas

mitosis con glandulas de mayor tamarfio (Westwood, 2008).

C

Imagen 4. Fotografias representativas los cortes del Gtero tefiidas con hematoxilina-
eosina. Pueden observarse los cambios presentados por las glandulas uterinas durante las

distintas fases del ciclo estral. A) proestro, B) estro, C) metaestro y D) diestro.
VLI Identificaciéon de Nuacleo Paraventricular

Previo a la seleccién de los cortes del hipotalamo para su procesamiento con
inmunohistoquimica de luz visible, se hicieron cortes coronales secuenciales del
NPV. Estos fueron tefiidos con violeta de cresilo para la identificacion de las

referencias anatomicas del NPV. En la imagen 5 se observa el patron que sigue el
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NPV al realizar cortes en el plano coronal de anterior a posterior con referencia al

atlas de Paxinos y Watson (2006).

Imagen 5. Identificacion de NPV con violeta de cresilo. Se muestran cortes coronales
de anterior a posterior a partir de A) bregma -0.92 mm, B) -1.30 mm, C) -1.60 mm, D) -1.80
mm, E) -1.88 mm, F) -2.12 mm. Datos en concordancia con atlas de Paxinos y Watson
(2006).

38



En la imagen 6 se observan los cortes anteriores (6.A), asi como la region
media (6.B) y posterior (6.C) del NPV.

Imagen 6. Referencias anatdmicas de los tres niveles del NPV y sus divisiones. A)
corte anterior, B) corte medio y c) corte posterior acorde a Swanson (2018), obtenidas con
violeta de cresilo. dp dorsal parvocellular, pmm magnocelular medial posterior, pml posterior
magnocelular, mdp medial parvocelular dorsal, mpv medial parvocelular ventral, opt tractos

Opticos.
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VLIV. Inmunohistoquimica de receptor 5-HT7 en Nucleo Paraventricular

La inmunohistoquimica permitié visualizar las células inmunopositivas de 5-
HT7 en nudcleo paraventricular. La imagen 7 muestra las neuronas inmunopositivas
a receptor 5-HT7 rata macho en un corte medio de NPV, en ella se puede destacar
la mayor intensidad de marca en las células parvocelulares en las zonas exteriores
del ndcleo paraventricular en comparacion con las células magnocelulares

localizadas en las regiones internas y mediales.

Imagen 7. Inmunopositividad de 5-HT7r NPV de rata macho. (Bregma -1.80mm) A) NPV
corte medio 4x, B) NPV corte medio 10x y C) NPV con violeta de cresilo dividido en regiones
acorde a atlas de Swanson (2018). dp dorsal parvocellular, mdp medial parvocelular dorsal,

mpv medial parvocelular ventral, pml posterior magnocelular.
VI.V. Conteo celular

Para el conteo celular, se seleccionaron 3 cortes de cada uno de los 5
animales de los grupos en estudio (n=25). Se eligieron los cortes correspondientes
a los niveles representativos de la poblacion neuronal del NPV como sigue: 1)
anterior (bregma -1.60mm),2) medio (bregma -1.80mm) y 3) posterior (bregma -2.00
mm), acorde al atlas de Paxinos y Watson (2006). Se consideraron Unicamente las
neuronas densamente marcadas, a los resultados obtenidos se les aplico
estadistica descriptiva y se hicieron analisis de varianza (ANOVA) no paramétrica,
Kruskal-Wallis en busca de diferencias entre grupos, con el paquete estadistico
GraphPad Version 8.0.2 (véase Figura 4).

40



A - C
Cort(iAnterlor Corte Medio Corte Posterior
—

6007 iy 600 600
% *
Z 500~ 500 500
(%2}
3 400 inm 400+ 400+
o I
S 300+ el o 200 B = 300
: B _
£ 2004 200 200+
(%]
8 BT
3 100~ 100 100
8}

0 0 0
B Macho ER Proestro E3 Estro Metaestro Za Diestro

Figura 4. Comparacion de inmunopositividad a 5-HT7r de NPV en los tres niveles. A)
Corte anterior (bregma -1.60mm), b) Corte medio (bregma -1.80mm) y C) Corte posterior
(bregma -2.00m).

VI.V. |l. Corte anterior

En el corte anterior, se observa que la inmunopositividad al receptor 5-HT7
no es uniforme, si N0 que se concentra en zonas superiores e inferiores del nucleo
gue corresponden a las regiones parvocelular dorsal y la magnocelular medial
posterior, con poca expresion en la region intermedia que corresponde a la region

parvocelular media dorsal (véase Imagen 8).
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Imagen 8. Comparacion de la inmunopositividad de 5-HT7r en corte anterior de NPV.
(Bregma -1.60 mm) Al) Macho, B1) proestro, C1) estro, D1) metaestro, E1) diestro y su
amplificacién; A2) Macho, B2) proestro, C2) estro, D2) metaestro y E2) diestro.

Los conteos del corte anterior arrojaron las siguientes medianas y rangos
intercuartiles: macho X=429, IQR=131.5, proestro X=401, IQR=214, estro
x=305, IQR=135.5, diestro X=449, IQR=149.5 y metaestro X=260.5, IQR=116. Al
aplicar la prueba de Kruskal-Wallis se observaron diferencias significativas entre los
grupos [H = (4, N = 23) = 10.68, p = 0.0304]. Después se aplico la prueba U de
Mann-Whitney, lo que nos permitio identificar diferencias significativas entre las
fases del ciclo estral. En particular, se encontré una diferencia significativa entre el
diestro y el metaestro (U =1, p = 0.0317). Ademas, el macho mostré un nimero
significativamente mayor de células con respecto al estro (U = 2, p = 0.0336) y
metaestro (U =1, p = 0.0317) (véase Figura 4A).

VI.V. Il. Corte Medio

En el corte medio, se observa que el receptor 5-HT7 presenta una
distribucion predominante en las regiones parvocelulares del NPV, particularmente

en las regiones parvocelular medial ventral y parvocelular dorsal.
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La Imagen 9 muestra los cortes medios representativos del NPV con las
células inmunopositivas al receptor 5-HT7 de los diferentes grupos evaluados. En
ellos, se puede destacar la marca en las regiones correspondientes a las neuronas
parvocelulares en que corresponden a regiones: parvocelular medial-ventral y
parvocelular dorsal. Se observé escasa inmunopositividad en las regiones
magnocelular posterior y parvocelular medial dorsal (véase Imagen 9, flechas

blancas).

El nUmero de células del corte medio del NPV se analiz6 con estadistica

descriptiva, encontrando que los machos presentaron una mediana y rango

intercuartil de X' = 327, IQR = 130, mientras que las hembras tuvieron una mediana
y rango intercuartil de X = 429, IQR = 131.5, estro X = 299, IQR = 118.5, metaestro
X'=293, IQR = 141 y diestro X = 304, IQR = 113.5. No se encontraron diferencias
entre los grupos con la prueba de Kruskal-Wallis [H = (5, N = 25) = 2.366, p = 0.6688]
(véase Figura 4.B).

: 5 G Sl aThl RS
Imagen 9. Comparacion de la inmunopositividad de 5-HT7r en corte medio de NPV.
Bregma -1.80mm): A1) macho, B1) proestro, C1) estro, D1) metaestro, E1) diestro, y la
amplificacién del campo en la columna inferior A2) macho, B2) proestro, C2) estro, D2)
metaestro y E2) diestro.
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VI.V. lll. Corte Posterior

En el corte posterior, se observa que la distribucién del receptor corresponde
a las regiones parvocelulares medial dorsal. Se observé inmunopositividad clara en
la region parvocelular lateral (véase Imagen 10). Esta sefial se observo tenue en
comparacion con las regiones anterior y media. Dado que la sefial era evidente,

estas células se consideraron en los conteos.

Imagen 10. Comparacion Ianmunopositividad de 5-HT7r en corte posterior de

NPV. (Bregma -2.00mm): Al) macho, B1) proestro, C1) estro, D1) metaestro, E1) diestro,
y la amplificacioén del campo en la columna inferior A2) macho, B2) proestro, C2) estro, D2)
metaestro y E2) diestro. Flechas negras muestran las células con marca densa, las
cabezas de flecha muestras las células con sefial débil (no consideradas en el conteo).

El conteo de las células posteriores fue analizado con estadistica descriptiva,
arrojando las siguientes medianas y rangos intercuartiles en macho X=118 IQR=55,
proestro X= 174 IQR= 29, estro x=137, IQR=73, metaestro X=135.5, IQR=49.3 y
diestro X=125.5, IQR= 97.25. La ANOVA no paramétrica de Kruskal Wallis, denot6
la ausencia de diferencias significativas entre los grupos [H = (4, N =25) = 3.293, p
= 0.5101] (Figura 4.C).
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VI.VI. Cuantificacién de 5-HT y 5-HIAA mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC)

Al realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos de la cuantificacion
de 5-HT y su metabolito &acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) mediante
cromatografia liqguida de alta resolucion (HPLC) se encontraron diferencias
significativas entre las fases del ciclo estral en los niveles de serotonina Unicamente
en la region de amigdala [H = (3, N = 32) = 7.901, p = 0.0481] con la prueba de
Kruskal-Wallis (Figura 5.A). Al realizar la prueba U de Mann-Whitney, se
encontraron diferencias (U =8, p = 0.0104) entre el proestro (X = 6.84, IQR = 1.725)
vs el estro (X'=4.595, IQR = 1.742). Respecto al metabolito 5-HIAA, se observo la
una tendencia entre los grupos con la prueba de Kruskal Wallis [H = (3, N = 32) =
6.985, p = 0.0724]. (Figura 5.B). Al realizar prueba U de Mann-Whitney al comparar
las fases de proestro y metaestro se encontré una diferencia significativa en los

niveles de 5-HIAA (U = 12.50, p = 0.0399).
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Figura 5. Concentracion de 5-HT y 5-HIAA en amigdala.

Por otro lado, se aplicdé Kruskal-Wallis para analizar los niveles de 5-HT en
corteza prefrontal [H = (3, N = 32) = 2.773, p = 0.4280), hipotalamo [H = (3, N = 32)
=1.129, p=0.7701) e hipocampo [H = (3, N = 32) = 3.382, p = 0.3364). Sin embargo,
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no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de ratas en las fases

del ciclo estral en ninguna de estas regiones (Figura 6).

Mientras tanto, las concentraciones de 5-HIAA en la corteza prefrontal [H =
(3, N=32) =1.387, p =0.7108), el hipotadlamo [H = (3, N = 32) =0.3673, p = 0.9469)
e hipocampo [H = (3, N = 32) = 3.966, p = 0.2652) tampoco se encontraron

diferencias significativas entre los grupos de ratas en las fases del ciclo estral en

ninguna de estas regiones cerebrales.
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Figura 6. Comparacion de concentraciones de 5-HT y 5-HIAA en corteza prefrontal,

hipotalamo e hipocampo. A) 5-HT y B) 5-HIAA en corteza prefrontal, C) 5-HT y D) 5-HIAA
en hipotadlamo, E) 5-HT y F) 5-HIAA en hipocampo.
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VIl. DISCUSION

En el presente trabajo, se encontr6 que la expresion de 5-HT7r presenta
variaciones en la region anterior del NPV durante el ciclo estral en la rata. El nimero
de neuronas que expresaron al receptor 7 fue significativamente menor durante el
metaestro comparado con el diestro, y durante el estro comparado con el macho.
Butcher et al. (1974) reportd que las fases de metaestro (x=21.2 + 2 pg/mL) y estro
(x= 25 = 2 pg/ mL) del ciclo, son aquellas que presentan niveles menores de
estrogeno de origen ovarico, mientras que las fases de proestro (x= 88 + 2 pg/mL)
y diestro (x= 37.5 £ 5 pg/mL) se caracterizan por tener niveles mas elevados de
estrogeno plasmatico r et al., 1974). Este hallazgo sugiere que, a menores niveles
de estrégeno ovarico, la expresion del receptor 7 de serotonina disminuye;
mecanismo posiblemente mediado por la regulacién de la transcripcion por el

receptor de estrogeno beta presente en el NPV.

La menor concentracion de receptor de serotonina 7 en fases con menores niveles
de apoya la nocion de que los estrogenos poseen un efecto regulatorio de la
expresion de diversos componentes de la neurotransmisioén serotoninérgica como
la enzima de sintesis cerebro al TPH2, SERT, monoamino oxidasa B (Chevillard et
al., 1981), asi como de algunos receptores como el 5-HT1A. Por ejemplo, McQueen
et al. (1997), reportaron que la administracion de 17-beta-estradiol en ratas
ovariectomizadas incremento la expresiéon del ARNm de SERT en el nacleo del rafé
dorsal, asi como la unién del SERT con la serotonina en regiones como el septum
lateral, amigdala basolateral, nucleo ventral del talamo y ndcleo ventromedial del
hipotalamo. Otros grupos de investigacion han reportado en este sentido que, la
administracion de 17-beta-estradiol increment6 la expresion de SERT y del receptor
5-HT2A en el rafé dorsal y prosencéfalo, regiones involucradas con el control del
estado de animo, estado mental y cognicion en ratas ovariectomizadas; efecto que

fue bloqueado por el antagonista estrogénico Tamoxifen (Sumner et al., 1999).
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Algunos trabajos han documentado que el estrogeno incrementa la expresion
de otros receptores como el 5-HT1A en la rata ovariectomizada en areas limbicas
como la amigdala medial, corteza piriforme y corteza perirrinal, mientras que otras
como el hipocampo no son afectadas (Osterlund y Hurd, 1998). En esta Ultima
region, otros autores han reportado que al administrar 17-beta estradiol a ratas
ovariectomizadas, la expresion del ARNm receptor 5-HT1A redujo en un 20% en el
giro dentado y capa CA2; mientras que, al administrar estrogeno en combinacion
con progesterona, la expresion del receptor 5-HT1A increment6 hasta un 30% en
las regiones CAl y CA2 del hipocampo dorsal (Birzniece et al., 2001). Cabe
destacar que, la ovariectomia seguida de reemplazo estrogénico es un modelo
ampliamente utilizado en el estudio de los efectos de los estrégenos en diversos
organos, como el cerebro. Sin embargo, pocos trabajos consideran el efecto de
otras hormonas ovaricas como la progesterona sobre la regulacién de diversos

sistemas.

Desde el punto de vista funcional se ha reportado que posterior a 14 dias, la
ovariectomia disminuye la sensibilidad del receptor 5-HT1A en el hipotalamo,
reflejado por el incremento en la liberacién de ACTH; este efecto es revertido por el
reemplazo estrogénico (Raap et al., 2002). Poco se sabe respecto a la regulacion
gue podrian ejercer los estrogenos sobre otros receptores de serotonina presentes
en el PVN como el 5-HT2A, 5-HT2C o 5-HT7 (Bagdy, 1996), involucrados en el
control del eje HPA.

Por otra parte, se conoce que el NPV posee una poblacion heterogénea de
neuronas que algunos autores describen como las regiones magnocelular (con
neuronas secretoras grandes) que expresan OT y AVP, y que son primordialmente
células que proyectan a regiones autonémicas como el nucleo del tracto solitario,
nacleo dorsal del nervio vago, asi como a la médula espinal (Nilaver et al., 1980); y
la poblacion de neuronas parvocelulares (mas pequefias) que expresan CRH, AVP
y OT, que pueden 0 no proyectar a la pituitaria (Sawchenko y Swanson, 1982). En

otros trabajos, se identifica a las regiones del NPV con técnicas de
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inmunohistoquimica acorde a los niveles rostrocaudales en el plano coronal
tomados a partir de bregma (Sladek et al., 2015); esta clasificacion corresponde a
la utilizada en el presente trabajo. Acorde al fenotipo y nivel, pueden identificarse
poblaciones de neuronas distribuidas de la siguiente manera: 1) neuronas
oxitocinérgicas y preautonémicas en el nivel anterior, 2) neuronas oxitocinérgicas,
vasopresinérgicas y preautonémicas en el nivel medio y 3) neuronas
preautonémicas en el nivel posterior (con expresion de CRH) en la parte medial del
NPV.

En este trabajo se encontré que el receptor 5-HT7 presenta una distribucion
predominante en las regiones parvocelulares del NPV, particularmente en las
regiones parvocelular medial ventral y parvocelular dorsal que, segun Qin et al.
(2018) se encargan de la liberacion de CRH, TRH y somatostatina. Otros autores
han reportado que esta misma region albergan al 61% de neuronas que liberan a la
CRH (Melnick et al., 2020, Feetham et al., 2018), en concordancia con la regulacion
del eje HPA descrita por Herman et al. (2016). La poblacion parvocelular dorsal se
caracteriza por presentar el 36% de neuronas positivas para OT y tener robustas
proyecciones hacia regiones autonémicas para la activacion el sistema simpatico
como el tronco encefalico y la medula espinal esto ayuda activar el eje HPA (Melnick
et al., 2020).

Dado que en la expresion del receptor 5-HT7 se encontr
preponderantemente en las neuronas parvocelulares medial ventral y dorsal, y que
las diferencias se encontraron en el nivel anterior con un nimero menor de células
en las fases con menores niveles de estradiol (estro y metaestro), se sugiere que
las neuronas que regulan a la baja al 5-HT7r por estrégeno, corresponden a una
poblacion que libera OT y preautonémicas de ese nivel. Mas estudios se requieren

para elucidar este concepto.

Resulta interesante el hecho que no se encontraron diferencias en el nUumero

de neuronas positivas al receptor 5-HT7 entre los machos y las hembras en las
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fases de alta concentracion de estrégeno plasmatico (proestro y diestro), ni en los
niveles medio y posterior del NPV. Este hallazgo sugiere que soélo poblaciones
especificas de neuronas en el nivel anterior son sensibles a las oscilaciones de los
estrogenos para la expresion del receptor 7 de serotonina. Mas experimentos se

requieren para aclarar esta nocion.

Ademas, existen multiples factores que pueden contribuir a las diferencias
observadas en la inmunopositividad de los 5-HT7r entre machos y hembras y su
relacion con el funcionamiento dimérfico del eje HPA. Estos factores incluyen la
accion de otras hormonas esteroideas ademas del estradiol como la testosterona y
la progesterona. Se ha descrito que la testosterona en ratas orquiectomizadas
disminuye los niveles de ACTH y corticosterona comparada con el tratamiento con
estrogenos (Lund et al.,, 2004). En tanto, otros autores han reportado que la
progesterona ejerce un efecto ansiogénico, posiblemente mediado a través de la
regulacion de receptores GABAérgicos en la region peri-paraventricular (Lovick et
al., 2012; Gonzalez-Jatuff et al., 2012).

Otros trabajos han reportado que el receptor 5-HT7 disminuye su expresion
como resultado de la exposicion a estrés cronico en la rata macho (Garcia- Iglesias
et al., 2013), concomitante a una sensibilizacion del eje HPA. Este estudio plantea
la idea que la disminucion de receptores de serotonina como el 5-HT7r podria ser
una consecuencia de un eje HPA mas activo en lugar de su causa. En este contexto,
un eje HPA mas activo, como el observado en las hembras, con una mayor
liberacién de corticosterona, podria llevar a la reduccion de receptores de serotonina

como el 5HT7r, como se observa en los machos expuestos a estrés cronico.

Contrario a lo esperado, no se encontraron diferencias en el nivel de
serotonina o 5-HIAA en el hipotalamo, region de localizacién del NPV asociado a
las variaciones de estrogeno durante el ciclo estral. Tampoco se encontraron
diferencias en regiones relacionadas con la regulacién del eje como la corteza

prefrontal ni el hipocampo; sin embargo, en este trabajo encontramos que el nivel
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de serotonina muestra una disminucion significativa en la amigdala en el estro (fase
con bajo nivel de estrégeno) comparado con el proestro (con nivel alto de
estrogeno). Asimismo, 5-HIAA redujo su concentracion en la fase de metaestro (con

baja nivel de estrégeno) comparada con el proestro.

Algunos estudios han documentado cambios en el nivel de serotonina y otros
neurotransmisores como dopamina y noradrenalina en el hipotalamo durante el
desarrollo postnatal (Macho et al., 1986) en machos y hembras (Lesage et al.,
1996). Sin embargo, existen escasos reportes del nivel de serotonina en el
hipotalamo durante el ciclo estral de la rata (Babichev y Adamskaya,1976). En estos
trabajos, se reporta que los mayores cambios ocurren en el nicleo arcuato y region

premamilar del hipotalamo.

Este hallazgo sugiere que la serotonina podria regular la actividad del eje
HPA en relacion con los niveles de estrégeno, a través de su accion en regiones

limbicas como la amigdala.
Limitantes del estudio

La presente investigacion ha arrojado luz sobre idea de que la regulacion de la
expresion de los receptores serotoninérgicos por estrégeno es dinamica. Nuestro
trabajo da pie para investigaciones posteriores, donde se sugiere la inclusion de
pruebas conductuales y funcionales, a fin de comprender mejor las implicaciones
que la expresion diferencial de los receptores serotoninérgicos o los cambios
estrogénicos podria relacionarse con procesos como el estado de animo y

cognicion, asi como el desarrollo de trastornos afectivos.

Asimismo, se alienta a futuras investigaciones a determinacion de los niveles de
CRH y corticosterona, durante el ciclo estral en la rata; ya que esto permitiria abrir
luz ante las inconsistencias que se presentan en la literatura, donde algunos autores
reportan al estréogeno como inhibidor del eje HPA (Cleber Gama de Barsellos Filho

et al., 2021; Brinton et al., 2015), mientras otros lo describen como potenciador
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(Hernandez-Hernandez, 2019; Goel et al., 2014). Asi mismo, se sugiere atender el
papel que desempefian las fluctuaciones de la progesterona durante el ciclo estral
y explorar la regulacion de los receptores de serotonina en otras regiones cerebrales

gue proyectan y regulan al eje HPA.
VIll. CONCLUSION

En este trabajo, se explord la relacion entre la expresion del receptor de
serotonina 7 en el nucleo paraventricular del hipotalamo a lo largo del ciclo estral en
la rata. La expresion de 5-HT7r se encontr6 de manera predominante, en la
poblacion de células parvocelulares de los niveles anterior, medio y posterior del
NPV. Acorde a lo reportado por la literatura, esta poblacion tiene un fenotipo
heterogéneo ya gue incluye neuronas neurosecretoras de CRH y OT (a la par de
otras hormonas como TRH y somatostatina), asi como neuronas que proyectan
preautondémicas que proyectan al tallo cerebral y médula espinal. El conteo de las
células inmunopositivas a 5-HT7 mostrd que las células del nivel anterior del NPV
reducen su numero en el estro y metaestro, fases con bajo nivel de estrogeno. En
el nivel anterior, no se encontré diferencia en el nUmero de células que expresan 5-
HT7r entre los machos y las fases del ciclo con alto nivel de estrogeno (proestro y
diestro). Tampoco hubo diferencias entre sexos en la expresion del receptor 7 en
los niveles medio y posterior entre sexos. Estos resultados sugieren que solo una
poblacion especifica de células parvocelulares del nivel anterior que, por reportes
en la literatura, corresponde a neuronas oxitocinérgicas y preautonémicas,

responde de manera diferencial a las oscilaciones en los niveles de estrégeno.

Los resultados de la cromatografia, arrojaron que no existen diferencias en
la concentracion de serotonina o su metabolito 5-HIAA en el hipotdlamo, corteza
cerebral e hipocampo; regiones involucradas con procesamiento de la respuesta de
estrés. Sin embargo, es relevante el hallazgo de la disminucion del nivel serotonina
y 5-HIAA en la amigdala durante el estro y metaestro, respectivamente. Estas fases

presentan niveles bajos de estrogeno, por lo que se sugiere que la actividad del eje
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HPA, que se encuentra aumentado en la hembra, podria estar influida por la
serotonina a través de receptores localizados en regiones limbicas asociadas al

control emocional y la cognicion.

Finalmente, nuestro trabajo ha contribuido a considerar aspectos clave de la
regulacion serotoninérgica en el cerebro, asi como su relevancia para la funcion
neurobiolégica y el comportamiento. Nuestros hallazgos ofrecen un punto de partida
valioso para futuras investigaciones. La inclusién de pruebas conductuales, como
evaluaciones de ansiedad y depresion, podria proporcionar una comprension mas
completa de los mecanismos por los que la neurotransmision serotoninérgica en
diversos niveles del eje HPA, se traducen en el comportamiento. Ademas, la
investigacion en otros modelos animales y en humanos podria arrojar luz en el
entendimiento de la interaccién entre los estrégenos y la serotonina en los procesos

regulatorios de estrés en condiciones fisiol6gicas y patoldgicas.
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X.lll. Evidencia fotografica
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X.IV. Conteo celular

Células inmunopositivas a 5-HT7r en NPV: Corte Anterior

Macho
Proestro
Estro
Metaestro

Diestro

448
543
357
334
449

495
299
334
187
505

372
339
142
249
331

429
463
305
272
337

308

278

462

Cuadro 1. Células inmunopositivas a 5-HT7r en corte anterior de NPV por cada

grupo. n= 23.

Células inmunopositivas a 5-HT7r en NPV: Corte Medio
Macho 317 296 357 286 337
Proestro 273 419 327 357 243
Estro 321 306 191 299 199
Metaestro 133 284 295 293 404
Diestro 270 304 272 426 343

Cuadro 2. Células inmunopositivas a 5-HT7r en corte medio de NPV por cada

grupo. n= 25.

Macho
Proestro
Estro
Metaestro

Diestro

Células inmunopositivas a 5-HT7r en NPV: Corte Posterior

116
170
137
133
107

207
179
137
138
172

107
127
118
185
100

126
174
182
121
144

118
176
54

59

232

Cuadro 3. Células inmunopositivas a 5-HT7r en corte posterior de NPV por cada

grupo. n= 25.
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