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RESUMEN

En la actualidad, la depresion es una de las enfermedades mentales mas comunes e
incapacitantes, constituye un grave problema de salud a nivel mundial. El tratamiento neonatal con
clomipramina (CMI) en ratas se ha considerado como un modelo de depresién, ya que en la edad
adulta produce alteraciones que se asemejan a signos de la depresion en humanos. Dichas
alteraciones han sido atribuidas a deficiencias en sistemas de neurotransmision como; el
noradrenérgico y serotoninérgico provocadas por el tratamiento en etapas criticas del desarrollo.
Dentro de las alteraciones en el sistema serotoninérgico encontramos niveles disminuidos de
serotonina (5-HT) en areas limbicas, un incremento de la conducta de inmovilidad acompafiado de
disminucion del nado en la prueba de nado forzado (PNF) y alteraciones en la expresion de ARNm
del receptor 5-HT1a en nacleo del rafe, hipotalamo e hipocampo. Por otro lado, ratas tratadas con
CMI muestran un deterioro de la conducta sexual masculina (CSM), cuyo despliegue es controlado
por hormonas como la testosterona (T), que se metaboliza a dihidrotestosterona (DHT) y 17-8
estradiol (E2), esta ultima ha sido relacionada con los efectos centrales de la T sobre la cépula, asi
como de regular procesos fisioldgicos como el estado de animo. El interés del presente trabajo fue
analizar el papel del receptor 5-HT1a y del Ez en las alteraciones conductuales que presentan las
ratas tratadas neonatalmente con CMI. Para lo cual se utilizaron ratas Wistar a las que se les
administro CMI o solucidn salina en la etapa neonatal (8-21 dias de edad). Tres meses después
se dividieron en grupos para realizar los siguientes objetivos; 1) Analisis de la participacion de los
receptores 5-HTia pre y post sinaptico en el efecto del agonista 8-hydroxy-2-(di-npropylamino)
tertralina (8-OH-DPAT) en la PNF, 2) Andlisis del posible efecto antidepresivo de E» a través de la
PNF en ratas CMI, 3) Efecto del tratamiento neonatal con CMI sobre la motivacion sexual, 4) Efecto
de la administracién de E> y DHT sobre la motivacion en ratas tratadas neonatalmente con CMlI, 5)
Efecto de la administracion neonatal con CMI sobre las concentraciones séricas de Ty E2 y 6)
Andlisis del efecto del tratamiento con CMI sobre a expresion de receptores a estrégenos o y 3 en
nucleo del rafe, hipotalamo e hipocampo. Nuestros resultados indican que el efecto antidepresivo
de 8-OH-DPAT es mediado por el receptor 5-HT1a post-sinaptico ya que no se altera por el bloqueo
de la sintesis de 5-HT. Por otro lado, el tratamiento neonatal con CMI afecta el despliegue
conductual en la PNF, incrementando la inmovilidad y disminuyendo la conducta de nado,
alteraciones que se ven revertidas por la administracién de E; efecto que posiblemente esta
mediado por una mejora en la funcion de la neurotransmision serotoninérgica. Asi también la
administracién de CMI provoca diminucion en la motivacion sexual, la cual se ve revertida por la
administracién de E; y DHT. Ademas, el tratamiento neonatal no produce cambios en las
concentraciones séricas de T y Ez, sin embargo se requieren mediciones de la produccion de estas
hormonas a nivel cerebral para dar resultados concluyentes. Por otro lado el tratamiento con CMI
induce una disminucion en la expresién de los REB en nucleo del rafe dorsal y region CA3 del
hipocampo que se acompana de un aumento en la expresion de REa y RE en NPOm indicando
gue este podria ser uno de los mecanismos por el cual CMI produce las alteraciones en la CSM y
la motivacién. Sin embargo es necesario el andlisis de los receptores en otras areas cerebrales
relacionadas con la conducta sexual y la regulacion de estado de animo.
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ABSTRACT

Currently depression is one of the most common and debilitating mental illness, a serious health problem
worldwide. Neonatal treatment with clomipramine (CMI) in rats has been considered a model of
depression, as in adulthood produces alterations that resemble signs of depression in humans. Such
alterations have been attributed to deficiencies in neurotransmitter systems such as; noradrenergic and
serotonergic caused by treatment at critical stages of development. Among the changes in the
serotonergic system are decreased levels of serotonin (5-HT) in limbic areas, increased immobility
behavior accompanied by decreased swim in forced swimming test (FST) and alterations in mRNA
expression of the 5-HT1a receptor in raphe nucleus, hypothalamus and hippocampus. On the other hand
rats treated with CMI show a deterioration of male sexual behavior (MSB), whose deployment is
controlled by hormones such as testosterone (T), which is metabolized to dihydrotestosterone (DHT)
and 17-B estradiol (Ez), the latter has been linked to the central effects of T on the copula, as well as
regulating physiological processes such as mood. The interest of this study was to analyze the role of
the 5-HT1a and Ez in behavioral disorders presented neonatally with CMI treated rats. For which Wistar
rats were administered saline CMI or neonatally (8-21 days old) were used. Three months later they
were divided into groups for the following purposes; 1) Analysis of the involvement of 5-HT1a receptors
pre and post synaptic on the effect of the agonist 8-hydroxy-2-(di-npropylamin) tertralin (8-OH-DPAT) in
the forced swimming test (FST) , 2) Analysis of the possible antidepressant effect of E2 through the CMI
FST in rats, 3) Effect of neonatal treatment with CMI on sexual motivation, 4) effect of administration of
Ez> and DHT on motivation in rats treated neonatally with CMI, 5) Effect of neonatal CMI administration
on serum concentrations of T and E2 and 6) Analysis of the effect of treatment with CMI to expression of
estrogen receptors (ER) a and B in the raphe nucleus, hypothalamus and hippocampus. Our results
indicate that the antidepressant effect of 8-OH-DPAT is mediated by postsynaptic 5-HT1a receptor as it
is not disturbed by blocking 5-HT synthesis. Furthermore neonatal treatment with CMI deployment affect
behavioral FST, increasing immobility and decreasing swimming behavior, alterations are reverted by
the administration of Ez effect of possibly through enhance serotonergic neurotransmission. So CMI
administration also causes diminution in sexual motivation, which is reversed by administration of E2 and
DHT. Also, neonatal treatment produces no change in serum T and E2 however require performance
measurements these sexual hormones in the brain to give conclusive results, moreover CMI treatment
induces a decrease in expression of ER[ in dorsal raphe nucleus and hippocampal CA3 region which is
accompanied by an increase in ERa and ER[ expression in mNPO indicating that this could be one of
the mechanisms by which CMI produces alterations in the MSB and motivation however it requires
analysis of other receptors related to sexual behavior and mood regulation areas.
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1. INTRODUCCION
1.1. Depresion

Dentro de los desordenes del estado de animo, la depresién se ha convertido
en afos recientes en una de las enfermedades psiquiatricas mas relevantes y en un
grave problema de salud publica debido tanto a su alta prevalencia como a la
incapacidad que produce. La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2008) prevé
gue si las tendencias demograficas contindan, para el afio 2030 la depresion mayor
sera la mayor causa de discapacidad a nivel mundial. La Encuesta Mundial de Salud
Mental realizada de manera simultdnea en 15 paises revel6 que en general las
personas atribuyen mayor discapacidad a los trastornos mentales que a los fisicos,
fundamentalmente debido a limitaciones en el ejercicio de las tareas cotidianas y a una
mayor discapacidad social, entendida esta ultima como disminucién en la capacidad
para integrarse a su entorno, para insertarse laboralmente y para relacionarse (Ormel
et al., 2008). En el caso de México, la Encuesta Mundial de Salud Mental determiné
qgue las personas que padecieron trastornos mentales graves perdieron en promedio
27 dias productivos en el periodo del 2001-2003 (Demyttenaere et al., 2004). Este
padecimiento a menudo puede durar meses o afios y aln con terapia adecuada puede
llegar a causar recaidas frecuentes y discapacidad, que se acentlan con el tiempo y
puede poner en riesgo la vida de los afectados. Se ha estimado que cerca del 70% de
los suicidios a nivel mundial estan relacionados con episodios depresivos mayores no
tratados (OMS, 2006). Esto coloca a la depresion entre las diez primeras causas de
mortalidad y morbilidad en el mundo (Mathers et al., 2004). Sin embargo, y a pesar de
la gravedad de las cifras, en la actualidad los tratamientos farmacoldgicos actian de
manera lenta y muchas veces son poco tolerados por los pacientes y debido a los
efectos adversos que provocan entre los que se encuentran algunos severos como
ansiedad, insomnio o alteraciones de la funcion sexual (Rush et al., 2006; Sharp y
Cowen, 2011).

A nivel mundial, se ha estimado que mas del 16% de la poblacion sufrira al
menos un episodio de depresién mayor (Kessler et al., 2003; Pan et al., 2011). En

México, las estadisticas de este padecimiento para el aflo 2005 mostraron que



alrededor del 8% de la poblacién padece depresion, con importantes diferencias entre
géneros: siendo las mujeres dos veces mas propensas a sufrir trastornos depresivo
(5.8%) que los hombres (2.5%), desapareciendo esta diferencia una vez instalada la
post-menopausia (Belld et al., 2005). La diferencia esta dada principalmente por la
fuerte relacion que existe entre las fluctuaciones hormonales, principalmente por
caidas drasticas en los niveles de hormonas estrogénicas (periodo premenstrual, el
posparto y la peri menopausia) y una mayor incidencia en la aparicion de trastorno del
estado de animo (Kessler et al., 1993; Weissman y Olfson, 1995; Halbreich y Kahn,
2001). Aunque estudios epidemioldgicos también sugieren que parte de esta diferencia
de género se debe a que las mujeres son mas propensas a buscar tratamiento de
problemas psicolégicos, mientras que los hombres tienden a lidiar con los sintomas
depresivos a través de la tristeza o el incremento del abuso de alcohol o drogas
(Frackiewicz et al., 2000).

En los ultimos afios se ha incrementado el nimero de casos de depresion mayor
en niflos y adolescentes, indicando una disminucion en la edad de inicio de esta
enfermedad (Sandanger et al., 1999; Mazza et al., 2010). En México se estima una
prevalencia del 2% entre los 9 y 17 afios de edad (Benjet et al., 2004). De acuerdo con
la Encuesta Nacional de Exclusion, Intolerancia y Violencia de 2008, el 54.6% de los
estudiantes de nivel bachillerato en México reporta haber presentado sintomas
depresivos tales como: disminucion del apetito, tristeza, o sentimientos de culpa y
minusvalia mientras que un 8.8% de estos jovenes dice haber intentado quitarse la
vida (Székely-Pardo, 2008).

1.1.1. Sintomatologia y diagnostico

La depresidon se considera un sindrome o agrupacion de sintomas, que por
definicion se presentan en el plano afectivo (sentimientos o emociones: tristeza
patolégica, decaimiento, irritabilidad, sensacion subjetiva de malestar e impotencia
ante las exigencias de la vida) (Alberdi-Sudupe et al., 2006). Actualmente se piensa
gue este sindrome se origina de la interaccién compleja entre una predisposicion
genética y factores ambientales estresantes que producen cambios significativos en la

actividad del sistema nervioso central (SNC) (Mc Laren, 2004; Mathers et al., 2004;
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Tsankova et al., 2007). Asi, se ha considerado a la depresiébn como un trastorno
biolégico y al mismo tiempo una respuesta al estrés psicosocial que incapacita al
individuo para afrontar dicha situacion.

De acuerdo con la Asociacion Americana de Psiquiatria (DSM-1V) y la CIE-10,
en un episodio depresivo mayor se deben presentar cinco o0 mas de los siguientes
sintomas (de los cuales al menos uno de los dos primeros debe estar siempre
presente) durante un periodo de por lo menos dos semanas, y que suponen un cambio
importante en el paciente respecto a su actividad previa.

e Estado de animo depresivo: triste, disforico, irritable (en nifios y adolescentes)
durante la mayor parte del dia, y practicamente todos los dias.
e Disminucién o pérdida de interés o de la capacidad para experimentar placer o
bienestar en la mayoria de las actividades (anhedonia).
Sintomas somaticos
e Disminucién o aumento de peso o del apetito
e Insomnio o hipersomnia
e Enlentecimiento o agitacién psicomotriz
e Sensacion de fatiga o falta de energia
Sintomas psiquicos
e Sentimientos de culpa o inutilidad excesivos
e Disminucién de la capacidad de pensar o concentrarse
e Pensamientos recurrentes de muerte o ideacion de planes de suicidio.
(CIE-10, 1992; DSM-IV-TR, 2003; Alberdi-Sudupe et al., 2006; Gouin et al., 2010).

1.2. Sistema serotoninérgico

En 1948, Rapport y sus colaboradores fueron los primeros en aislar una
sustancia, liberada en las plaguetas durante la coagulacion de la sangre a la que
posteriormente se le llamo serotonina (Costagliola et al., 2008). La serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT) es una monoamina que se encuentra ampliamente distribuida
en el organismo. La 5-HT se ha encontrado en diferentes 6rganos del cuerpo humano

(sangre, sistema cardiovascular, tracto gastrointestinal y 0jos), y en los sistemas
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nervioso central y periférico (SNC/SNP) (Feldman et al., 1997), donde funciona como
neurotransmisor implicado en la regulacién de numerosos procesos fisiolégicos como
el estado de animo, la cognicion, la percepcion, el suefio y el apetito (Costagliola et al.,
2008).

En los seres humanos la 5-HT enddgena se sintetiza in situ a partir de triptéfano,
su aminoacido precursor, a través de dos pasos (Stahl, 2002). En primer lugar, el
triptéfano es hidroxilado de 5-hidroxitriptofano por la triptéfano hidroxilasa (TPH) y a
continuacion, el 5-hidroxitriptofano se descarboxila a 5-hidroxitriptamina o 5-HT. Una
vez que la 5-HT ha sido producida, es empaquetada en vesiculas de almacenamiento
y transportada por el axén hacia la hendidura sindptica donde las vesiculas son
liberadas por un proceso de exocitosis. Una vez en la hendidura sinaptica la 5-HT
puede unirse a sus diferentes receptores (Feldman et al., 1997). Cumplida esta
funcion, la 5-HT al igual que otras monoaminas (noradrenalina y dopamina) es
metabolizada por la monoamin-oxidasa (MAO) y convertida a acido 5-hidroxi-indol
acético (5-HIAA) (Feldman et al., 1997; Costagliola et al., 2008). Ademas, en la
neurona serotoninérgica también existe un sistema de recaptura, en el que participa el
transportador de 5-HT y que sirve para “reciclar” al neurotransmisor que ya fue utilizado
en la hendidura sinéptica (Stahl, 2002).

Las neuronas serotoninérgicas, a nivel del SNC, se encuentran en los
denominados nucleos del rafé ubicados en la regidén del tronco cerebral. Desde aqui,
la 5-HT es capaz de influir en la mayoria de las areas del SNC (ganglios basales,
hipotalamo (nucleo supraquiasmatico, area predptica media (APOm), ventromedial e
hipotadlamo posterior), talamo, hipocampo, sistema limbico, corteza cerebral, bulbo
olfatorio, cerebelo y medula espinal en la modulacién de una amplia variedad de vias
sensoriales, motoras, circadianas y en funciones corticales (Figura 1; Jacobs y Azmitia,
1992; Carlson, 2006). Los nucleos del rafé se agrupan en nueve conglomerados
celulares, la mayoria de ellos localizados en el mesencéfalo, protuberancia y bulbo
raquideo. Los dos grupos mas importantes se encuentran en los nucleos del rafé
dorsal y medial dado que ambos nucleos producen la mayor parte de la 5-HT del SNC
(Carlson, 2006).

—
N
| —



/Bulbo
/ olfatorio /

ST

Ve =
Habénula ~ -
N

Talamo  Ganglios)

basales olfatorio

>

Septum

T Amigdala _~ o
Médula espinal o

Sustancia // A i
negra ip

Nucleo Niacleos
trigeminal espinal del rafe —

Figura 1. Seccidon sagital media esquematica del cerebro de rata, mostrando las localizaciones de los grupos
principales de neuronas serotoninérgicas y la distribucién de sus axones, vias aferentes y botones terminales.
Tomado de Carlson, 2006.

Como se mencion6é anteriormente, una disminucién en los niveles de este

neurotransmisor puede ser la causa de trastornos depresivos.

1.2.1. Receptor 5-HT1a

La 5-HT produce su efecto como consecuencia de su interaccion con diferentes
receptores. A la fecha se conocen 16 tipos de receptores serotoninérgicos cada uno
de ellos agrupado dentro de siete familias, que se clasifican de la 5-HT1 a la 5-HT7 de
acuerdo a sus mecanismos de sefalizacién. Todas ellas excepto la familia 5-HTs
(canal iénico dependiente de ligando) estan conformadas por receptores acoplados a
proteinas G (Feldman et al., 1997). Ademas se han descrito diferentes subpoblaciones
para cada una de las familias (Costagliola et al., 2008).

En los ndcleos del rafé dorsal y medial los receptores 5-HT1s/1p funcionan como
auto-receptores, mientras que el receptor 5-HT1a es somatodendritico, esto es que se
encuentra en las dendritas y el soma. En los mamiferos, los receptores 5-HTia se
dividen en dos clases de acuerdo a su localizacion se denominan auto-receptores (pre-
sinapticos) y hetero-receptores (post- sinapticos). Los auto-receptores son receptores

5-HT1a que se encuentran en el soma y dendritas de las neuronas serotoninérgicas del




nucleo del rafé. Estos detectan la presencia de la 5-HT, suprimiendo el disparo
neuronal y reduciendo la liberacion de 5-HT y su produccién (Polter y Li, 2010). Cuando
la 5-HT es detectada en las dendritas y el cuerpo celular, el receptor 5-HT1a (auto-
receptor somatodendritico) es activado. Una vez que se activa, el receptor 5-HT1a es
capaz de inhibir el disparo neuronal y de disminuir la liberacion de 5-HT en la terminal
axonica. Por otro lado, los hetero-receptores 5-HTia se localizan en neuronas no
serotoninérgicas, principalmente en areas limbicas como neuronas glutamatérgicas,
GABAérgicas y colinérgicas (Polter y Li, 2010). Se han encontrado principalmente en
hipocampo en areas como CA1l, la capa granular del giro dentado (GD) y en nivel
moderado en CA3 (Polter y Li, 2010). El resto se ubica en areas postsinapticas (5-HTz,
5-HTs, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTe y 5-HT7) que se encuentran en células inervadas por los
nacleos del rafé (Carlson, 2006).

Existen multiples estudios que apoyan la idea de que algunos receptores como
el 5-HT1a participan en el efecto tardio de diferentes tipos de antidepresivos, como por
ejemplo de los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS),
antidepresivos triciclicos e incluso inhibidores de la MAO (Li et al., 1996; Blier y Ward,
2003; Stahl et al., 2013). En el caso de los ISRS el efecto terapéutico se inicia cuando
el farmaco se une al sistema de recaptura de 5-HT, provocando que la 5HT liberada
en la sinapsis al no tener una forma de ser transportada de vuelta a la neurona, se
acumule. Estos eventos moleculares ocurren casi inmediatamente después de la
administracion del farmaco, sin embargo, en los dias y semanas subsecuentes se
daran cambios adaptativos que a la larga provocaran que el paciente comience a
experimentar una mejora en el estado de animo. Una de las hip6tesis propuestas para
explicar los efectos tardios de los ISRS, menciona que para que se dé el efecto
terapéutico de estos farmacos se requieren diferentes cambios adaptativos, como por
ejemplo, la desensibilizacion de los receptores 5-HTia (Stalh, 1998; Savitzs et al.,
2009; Ohno, 2010). En situaciones normales, la estimulacion del receptor 5-HTia
localizado en el nucleo del rafé disminuye la tasa de disparo neuronal, reduciendo la
liberacion de 5-HT en los puntos donde se encuentran las proyecciones
serotoninérgicas (Stahl, 1998; Li et al., 1996; Stahl, 2002; Stahl et al., 2013). Por otro
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lado, durante el tratamiento cronico con ISRS los receptores se desensibilizan, por los
altos niveles de 5-HT, y como consecuencia desinhiben el disparo neuronal. Por lo
tanto, la transmision serotoninérgica se incrementa, y la continua presencia de ISRS
eleva los niveles de 5-HT en la sinapsis (Stahl, 1998). Este efecto ha sido corroborado
en estudios con modelos animales (Goodwin et al, 1986, 1987; Hensler et al, 1991; Le
Poul et al, 1997; Li et al, 1994; Martin et al, 1990; Mizuta y Segawa, 1988; Sleight et
al, 1988), y en humanos (Lesch et al, 1990; Rausch et al, 1990). El continto incremento
en la liberacion de 5-HT en las terminales de varias vias serotoninérgicas y dado que
ellas se extienden por todo el SNC puede llevar a mas cambios adaptativos. Por
ejemplo, el receptor 5-HTip también podria desensibilizarse induciendo una mayor
liberacion de 5-HT (Stahl, 1998).

Estudios tanto clinicos como preclinicos indican que antagonistas del receptor
5-HT1a (pindolol y WAY 100635) pueden facilitar la accién antidepresiva de ISRS
(Cryan y Leonard, 2000). Mas aun, algunos reportes indican que agonistas como el 8-
hydroxy-2-(di-npropylamino) tertralina (8-OH-DPAT) o la buspirona producen efecto
antidepresivo en algunos modelos animales de depresién como la prueba de nado
forzado (PNF), disminuyendo la inmovilidad e incrementando la conducta de nado
(Lucki et al., 1994). Acorde con lo anterior se ha demostrado que la administracion de
ISRS como fluoxetina o paroxetina no reducen la inmovilidad en ratones knockout (KO)
para el receptor 5-HT1a (Mayorga et al., 2001), indicando que dicho receptor es
necesario para la actividad antidepresiva de los ISRS. Ademas, ratones KO para el
receptor 5-HT1a presentan comportamiento ansioso (Parks et al., 1998) mientras que
la represion selectiva de los heteroreceptores 5-HTia (receptores postsinapticos)
genera conductas tipo depresivo (Richardson-Jones et al., 2011; Albert, 2012) lo cual
pone en evidencia la importancia de dicho receptor en el trastorno depresivo y en su

tratamiento.
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1.3. Neuroquimica de la Depresion

La idea de que los sintomas de la depresion estan vinculados directamente con
deficiencias de monoaminas cerebrales se genero desde los afios 40 con el desarrollo
de la primera generacion de antidepresivos, farmacos que bloqueaban la recaptura de
monoaminas o el metabolismo de estas como parte de su efecto terapéutico.
Actualmente existen diferentes evidencias experimentales que vinculan a la depresion
con la hipofuncién de vias neuronales especialmente las que tienen que ver con la
sintesis, almacenamiento y liberaciéon de noradrenalina (NA) y 5-HT, ya que estas
participan tanto en la expresiébn como en la regulacion de conductas que acompafian

a este tipo de padecimiento (Van de Kar, 1989; Catena-Dell'Osso et al., 2013).
1.3.1. Hipd6tesis Monoaminérgica.

En la década de los 60 se reportd que los pacientes depresivos presentaban
una reduccion en los sitios de unién para 5-HT en plaquetas y bajos niveles de 5-HIAA
en liquido cerebro espinal (Cowen, 2008; Catena-Dell'Osso et al., 2013). Ademas,
existe evidencia de que ciertos farmacos que reducian la cantidad de estos
neurotransmisores podian inducir depresion, la primera observacion a este respecto
fue que la reserpina, un farmaco utilizado para el tratamiento de la hipertension,
precipitaba sindrome depresivo en algunos pacientes (Schildkraut, 1965). La reserpina
inhibe la formacién de vesiculas de almacenamiento de monoaminas, haciendo que
tanto NA como 5-HT no puedan ser almacenados para su liberacion en la hendidura
sinaptica, sino que se mantengan en el citoplasma donde pueden ser degradados por
la MAO, resultando en una disminucién de los niveles 5-HT y NA (Kandel y Schwartz,
1991). Posteriormente se demostré que compuestos triciclicos, los cuales bloquean la
recaptura de monoaminas y los inhibidores de la MAO, pueden disminuir el estado de
animo depresivo (Akiskal, 1995; Kandel y Schwartz, 1991). Estudios post mortem
muestran que pacientes depresivos victimas de suicidio tienen baja concentracion de
5-HT en el tallo cerebral y en el nacleo del rafé. En el caso de sus metabolitos, se ha
observado que existen bajos niveles de 5-HIAA, en pacientes con historia de depresion

(Meltzer y Martin, 1987). Aunado a ello algunas investigaciones muestran que una
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disminucién en el aporte de triptéfano de la dieta puede causar una caida aguda en el
estado de &nimo (Maes y Meltzer, 1995; Maes et al., 2011), mientras que una deplecion
del triptéfano plasmatico causa disminucion del estado de animo en pacientes
deprimidos en remision (Van der Does, 2001; Maes et al., 2011).

Estudios realizados mediante tomografia de emision de positrones (PET) han
permitido analizar la expresion de receptores en pacientes depresivos in vivo,
mostrando que pacientes con depresion cronica poseen una disminucién de
receptores 5-HTia. Otros receptores de 5-HT, por ejemplo, el receptor 5-HT2a y el
transportador de 5-HT, también se han estudiado ampliamente en las investigaciones
de imagenologia en pacientes deprimidos, sin embargo; los datos de este trabajo son
contradictorios (Cowen, 2008).

En los ultimos afios, se ha identificado un factor de vulnerabilidad genética.
Existe una variacion alélica en la regién promotora del gen que codifica el transportador
de 5-HT (5HTT), con lo cual los portadores de la variacion del alelo de 5HTT (el alelo
de baja actividad) tienen un mayor riesgo de padecer depresion que se desarrolla en
respuesta a eventos estresantes de la vida. Curiosamente, los sujetos con la variacion
del alelo de baja actividad también muestran un aumento de las respuestas neuronales
ante las expresiones faciales de miedo, lo que sugiere que dicha variacion podria
facilitar el procesamiento de la informacién emocional negativa, lo que tal vez podria
empeorar el impacto psicolégico de las experiencias adversas de la vida (Caspi et al.,
2003; Cowen, 2008).

1.4. Neuroanatomia de la Depresion

El sistema limbico estd conformado por varias estructuras cerebrales
interconectadas ubicadas alrededor del talamo y debajo de la corteza cerebral. En los
mamiferos este conjunto de estructuras es el encargado de gestionar respuestas
fisiol6égicas adecuadas ante estimulos medioambientales especificos y de integrar la
informacion ambiental a través del aprendizaje. Esta relacionado con la memoria, la
atencion, la conducta sexual, las emaociones (por ejemplo placer, miedo, agresion, etc).

El sistema limbico interacciona con el sistema enddécrino y el sistema nervioso




auténomo. Esta formado por el talamo, hipotalamo, hipocampo, amigdala, cuerpo
calloso, séptum y mesencéfalo, los cuales reciben inervaciones de diferentes sistemas
de neurotransmisién que se han vinculado con la etiologia del trastorno depresivo

como son: 5-HT, NA y dopamina (MacQueen et al., 2003).

La depresion puede provocar cambios funcionales en diferentes areas del
cerebro. Por ejemplo; lesiones en I6bulo temporal e hipotalamo pueden resultar en
episodios depresivos severos. Existen mdltiples evidencias de que existen
anormalidades estructurales en el circuito limbico-talamo-cortical en pacientes con
depresion unipolar (MacQueen et al., 2003) algunas de las cuales se revisaran a

continuacion.
1.4.1. NUcleo del Rafé

La importancia del sistema serotoninérgico en un gran numero de condiciones
neurologicas y psiquiatricas ha sido ampliamente documentada. Los nucleos del rafé
constituyen un area heterogénea y bilateral que se encuentra situada en cerebro medio
y el tallo cerebral, cuyo neurotransmisor principal es la 5-HT. Se ha estimado que
alrededor del 70-80% de las neuronas de los nucleos del rafé son serotoninérgicas
(Michelsen et al., 2008). En el SNC de los mamiferos, la 5-HT se encuentra implicada
en la regulacién de la temperatura corporal, regulacién del dolor, ciclo suefio-vigilia,
regulacién del apetito, conducta sexual y secreciébn de hormonas (por ejemplo la
secrecion de hormona liberadora de corticotropina, CRH) y procesos de memoria y
aprendizaje (Contreras et al., 2002). Ademas su actividad esta regulada por diferentes
sistemas de neurotransmision, por lo que expresa receptores para NA (a1), dopamina
(D2), GABA (GABAA y GABAB) y presenta retroalimentacion negativa del propio
sistema serotoninérgico, por lo que el nucleo del rafé expresa los receptores 5-HTia y
5-HT1enp. La amplia distribucion del sistema serotoninérgico lo implica en numerosos
procesos fisioldgicos y patolégicos dentro y fuera del SNC (Jacobs y Azmitia, 1992).
Tanto el trastorno depresivo mayor como el comportamiento suicida se asocian con un

déficit en la neurotransmision serotoninérgica. Pacientes depresivos victimas de
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suicidio presentan una disminucion en la concentracion 5-HT en el tallo cerebral y el
nucleo del rafé, ademas de una disminucién en los niveles de 5-HIAA metabolito de la

5-HT en pacientes con historia de depresion (Meltzer y Martin, 1987; Jans et al 2006).

Aunado a estas alteraciones, se ha reportado por multiples autores que victimas
de suicidio presentan alteraciones en la densidad y nUmero de neuronas en el nucleo
del rafé dorsal sugiriendo que esta alteracion se acompafa de una disminucion en su
capacidad funcional (Underwood et al., 1999; Baumann et al., 2002). Al respecto,
Underwood y cols. (1999) proponen que quizas estos cambios sean provocados por
alteraciones en el neurodesarrollo en el que los mecanismos apoptéticos normales no
ocurren, asi una reducida funcion serotoninérgica 0 una inervacion de neuronas
incompleta llevaria a cambios compensatorios como por ejemplo; una reducida tasa
de muerte celular o por el contario una excesiva muerte de neuronas. Por otro lado,
estudios realizados de forma paralela no muestran cambios morfolégicos o cambios
en el nimero de neuronas (Stockmeier et al.,, 1998; Hendricksen et al., 2004).
Recientemente se ha encontrado una alta expresion de la enzima TPH en el nucleo
del rafé dorsal de personas deprimidas (Boldrini et al., 2005; Bach-Mizrachi et al.,
2006). Sin embargo, se requieren mas estudios sobre cambios morfométricos en el

ndcleo del rafé de pacientes depresivos.
1.4.2. Hipotalamo

El hipotalamo se localiza en la base del encéfalo, debajo del tAlamo y forma
parte del diencéfalo. Tiene el control sobre el sistema nervioso neurovegetativo y el
sistema endocrino, y organiza conductas relacionadas con la supervivencia de la
especie (por ejemplo lucha, huida, ingesta y apareamiento), ademas de estas también
regula procesos fisioldégicos como; ritmos circadianos, ingesta de agua, temperatura y
presiéon arterial (Carlson, 2006; Hernandez-Gonzélez y Prieto-Beracoechea, 2002).
Como parte del sistema limbico, el hipotdlamo se encarga de la expresion conductual
de las emociones (Bear et al., 2008). Se encuentra inervado por diferentes sistemas

de neurotransmisién entre ellos el serotoninérgico, por lo que en el hipotdlamo se

11

—
| —



expresan diferentes receptores como son 5-HTis, 5-HT2a, 5-HT7 y 5-HT1a, este Ultimo
se puede encontrar en el hipotdlamo en altas concentraciones (Jacobs y Azmitia,
1992). Algunas de las cuales se encuentran alteradas en la depresiéon manifestandose
en sintomas depresivos como cambios en el apetito, alteraciones del suefio y

disminucién de la libido.

El hipotalamo libera al menos nueve hormonas que actian como inhibidoras o
estimulantes de la secrecion de otras hormonas en la adenohipdfisis por lo que se le
ha denominado “la glandula maestra” (Carlson, 2006), entre ellas la CRH que estimula
la liberacién de la hormona corticotréfica (ACTH) en la hipofisis y esta a su vez
promueve la liberacion de corticosteroides en la glandula adrenal, constituyendo al eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA), el cual se activa de forma circadiana y en

respuesta al estrés.

El estrés psicologico tiene un papel importante en el desencadenamiento y
evolucion de los trastornos mentales, ya que se sabe que pacientes con depresion
mayor presentan una desregulacion del eje HHA (Trucco, 2002; Robinson et al., 2009).
Actualmente existe evidencia clinica, epidemiolégica y experimental de que el estrés
en etapas tempranas del desarrollo, en conjunto con factores de predisposicion
genética, contribuye a generar una vulnerabilidad de largo plazo a sufrir episodios
depresivos (Trucco, 2002). La CRH es liberada del hipotdlamo en respuesta a la
percepcion de estrés por las regiones corticales del cerebro. En respuesta ante el
estrés agudo la CRH actuaria mediando la respuesta endocrina a través del eje HHA.
El hipocampo ejerce una influencia inhibitoria sobre las neuronas hipotalamicas que
contienen CRH (Jacobson y Sapolsky, 1991), en el estrés cronico esta
retroalimentacion negativa se interrumpe dando como resultado respuestas mal
adaptativas en el eje HHA, que incluyen una sobre-activacion que se expresa en una
hipersecrecion de CRH y cortisol (Robinson et al., 2009). Estudios post-mortem de
pacientes deprimidos revelan algunos cambios morfométricos celulares en el
hipotalamo en relacion al trastorno depresivo, asi Purba y cols. 1996 reportaron que el

namero de neuronas inmunorreactivas para vasopresina se incrementan en un 56%,
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mientras que las células inmunorreactivas para oxitocina presentan un 23% de
incremento, esto en el nucleo paraventricular. Aunado a ello se presenta un incremento
en el numero de neuronas que expresan CRH en este ndcleo hipotalamico (Raadsheer
et al., 1994).

1.4.3. Hipocampo

El hipocampo es una de las regiones centrales del sistema limbico. Forma parte
del prosencéfalo, ubicado en el I6bulo medial temporal y juega un papel primordial en
las funciones ejecutivas (procesos que asocian ideas, movimientos y acciones simples
y los orientan a la resolucion de conductas complejas). Entre ellas, la transformacion

de la memoria a corto plazo en memoria a largo plazo (Meisenzahl et al., 2010).

La formacion hipocampal comprende cuatro estructuras corticales; el giro
dentado, el hipocampo propiamente dicho que se divide en las subregiones cornu
ammonis o cuerno de Amoén (CA) 1, 2 y 3. Las neuronas principales son
glutamatérgicas y comprenden las granulares en el giro dentado, y las piramidales

localizadas en CAL, CA2 y CA3 todas ellas dispuestas en una Unica capa de somas.

Las neuronas granulares presentan su aferencia en la capa molecular y su eferencia
(mossy fibers) en el hilus y CA3 (Forster et al., 2006) (Figura 2).

Figura 2. Anatomia del hipocampo de rata. A) Se observa la anatomia del hipocampo de rata con tincién de Nissl.
B) Subregiones del Cuerno de Amon y giro dentado (GD) o CA4.




Recibe informacion de los sistemas colinérgico, GABAérgico, dopaminérgico,
noradrenérgico y serotoninérgico; ademas de una gran inervacion serotoninérgica y
junto con otras areas del sistema limbico contiene altas densidades de los receptores
5-HT1a, 5-HT2a y 5-HT7 especialmente en el giro dentado y en la region CA3 (Yau et
al., 1999).

El hipocampo se encuentra relacionado con los déficits de memoria y de la
regulacion emocional que se presentan en la depresion. Numerosos estudios de
neuroimagen funcional muestran que hay una reduccion del volumen hipocampal a
partir de la aparicion del primer episodio depresivo mayor, disminucion que se
mantiene en pacientes con historia de depresion (Sheline et al., 1999; MacQueen et
al., 2003; Videbech y Ravnkilde, 2004). Asi también se presenta una marcada
asimetria en el volumen hipocampal (MacQueen et al., 2003). Esto se ve reflejado en
una disminucion de la memoria verbal de pacientes con episodios depresivos
recurrentes (Sheline et al., 1999). Por otro, lado se ha demostrado que la depresion
provoca atrofia neuronal y reorganizacion dendritica en el hipocampo (Cook y
Wellman, 2004). Consistente con estos datos el tratamiento crénico con antidepresivos
induce vias de sefializaciobn neurotréficas y neurogénesis en el giro dentado del
hipocampo, dicha neurogénesis hipocampal es necesaria para provocar lo efectos
conductuales de farmacos antidepresivos (Malberg y Schechter, 2005). Algunas
evidencias sugieren que una reducida sefalizacion de factores neurotréficos como el
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) en hipocampo puede estar implicado

en la depresion.

Asimismo, el hipocampo constituye un punto de retroalimentacion negativo
importante para el eje HHA, y se ha reportado que el estrés puede tener importantes
efectos neurotdxicos sobre el hipocampo, con pérdida neuronal y menor neurogénesis
(Jacobson y Sapolsky, 1991; Trucco, 2002). En modelos animales de depresion como
el modelo de estrés cronico moderado se reduce la produccion de factores troficos,
arborizacion dendritica, neurogénesis hipocampal y volumen del hipocampo (McEwen,
2001; Dranovsky y Hen, 2006; Ansorge et al., 2007). Lo cual se revierte con la
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administracion de antidepresivos y en algunos casos ambiente enriquecido (Duman,
2001).

Aunado a ello, se han reportado diversas anormalidades en la expresion de
receptores serotoninérgicos en esta area, por ejemplo; estudios post-mortem de
pacientes deprimidos han mostrado que existe una disminucion en la expresion del
ARNmM para el receptor 5-HT1a en el hipocampo (Lopez-Figueroa et al., 2004) En ratas
Flinders se ha reportado que existe una disminucion de la expresion de la proteina

para dicho receptor en giro dentado del hipocampo (Wang et al., 2009).
1.5. Estrégenos

Los estrégenos son un grupo de hormonas esteroideas que participan en el
desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias en la mujer,
son responsables del control del ciclo menstrual-ovulatorio y de la modulacién de
algunos procesos metabdlicos de minerales, lipidos, carbohidratos y proteinas. En el
hombre participan en la espermatogénesis, la fertilidad y son necesarios para la
diferenciacion sexual, el correcto funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas
(HHG) y en el despliegue de conducta sexual (Rochira, et al., 2005). Los principales
estrégenos enddgenos en el humano son 173-estradiol (E2), estrona (E1) y estriol (Es),
siendo el E2 el de mayor potencia. En la mujer no gestante el principal es E2, mientas
gue E: es principalmente secretado en la menopausia y Es durante el embarazo (Horst,
2010).

Los estrogenos se producen a partir de la aromatizacion de diferentes
andrégenos por parte de la enzima citocromo P450 aromatasa principalmente en los
ovarios. Sin embargo también son sintetizados en las glandulas suprarrenales, en la
placenta durante el embarazo y en los testiculos en el macho (Lemini-Guzman et al.,
2008). Recientemente se ha descubierto que se produce también en ciertas areas
cerebrales (Simpson, 2003). En el caso del Ez, es el resultado de la aromatizacion de
la testosterona (T).
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Durante el ciclo menstrual normal, el promedio de excrecidn urinaria de Ez en la
fase lutea es de 10 a 80 pg/dia (concentracion plasmatica 0.2 nmol/L), en la mitad del
ciclo aumenta entre 25 a 100 pg/dia (concentracion plasmatica 2.2nmol/L) y en la
menopausia disminuye entre 5 a 10 pg/dia. El hombre excreta entre 2 a 25 pg/dia

(Lemini-Guzman et al., 2008).

1.5.1. Mecanismo de accion de hormonas estrogénicas

Los estrégenos llevan a cabo sus funciones biolégicas a través de su union a
los receptores a estrogenos (REs) los cuales pertenecen a la superfamilia de
receptores nucleares. Hasta la fecha han sido identificados dos receptores nucleares
denominados REa y RE, a los cuales Ez pueden unirse con una alta afinidad (Kuiper
et al., 1997). Estos receptores son codificados por dos genes diferentes lo cual esta
relacionado con que ambos presenten diferencias en aspectos como su accién
bioldgica asi como su afinidad por compuestos estrogénicos (Kuiper et al., 1997), en
secuencias especificas de ADN reconocidas (Paech et al., 1997; Cowley y Parker,
1999) y patrones tisulares de expresion (Kuiper et al., 1997).

Los REs, estan conformados por seis dominios denotados de la A ala F. Tienen
un dominio central de unién al ADN (DBD), muy conservado entre ambos receptores
el cual posee dos “dedos de zinc”, los cuales se unen especificamente a una secuencia
del ADN denominada elemento de respuesta a estrogenos (ERE) que son secuencias
especificas en el promotor de genes regulados por estrégenos. La region carboxilo-
terminal del receptor constituye el dominio de union al ligando (LBD) el cual reconoce
a los estrogenos naturales como E2 y a ligandos sintéticos que pueden ser
antagonistas totales o moduladores selectivos de RE (SERMSs), que pueden activar
(coactivadores) o inhibir (correpresores) al receptor dependiendo del contexto celular
y del promotor. Adicionalmente, el LBD contiene una region de localizacion nuclear,
regiones de homodimerizacion y un dominio de transactivacion (AF-2) dependiente del

ligando (Noriega-Reyes y Langley-McCarron, 2008).
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El mecanismo clasico de accion dependiente del ligando ha sido el méas
estudiado. El RE, en ausencia de ligando, se encuentra mayoritariamente en el nlcleo,
en un complejo inactivo con proteinas de choque térmico como Hsp90 y Hsp70.
Cuando se une a un estrégeno, el RE se activa, disociandose de las proteinas de
choque térmico, lo que induce varios cambios conformacionales para lograr la union
con sus EREs en las regiones reguladoras de los genes blanco, dicho cambio
conformacional facilita las interacciones entre los componentes del complejo de
transcripcion basal y el promotor del gen blanco, también permite la entrada de otras
proteinas, incluyendo a correguladores, que pueden estabilizar las interacciones y
promover el inicio de la transcripcion. Los receptores unidos al ADN reclutan a los
factores basales de transcripcion y la ARN polimerasa Il por medio de su interaccion
directa o por medio de proteinas intermediarias. El conjunto RE-coactivador regula el
acceso a la cromatina y estabiliza el complejo de preiniciacion transcripcional (Noriega-
Reyes y Langley-McCarron, 2008). Dependiendo del tipo de célula y del contexto del
promotor, el receptor unido al ADN ejerce un efecto, ya sea positivo o negativo, sobre
la expresion del gen (Simoncini y Genazzani, 2003; McEwen, 1991).

En el SNC, ambos receptores presentan una alta expresion principalmente en
estructuras limbicas, las cuales gestionan respuestas fisiolégicas ante estimulos
emocionales y se relaciona con memoria, atencion, conducta sexual, emociones y
estado de animo; sin embargo, los patrones de expresion de ambos receptores no se
empalman completamente (Weiser et al., 2008). En particular el receptor REa muestra
una expresion moderada en hipocampo tanto en machos como en hembras, mientras
que se encuentran en alta densidad en hipotalamo, especialmente en la zona
periventricular incluyendo el nicleo predptico medio (NPOm), area predptica media
(APOm), nuacleo del lecho de la estria terminal, nicleo supraquiasmatico, nucleo
arcuato, nucleo amigdaloide medial (NAM) y cortical (Mize, 2001; Laflamme et al.,
1998; Pérez et al., 2003; Horst, 2010). En el caso de los RER, se ha detectado alta
expresion en el APOm, el hipocampo, el nlcleo paraventricular y el supraéptico (Zhang
et al., 2002; Pérez et al., 2003; Horst, 2010) mientras que en el nacleo del rafé se

expresa de manera moderada (Laflamme et al., 1998).
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Ademés de los receptores intracelulares clasicos, algunos efectos de los
estrOgenos se caracterizan por producir respuestas rapidas mediadas por receptores
de membrana los cuales se han descrito como mecanismos no gendémicos. En los
altimos afos se ha documentado que pulsos breves de estrégenos pueden inducir en
milisegundos diversas cascadas de sefializacién (Almeida et al., 2006; Chen et al.,
2010).

Recientemente se report0 la existencia de un receptor a estrégenos acoplado a
proteinas G al que se denomindé GPR30 que activa diferentes vias rapidas de
sefalizacion intracelular como ERK, PI3K, movilizacion de calcio y producciéon de
adenin monofosfato ciclico (AMPc) (Prossnitz et al., 2008). Sin embargo, tanto la
funcién como la presencia de GPR30, como un RE asociado a membrana, siguen
siendo controversiales, ya que algunos grupos sostienen que su localizacion es
estrictamente citosolica o en reticulo endoplasmico (Prossnitz et al., 2008), mientras
que otros grupos han mantenido que es un receptor asociado a la membrana
(Chimento et al., 2010).

En los ultimos afos, numerosos autores han propuesto que el REa y el RE
pueden estar asociados a las membranas plasmaticas (Milner et al., 2005; Hart et al.,
2007), lo cual explicaria el rapido efecto biolégico del E2 en sistema nervioso,
sugiriendo que los estrogenos podrian también producir respuestas del tipo no
genodmico. Ademds, se ha propuesto que tanto REa como REP podrian ser
modificados postranscripcionalmente para permitir su insercion en la membrana
(Acconcia et al., 2005; Marino et al., 2006; Boulware et al., 2007). Actualmente se han
logrado identificar al menos tres variantes de splicing (corte y empalme) del REa que
se encuentran en la membrana plasmaética y son responsables de producir los efectos
rapidos de los estrégenos. Estas variantes son REa66, REa46 y REa36 (Irsik et al.,
2013; Banerjee et al., 2014), sin embargo, aun no se sabe si alguna de ellas se expresa
en SNC.
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1.6. Hormonas y depresién

Algunos estudios asocian el decline de los niveles de testosterona (T)
relacionados con la edad con la aparicion de un gran nimero de sintomas depresivos.
Sin embargo algunos autores no han encontrado una correlacion entre los niveles
hormonales de pacientes hipogonadales y la severidad de la depresion (Schweiger,
1999). Reportes sobre el papel de los androgenos en enfermedades afectivas indican
qgue la terapia con hormonas androgénicas mejora los sintomas de depresion en
hombres hipogonadales (Wagner et al., 1996; Vogel et al., 1985). En modelos animales
como la PNF se ha observado que la castracion después de al menos 3 semanas
provoca un incremento en la inmovilidad y disminucion de las conductas activas
(Bonilla-Jaime et al., 2010), lo cual estaria relacionado con un estado de desesperanza
conductual (estado “depresivo”) (Detke et al., 1995; Lopez-Rubalcava y Lucki, 2000;
Duman, 2010) y una disminucion de la actividad del sistema de neurotransmision
serotoninérgico (Cryan et al.,, 2002; Vazquez-Palacios et al. 2005). Ademas, la
disminucién de las concentraciones de hormonas gonadales debida a la castracién en
machos inhibe el efecto de farmacos antidepresivos. En este sentido, se ha observado
que en un modelo de depresidn por estrés crdnico variable en ratas macho, animales
de edad avanzada presentan mayor vulnerabilidad a desarrollar anhedonia ante
estimulos estresantes comparado con machos jévenes lo cual podria estar relacionado
a cambios neuroendocrinos que se dan con la edad (Herrera-Pérez et al., 2008).
Ademas, en este modelo se observa una disminucion de la sensibilidad a ISRS,
posiblemente debida a la disminucién en las concentraciones de hormonas como T y
E2 (Herrera-Pérez et al., 2010).

La PNF ha permitido analizar el efecto antidepresivo de diferentes tipos de
hormonas. De este modo, la administracion de propionato de T en machos con 3
semanas de castracion no produce efecto antidepresivo per se (Martinez-Mota y
Fernandez-Guasti, 2004; Bonilla-Jaime et al., 2010). Sin embargo, reestablece el
efecto antidepresivo de farmacos antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptura
de NA pero no de ISRS (Martinez-Mota y Fernandez-Guasti, 2004).
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En el caso de los estrogenos, estudios en mujeres sugieren una fuerte relacion
entre las fluctuaciones hormonales, principalmente dada por caidas drasticas en los
niveles de estrogenos y una mayor incidencia en la aparicion de trastorno del estado
de animo (depresion mayor, desorden distimico, trastorno bipolar, etc.) (Halbreich y
Kahn, 2001). Esta diferencia comienza con el inicio de la pubertad (Bouma, 2010),
acentuandose en periodos clave como el periodo premenstrual, el posparto y la
perimenopausia, dicha diferencia entre géneros desaparece una vez que el climaterio
se hainstalado (Shors y Leuner, 2003; Kessler, 2003; Horst, 2010). Sin embargo, esto
no es una regla ya que algunas mujeres parecen ser mas sensibles a los cambios
hormonales que otras y dichos cambios en conjunto con situaciones ambientales
estresantes y cierta predisposicion genética pueden disparar la aparicion del trastorno
depresivo (Payne, 2003). Se ha observado que en la pubertad, posparto, y
perimenopausia en las cuales se presentan cambios significativos en el estado
hormonal son tipicamente asociados con un incremento en el riesgo de sufrir trastorno
depresivo. Por esa razoén, se le ha atribuido esta diferencia de género en las tasas de
prevalencia de trastornos afectivos a la liberacion ciclica de hormonas sexuales
femeninas, particularmente de estrégenos (Horst, 2010).

Algunos estudios en mujeres perimenopausicas con depresion, muestran una
mejoria significativa en los sintomas depresivos cuando han sido tratadas con terapia
de reemplazo hormonal en conjunto a la terapia antidepresiva convencional con ISRS
(Schneider, et al., 1997; McCarthy, 2008). Otras investigaciones muestran que la
respuesta al tratamiento antidepresivo con ISRS parece no afectarse en mujeres con
un hipoestrogenismo crénico como puede ser la post-menopausia (Usall et al., 2011).
Sin embargo en otros casos no se ha observado mejoria por lo que su uso es
controversial (Soares et al., 2001; Cohen et al., 2003).

En modelos animales, se ha observado por ejemplo, que el E2 y el etinil estradiol
(EE2) inducen efecto antidepresivo en hembras ovariectomizadas después de un
tratamiento agudo disminuyendo el escalamiento y aumentando la conducta de nado
en la PNF lo que sugiere la participacion del sistema serotoninérgico (Estrada-

Camarena et al., 2003), ademas recientes estudios muestran que también posee
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efecto antidepresivo en machos orquidectomizados en un esquema de tratamiento
agudo y crénico (Martinez-Mota et al., 2008; Bonilla-Jaime et al., 2010). En este mismo
sentido, resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que el tratamiento
cronico (14 dias) con benzoato de E2 reduce la conducta de inmovilidad en machos
orquidectomizados (Bonilla-Jaime et al., 2010). Asi también, la administracién de E2
en conjunto con antidepresivos ISRS como fluoxetina es capaz de acortar la latencia
de su accién antidepresiva (Estrada-Camarena et al., 2003; Estrada-Camarena et al.,
2004). En machos la administracion de E: restablece el efecto de farmacos ISRS
(Martinez-Mota et al., 2008; Bonilla-Jaime et al., 2010).

Asi también, se ha reportado que algunos agonistas del REB como el 4-
hidroxiphenil-propionitrilo (DPN) (Walf et al., 2004) y los moduladores selectivos de RE
(SERM) como el raloxifen poseen efecto antidepresivo en la PNF (Walf y Frye, 2010).
Ademas, estudios recientes sugieren que algunos fitoestrogenos como equol,
metabolito gastrico de la daidzeina, contenida en la soya y sus derivados es capaz de
reducir el tiempo de inmovilidad en la PNF (Blake et al., 2011). En contraste, el 17a-
estradiol (Kuiper et al., 1997), otros compuestos estrogénicos sintéticos como el
dietilestilbestrol (DES) (Estrada-Camarena et al., 2003) y agonistas para el REa como
el 4,4',411-(4-Propil [1H]-pirazol-1,3,5-tril) trisfenol (Walf et al.,, 2004) no muestran
efectos sobre la inmovilidad o en las conductas activas evaluadas en la PNF,
evidencias que sugieren una importante participacion del REB en el efecto

antidepresivo de diversos compuestos de naturaleza estrogénica.

1.6.1. E> y sistema serotoninérgico

El E2 puede ser sintetizado en diferentes areas cerebrales (Azcoitia et al., 2011)
y diferentes estudios en modelos animales muestran que el E2 puede modular la
actividad de diferentes sistemas de neurotransmision incluyendo al noradrenérgico,
dopaminérgico, GABAérgico, colinérgico y serotoninérgico (Shupnik, 2002). Asi
también como ya se mencion0, hay una alta expresion de RE en sitios de produccion

de 5-HT (Laflamme et al., 1998) y en proyecciones del sistema serotoninérgico como
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hipotadlamo e hipocampo (Pérez et al., 2003). Ademas de esto, multiples estudios
sugieren que los estrégenos pueden incrementar el riesgo de desarrollar depresién a
través de la alteracion de la funcion serotoninérgica. Asi, el E2 ha mostrado tener una
fuerte interaccion con el sistema serotoninérgico a diferentes niveles. Por ejemplo; se
conoce que puede influir en la sintesis y degradacion de 5-HT. En este sentido, los
niveles de triptéfano total y triptéfano libre en suero (este ultimo precursor de la 5-HT)
varian a lo largo del ciclo menstrual, siendo mas altos durante los primeros dias de la
fase latea después de la ovulacion (Carretti et al., 2005). En modelos animales se ha
observado que la disminucion de los niveles hormonales provocada por la
orquidectomia, disminuye los niveles de la 5-HT e incrementa los niveles de 5-HIAA.
Los niveles de ambos se restituyen en hipotdlamo e hipocampo Unicamente al
administrar E2 (Bitar, 1991). Asimismo, el tratamiento cronico con Ez incrementa la
expresion de la TPH2, enzima limitante en la sintesis de 5-HT que es especifica del
SNC, tanto en ratas como en primates no humanos (Sanchez et al., 2005; Hiroi et al.,
2006). Dicha regulacion de la expresion esta dada por el REB, ya que el efecto del Ez
se encuentra ausente en ratones KO para este receptor (Gundlah et al., 2005) y la
administracion de agonistas especificos para dicho receptor como el DPN incrementa
la expresion de TPH2 (Donner y Handa, 2009). Ademas, datos recientes muestran que
la administracion de E: y algunos fitoestrégenos como la genisteina a ratas
ovariectomizadas, producen un efecto protector del sistema serotoninérgico ante
situaciones estresantes, ya que; el estrés por nado forzado disminuye la expresiéon de
TPH en el rafé dorsal y el medial y el pretratamiento con E2 previene esta disminucion
(Yang et al., 2010; Kageyama et al., 2010).

Por otro lado, los estrogenos también pueden regular la degradacién de 5-HT.
Se sabe que la actividad de la enzima MAO, implicada en la degradacion de las
monoaminas se incrementa en la depresion posparto (Sacher et al., 2010) y en ratas
hembra de edad avanzada (Kumar et al., 2011). Asi también, el tratamiento con Ez es
capaz de disminuir la expresion de la MAO en areas como nucleo del rafé (Gundlah et
al., 2002) e hipotalamo (Gundlah et al., 2002; Ortega-Corona et al., 1994) tanto en
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ratas hembra como en macacos ovariectatomizadas, ademas de revertir el incremento
en la actividad de la enzima MAO provocado por la edad (Kumar et al., 2011). Aunado
a ello, los estrogenos también pueden regular la cantidad de 5-HT en la sinapsis a
través de la regulacion de la expresion del sistema de recaptura de 5-HT, el
transportador encargado del reciclaje de 5-HT en el SNC. El tratamiento con E2 es
capaz de disminuir la expresion del transportador en algunas areas cerebrales (Lu et
al., 2003). En resumen, la accion del E2 sobre el sistema serotoninérgico es
incrementar la cantidad de 5-HT, mediante un incremento de su sintesis y una

disminucién de su degradacion.

Con respecto a los receptores serotoninérgicos, estudios recientes muestran
que la administracion de E2 y andrégenos aromatizables, como la testosterona
incrementan el disparo neuronal en neuronas serotoninérgicas (Robichaud y
Debonnel, 2005), ademas el tratamiento con E2 disminuye la expresion del receptor
presinaptico 5-HTia en el rafé dorsal de hembras de mono ovariectomizadas (Lu y
Bethea, 2002).

Todo lo anterior sustenta que los estrdgenos ejercen accion sobre sistemas de
neurotransmision que participan en la etiologia de la depresién, ademas de participar
en el estado de &nimo, al ejercer su accidn sobre sus receptores. Sin embargo poco
se sabe acerca de modificaciones de los receptores a estrogenos REB o los REa en
pacientes depresivos 0 en modelos animales con depresion. Existe un solo estudio
que reporta una disminucion en la expresion del ARNm del RE en el tallo cerebral de
victimas de suicidio (Ostlund et al., 2003). Por lo anterior, no se descarta que sea un
factor que podria estar contribuyendo a las alteraciones conductuales del modelo

animal de depresion inducido neonatalmente por clomipramina.

1.7. Conducta sexual masculina (CSM) y motivacidén sexual
La conducta sexual en los mamiferos es una expresion de la fisiologia

reproductiva, entendiéndose como fisiologia reproductiva a toda la serie de procesos
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fundamentales que permitirdn el desarrollo y maduracién sexual de los organismos
(Hull et al., 2002).

La conducta sexual en la rata macho es probablemente una de las mejor
descritas entre los mamiferos. La CSM se distingue en conductas que se reconocen
como precopulatorias, copulatorias y postcopulatorias. Durante la conducta
precopulatoria, el macho y la hembra se persiguen, hay exploracion del &rea anogenital
de la hembra, y emiten vocalizaciones ultrasénicas (Lucio y Tlachi-Lépez, 2008). Las
conductas copulatorias en la rata macho consisten de diferentes patrones motores
innatos y altamente estereotipados. Estos pueden distinguirse facilmente en tres
conductas: monta, intromision y eyaculacion (Guevara-Pérez y Hernandez-Gonzélez,
2006; Hull et al., 2006). La conducta postcopulatoria en el macho comprende el periodo
refractario absoluto y el relativo. Durante el periodo refractario absoluto el macho
presenta poca locomocion, es insensible a estimulacion sexual y poco sensible a otro
tipo de estimulos, durante el periodo refractario relativo el macho empieza a responder
a estimulos externos y emite vocalizaciones ultrasénicas (Lucio y Tlachi-Lépez, 2008).

Una de las divisiones que mas utilidad ha tenido en la investigacion
neuroendocrina sexual es aquella que propone que toda conducta sexual puede
dividirse en dos fases: una motivacional o apetitiva que lleva al individuo a la busqueda
y al inicio de la interaccion con la pareja y una consumatoria o de ejecucion que le
permite llevar a cabo dicha interaccién (Morali, 1998; Hull et al., 2006). Dentro de la
fase motivacional pueden incluirse las conductas precopulatorias antes descritas,
mientras que dentro de la fase consumatoria se agrupan las conductas copulatorias
(Gonzéalez-Pimentel y Hernandez-Gonzélez, 2002).

Dado que la “motivacion” es un constructo hipotético que no puede medirse
directamente, ha sido necesario desarrollar varias formas de evaluar (aunque sea de
manera indirecta) la motivacion sexual. En la rata macho, su orientacion hacia la
hembra, investigacion olfatoria o gustativa del area genital de la hembra, investigacion
de la orina, persecucién y monta son algunas conductas que se consideran como
“‘indicadores de la motivacion sexual”. Otros parametros susceptibles de ser medidos

durante el despliegue sexual han servido también; por ejemplo, la duracion de la
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conducta precopulatoria estimada a través de la latencia de monta y de intromisién (el
tiempo que transcurre desde la presentacion de la hembra hasta que el macho realiza
la primera monta o intromision) proporcionan una estimacion de la motivacion sexual
del individuo (Gonzalez-Pimentel y Hernandez-Gonzalez, 2002).

Algunas otras formas de medir la motivacion sexual de los individuos se han
realizado mediante pruebas conductuales en las que las preguntas béasicas son: ¢ Qué
prefiere una rata saciar su hambre, su sed o sus impulsos sexuales? ¢Qué niveles de
privacion son necesarios para que una necesidad biolégica anule a otra? ¢Cuanto
dolor soportara un individuo para reducir su impulso sexual? Atravesar un campo
eléctrico, accionar una palanca o internarse en un laberinto para tener acceso a una
hembra receptiva, son ejemplos de pruebas conductuales utilizadas para medir la
motivacion sexual (Gonzalez-Pimentel y Hernandez-Gonzéalez, 2002).

Sin embargo, en estos disefios se pierden de vista varios aspectos como por
ejemplo; a diferencia de la privacién de alimento o agua, la privacién sexual no existe.
La duracion de la abstinencia sexual no tiene relacion con la intensidad de la conducta
sexual. Por lo que se ha concluido que la motivacion sexual no aumenta con la
privacion (Agmo, 2010). En los casos que el animal se somete a estimulos dolorosos
0 campos eléctricos, el sujeto es sometido a dos motivaciones opuestas, una de
acercamiento al incentivo sexual y otra de alejamiento del incentivo negativo de
choques eléctricos en las patas. La conducta sera resultado de la suma de estas dos
motivaciones, lo que causa confusion y la imposibilidad de interpretar el efecto de las
manipulaciones experimentales (Agmo, 2010).

Un método para medir la motivacion de una manera mas directa y sencilla es la
prueba de motivacion sexual incentiva (MSI). Tiene sus bases en que para que se dé
la copula requiere que dos individuos se encuentren en proximidad. Dada esta
premisa, la prueba de MSI permite cuantificar las conductas de acercamiento con un
fin sexual dado que permite disociarlo del acercamiento con un fin social a traves del
uso de un incentivo social y uno sexual. El método consiste de un campo abierto
modificado con forma rectangular, en donde estos dos tipos de incentivos se colocan

en la periferia detras de mallas de alambre. El sujeto experimental es libre de moverse
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en el campo y la medida de las conductas de acercamiento es el tiempo que pasa el
sujeto en el area proxima al incentivo sexual (sujeto del sexo opuesto, posible pareja
sexual) comparada con el tiempo que pasa en la cercania del incentivo social
(individuo del mismo sexo) (Agmo, 2010). Utilizando el procedimiento descrito se ha

demostrado que el valor del incentivo sexual depende de hormonas sexuales.

1.7.1. Aspectos Neuroendocrinos de la CSM

Las hormonas gonadales regulan la expresion de conductas reproductivas,
especialmente en areas neuroanatomicas involucradas en la regulacion de la CSM.
Asi se sabe, que el nacleo ventromedial del hipotalamo (VHM), el APOm, el NAM y el
lecho de la estria terminal, son regiones del SNC blanco de hormonas gonadales,
estructuras que a su vez son esenciales para que se propicien las respuestas
copulatorias en el macho (Blaustein, 1992; Hull et al., 2006).

Tanto la fase apetitiva 0 motivacional como la consumatoria requieren de una
compleja regulacion hormonal, en el caso del macho depende de hormonas
testiculares, en especial de T producida por las células de Leydig de los testiculos o
en diferentes areas cerebrales (Steckelbroeck et al., 2001) que se metaboliza en sus
células blanco a E2 (por aromatizacion) o dihidrotestosterona (DHT) (por 5a-reduccién)
y al variar los niveles circulantes de estas hormonas puede modificar la expresion de
estos componentes (Morali, 1998; Hull y Dominguez, 2007; Rochira, et al., 2005). En
este sentido, la castracién en mamiferos suprime en forma gradual la expresion de la
CSM en un lapso de dias o semanas, a pesar de que la T deja de detectarse en plasma
aproximadamente después de 24 horas. Se sabe que la administracién de T es capaz
de restituir la capacidad de los machos para la monta, insercién peneanay eyaculacion
(Krey y McGinnis, 1990; Hull et al., 2006). La DHT se considera el metabolito activo de
la T en tejidos periféricos sensibles a androgenos como la préstata, sin embargo
multiples estudios muestran que resulta inefectiva para estimular la CSM si no se
administra en compafiia de metabolitos aromatizables (Vagell y McGinnis, 1997; Hull
et al.,, 2006). Por otra parte, la administracion de E2, androgenos aromatizables

(androstendiona y androstendiol) y andrégenos que pueden interaccionar con REs
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como el 5a-3B androstandiol, son capaces de restituir la conducta sexual de la rata
macho castrada (Morali, 1998). De hecho, las acciones de la T sobre esta conducta
pueden ser interferidas por la administracion de inhibidores de la aromatasa, por lo
gue se ha propuesto que las hormonas estrogénicas juegan un papel fundamental en
la expresion de esta conducta sobre todo a nivel SNC (Morali et al., 1977). Por otro
lado, algunos trabajos reportan que el tratamiento con E2 Unicamente puede
restablecer parcialmente la conducta copulatoria (no restablece el patrén de
eyaculacion), por lo que podria ser necesaria la metabolizacion de T a DHT para
mantener las funciones motoras y sensoriales en tejidos periféricos (Hull et al., 2006).

En cuanto a la participacién de estas hormonas en la fase motivacional de la
CSM existen pocos estudios y resultan controversiales. Acerca de la contribucion de
E2 en el mantenimiento de la motivacion sexual. Roselli y cols. (2003) reportaron que
al inhibir la produccion de E2 administrando fadrozole (inhibidor de la aromatasa) se
disminuye la motivacion sexual medida como un incremento en la latencia de monta y
una disminucion de cambios de nivel anticipatorios y la administracion de E2 disminuye
la latencia de monta pero no restablece la motivacion en la prueba de cambio de nivel
(Roselli et al., 2003). En un estudio mas reciente la administracion de E2 disminuye la
latencia de monta e incrementa la investigacion anogenital en animales castrados
previamente tratados con DHT, sin embargo, el tratamiento con E2 no restituye la
motivacion en la prueba de cambio de nivel (Kaufman et al., 2013). Attila y cols (2010)
analizaron la participacion de la T, el Ez y la DHT en la motivacion sexual mediante la
prueba de MSI. En esta prueba tanto el E2 como DHT por si solos no logran restablecer
la motivacion sexual en ratas macho castrados, Unicamente la combinacion de ambos
y la administracién de T la reestablecen en su totalidad. En este mismo estudio la
administracion de fadrozole es capaz de inhibir el efecto de la T sobre la prueba de
MSI.
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2.  ANTECEDENTES

2.1. Modelo de depresion inducido neonatalmente por clomipramina

Un modelo animal se define como una preparacion experimental desarrollada
en una especie para estudiar patologias humanas o condiciones fisiolégicas de
estudio. Los modelos de psicopatologias humanas buscan desarrollar sindromes en
animales que reflejen en uno o varios componentes de sindromes humanos, aunque
los modelos pueden no reflejar todos los aspectos de la psicopatologia. Asi, un modelo
animal puede simular sélo alguno de ellos como; etiologia, sintomas o respuesta a
tratamientos.

En la década de los 80's Mirmiran y cols. (1981) realizaron investigaciones con
el fin de analizar el papel del suefio de movimientos oculares rapidos (SMOR) en la
maduracion cerebral de la rata y su conducta en la edad adulta. Para ello privaron a
ratas neonatas de SMOR mediante la administracion neonatal de clomipramina (CMI),
un farmaco antidepresivo inhibidor de la recaptura de monoaminas y poderoso
supresor de SMOR. En la edad adulta, estas ratas manifestaron una reduccion de la
conducta sexual masculina, disminucion en la busqueda de conductas de recompensa,
incremento en la actividad motora y una mayor latencia de SMOR (Neill, 1990; Vogel
et al, 1982; Vogel et al., 1990a, 1990b, 1990c, 1990d), alteraciones que semejan
algunos de los signos de la depresion humana, como por ejemplo, disminucién de la
libido, anhedonia y alteraciones en el patrén de SMOR. Ademas de estas alteraciones,
el tratamiento neonatal con CMI incrementa el tiempo de inmovilidad en la PNF
(Velazquez-Moctezuma y Diaz, 1992). Por todo ello fue propuesto como un modelo
animal de depresiéon (Vogel y Vogel, 1982) con gran validez de apariencia, por su
capacidad de reproducir varios de los signos del cuadro depresivo humano, los cuales
se ha observado que se pueden revertir con la administracion de antidepresivos como
la fluoxetina (Vazquez-Palacios, 2005) o terapias conductuales como la privacion del
SMOR (Vogel et al., 1990b). Asi mismo, este modelo presenta validez tedrica, ya que
estas alteraciones han sido atribuidas a deficiencias en sistemas de neurotransmision

tales como: el noradrenérgico, dopaminérgico, colinérgico o serotoninérgico, acorde
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con las principales hip6tesis sobre el origen neuroquimico de la depresion que postulan
que la causa de este padecimiento es la hipofuncién de més de uno de estos sistemas
de neurotransmision (Van de Kar, 1989).

Se ha propuesto que las anormalidades conductuales de este modelo son
debidas a cambios a largo plazo en la funcibn de los neurotransmisores
monoaminérgicos durante la maduracion cerebral, asi como de su interaccion con
otros sistemas de neurotransmision. La CMI y su metabolito desmetilado son
inhibidores de la recaptura de 5-HT y NA, neurotransmisores que parecen tener un
papel importante en el neurodesarrollo. Diferentes estudios han mostrado que
manipulaciones farmacolégicas realizadas en el cerebro inmaduro pueden producir
cambios permanentes en el contenido de neurotransmisores o en la cantidad de sus
receptores en el cerebro maduro (Vijayakumar y Meti, 1999; Whitaker-Azmitia, 1991).
Asi, diversos estudios han mostrado que en este modelo existen alteraciones
neuroquimicas como una disminucion en los niveles hipotalamicos de 5-HT (Feenstra
et al.,, 1996). En este sentido, se ha reportado que los niveles de 5-HT y NA se
encuentran disminuidos en la corteza frontal, hipocampo, tallo cerebral, hipotalamo y
septum (Vijayakumar y Meti, 1999). Ademas de las alteraciones en los niveles de 5-
HT, también ha sido reportado un decremento en la tasa de disparo neuronal en el
nacleo del rafé dorsal que podria ser causado por un probable incremento en la
activacion o en el numero de receptores 5-HT1a, ya que la activacion de este receptor
inhibe el disparo neuronal en el ndcleo del rafé e induce una disminucién en los niveles
de 5-HT (Kinney et al., 1997). Estas alteraciones en los sistemas de NA y 5-HT asi
como en las interacciones con otros sistemas de neurotransmision han sido vinculadas
con la etiologia de la depresion y con alteraciones conductuales, particularmente de la
CSM.

Recientes estudios en nuestro laboratorio muestran que el tratamiento neonatal
con CMI disminuye los niveles de ARNm del receptor 5-Hia en nucleo del rafé mientras
gue los incrementa en hipocampo e hipotdlamo. Por otro lado, no se altera la
sensibilidad farmacolégica del receptor ante la administracién de 8-OH-DPAT en la

PNF el cual induce efecto antidepresivo al inducir una disminucion de la inmovilidad
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acompafiada de un incremento del nado (Limon-Morales et al., 2014a). Sin embargo,
actualmente existe una controversia en cuanto al papel de los receptores pre y post
sinapticos en dicho efecto antidepresivo.

Por otro lado, en este modelo, investigaciones en nuestro laboratorio han
mostrado que los niveles plasméticos de T no se modifican en las ratas tratadas
neonatalmente con CMI (Bonilla-Jaime et al., 2003a; 2003b), por lo que las
alteraciones en la CSM pueden ser atribuidas a alteraciones en la produccion de
metabolitos de la testosterona como E2 o DHT o en la expresion de los REs que
parecen tener una participacion mas importante a nivel SNC (Weiser et al., 2008).

Una de las alteraciones en los pacientes con depresién es una disminucion de
la libido, asi también el modelo neonatalmente inducido por CMI presenta una
disminucién en la CSM la cual se ha asociado con una disminucion en la motivacion
mas que con la ejecucion debido a que presenta un incremento en las latencias para
iniciar la copula entre otras alteraciones. Anteriormente, en roedores la motivacion que
lleva al individuo a la busqueda y al inicio de la interaccidn con la pareja se analizaba
de manera indirecta a través de los parametros copulatorios como la latencia de monta,
latencia de intromision y periodo refractario (Gonzéalez-Pimentel and Hernandez-
Gonzélez, 2002), sin embargo, una prueba que permite evaluar la conducta
motivacional de manera mas objetiva es a través de la prueba de MSI. A pesar de que
varios autores analizan el efecto de la administracion de CMI sobre la conducta sexual,
hasta el momento no existen estudios que analicen el efecto de CMI sobre la
motivacion sexual. En este mismo modelo en trabajos previos de nuestro grupo se
analizaron diferentes hormonas gonadales en las alteraciones de la conducta sexual
de ratas CMI, mostrando que el tratamiento con E2 logra disminuir las latencias de
monta e intromision posiblemente a través de una mejora en la motivacion sexual,
mientras que la administracion de E2+DHT logra restablecer todos los parametros
alterados. Recientemente diferentes autores han analizado el papel de hormonas
gonadales en la motivacién sexual (Attila et al., 2010) por lo que es de interés analizar
si las hormonas utilizadas para restablecer la CSM en este modelo podrian restablecer

la motivacion de un modo similar.
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3. JUSTIFICACION

Actualmente la depresion constituye un grave problema de salud publica y
resulta de suma importancia el estudio de las bases neurobiolégicas de este
padecimiento, lo cual permitira proponer nuevas y mejores estrategias para su
tratamiento. El modelo de depresion inducido por el tratamiento neonatal con CMI
presenta grandes similitudes con la sintomatologia de la depresion enddgena en
humanos, como son alteraciones del SMOR, disminucién en la busqueda de conductas
recompensantes, incremento en la actividad motora, ademas de una hipersecrecion
de corticosterona. Estas alteraciones en las ratas tratadas neonatalmente con CMI han
sido atribuidas a deficiencias en sistemas de neurotransmision tales como; el sistema
noradrenérgico y el sistema colinérgico sistemas que se encuentran alterados en
pacientes con depresion.

Se sabe que el tratamiento neonatal con CMI genera alteraciones
especificamente sobre el sistema serotoninérgico al disminuir la concentracion de 5-
HT en areas como el septum y el hipocampo y un incremento en la tasa de disparo
neuronal en el nucleo del rafé dorsal, indicando una posible alteracion en el receptor
5-HT1a, el cual cuando es activado inhibe el disparo neuronal y la liberacion de 5-HT y
constituye un importante blanco de farmacos antidepresivos, ya que ISRS pueden
desensibilizarlo y de este modo ejercer su efecto terapéutico. Ademas, se encuentra
sobre expresado en pacientes deprimidos victimas de suicidio y en algunos modelos
de depresion. Trabajos previos han demostrado que este receptor no muestra
alteraciones en la sensibilidad farmacoldgica a 8-OH-DPAT (agonista de 5-HT1a), sin
embargo, existe una controversia acerca del papel de los receptores pre y
postsinapticos en este efecto.

Por otro lado, las ratas tratadas neonatalmente con CMI presentan un deterioro
de la CSM, entre ellas una alta latencia de monta y de intromision (posible indicador
de disminucion de la motivacion). Esta conducta que es regulada tanto por
neurotransmisores como por hormonas como la T. Sin embargo, los niveles de esta
hormona en ratas tratadas con CMI no se ven alterados La testosterona se metaboliza

a la DHT encargada de mantener la integridad de érganos periféricos y el E2
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responsable de los efectos centrales de la testosterona sobre la conducta copulatoria.
Ademas, se sabe que hormonas estrogénicas pueden regular multiples procesos
fisiolégicos en la depresion. Trabajos previos en el laboratorio han demostrado que los
niveles plasmaticos de la T no se modifican (Bonilla-Jaime et al., 2003a; 2003b); sin
embargo, la administracion del Ez y la DHT) revierten las alteraciones en la conducta
sexual de este modelo por lo que se ha propuesto que pueden existir alteraciones en
algunos de sus metabolitos como el Ex.

Por todo lo anterior, resulta de interés el andlisis de la participacion de los
receptores 5HT1a pre y post-sindpticos en el efecto antidepresivo de 8-OH-DPAT y la
participacion de Ez2, asi como de sus receptores en las alteraciones conductuales de

este modelo.
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4.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion del E2 y el receptor 5-HT1a en las alteraciones conductuales

en un modelo animal de depresion.

4.1. Objetivos particulares

Analizar la funcion de los receptores 5-HT1a pre y post-sinapticos en la PNF.
Evaluar si el E2 produce efecto antidepresivo en ratas tratadas
neonatalmente con CMI evaluado en la PNF.

Analizar el efecto del tratamiento neonatal con CMI sobre el componente
motivacional de la conducta sexual, por medio de la prueba de motivacion
sexual incentiva (MSI).

Determinar el efecto de la administracion de Ez, E2+DHT, DHT y T sobre la
motivacion sexual de ratas tratadas con CMI, por medio de la prueba de MSI.
Analizar el efecto del tratamiento neonatal con CMI los niveles séricos de T
y Eo.

Determinar el efecto del tratamiento neonatal con CMI sobre la poblacion
neuronal del ndcleo del rafé dorsal, hipocampo, area predptica media
(APOmM) y nacleo predptico medial (NPOm).

Analizar el efecto del tratamiento neonatal con CMI sobre la expresion de
los receptores a estrogenos a y B en ratas tratadas con CMI en rafé dorsal,
hipocampo, area predptica media (APOm) y ndcleo predptico medial
(NPOm).
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5.

HIPOTESIS

Si la administracién neonatal con CMI modifica la funcion de los receptores
5-HT1a pre y/o post-sinaptico entonces el tratamiento con un agonista del
receptor 5-HT1a, el 8-OH-DPAT, no ejercera efecto alguno en la PNF.

La administracion de E:2 reducird el incremento de la conducta de
inmovilidad por efecto del tratamiento neonatal con CMI e incrementaré la
conducta de nado en la PNF.

Si el tratamiento neonatal con CMI disminuye los niveles de E2, y T o
modifica la expresién de los receptores a estrégenos entonces la
administracion de T, DHT y E2 revertira las alteraciones en la motivacion

sexual.
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6. METODOLOGIA

6.1. Modelo animal de depresidén neonatalmente inducido por CMI

Se obtuvieron hembras gestantes provenientes del bioterio de la Universidad
Auténoma Metropolitana-lztapalapa. Cada una se coloc6 en una caja individual y
mantenidas en ciclos invertidos de 12: 12 horas de luz-oscuridad (luz de 20:00 a 8:00)
a una temperatura constante (24 °C) y libre acceso a comida y agua. Las crias macho
se seleccionaron en el dia 4 de vida posnatal, posteriormente se colocé un nimero
igual de crias macho con cada hembra lactante (n=6), mientras que las crias hembras
fueron sacrificadas.

Todos los machos junto con sus respectivas nodrizas fueron divididos en dos
grupos, a cada uno de los cuales se le administraron los siguientes tratamientos por
via subcutanea: grupo control (0.1 ml de solucién salina (CON) y grupo experimental
(15 mg/kg de clorhidrato de CMI), del dia 8 hasta el 21 de vida posnatal. Estos
tratamientos fueron aplicados dos veces al dia (8:00 y 18:00 horas). Cuando los
machos cumplieron 25 dias de edad fueron destetados y divididos en grupos (n=6).
Posteriormente, luego de cumplir 3 meses de edad, se realizaron las manipulaciones

experimentales respectivas.

6.2. * Andlisis de la funcion de los receptores 5-HT1a pre y post-sinapticos en la
PNF en la prueba de nado forzado (PNF).
Descripcién de la PNF

La prueba de nado forzado se realizdé de acuerdo con el procedimiento descrito
por Lucki y colaboradores (1997; Vazquez-Palacios et al., 2005). Se coloc6 a cada rata
en un cilindro de vidrio (46 cm de alto x 20 cm de diametro) conteniendo una columna
de agua de 30 cm a una temperatura de 24°C (x1°C). Este método ha sido previamente
descrito y ha mostrado validez para detectar propiedades antidepresivos de diversos
farmacos (Detke et al., 1995).
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Se realizaron dos sesiones de prueba: la primera con una duracion de 15
minutos y la segunda 24 horas después, con una duracion de 5 minutos con la finalidad
de evaluar el efecto de los tratamientos. En esta segunda prueba se evaluaron las

siguientes conductas de acuerdo con Lucki (1997):

e Inmovilidad: permanece flotando y so6lo realiza los movimientos
necesarios para mantener la cabeza fuera del agua.

e Nado: realiza movimientos activos de desplazamiento mas de los
necesarios para mantener su cabeza fuera del agua, por ejemplo:
movimientos alrededor del cilindro.

e [Escalamiento: movimientos con sus patas delanteras, usualmente por

las paredes dirigidas hacia la boca del cilindro.
Inmovilidad Nado Escalamiento

- W W

30 em

Figura 3. Ratas sometidas a la PNF modificada para poder evaluar conductas activas. Se muestran las
tres conductas evaluadas durante la prueba: inmovilidad, nado y escalamiento. Modificado de: Cryan et
al., 2002.

Se tomaron registros del comportamiento de las ratas en un muestreo cada 5

segundos (numero de cuentas).durante los 5 minutos que dura la PNF (60 cuentas en
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total). La prueba fue realizada 4 horas después del inicio de la fase de oscuridad (12:00
pm).
Procedimiento experimental
Con el fin de evaluar la participacion de los receptores 5-HT1a pre y post-sinapticos

en el efecto del 8-OH-DPAT en la PNF se administro tanto al grupo CON como CMI,
via intraperitoneal, un inhibidor de la sintesis de 5-HT; PCPA (via intraperitoneal)
previo a la administracion de 8-OH-DPAT (via subcutanea) en el siguiente esquema:
PCPA (72, 48 y 24 horas antes de la PNF) y 8-OH-DPAT (48, 24 y 1 hora antes de la
PNF), ambos grupos se dividieron como sigue cada uno con una n=7.

e solucion salina (0.1mL)

e 0.25 mg/kg 8-OH-DPAT (0.1mL)

e 100 mg/kg PCPA (1mL)

e 100 mg/kg PCPA + 0.25 mg/kg 8-OH-DPAT (0.1mL)

6.3. Evaluacién del efecto antidepresivo de E2 en la PNF

Para realizar la evaluacién del efecto antidepresivo del E2, a ambos grupos se
les administré un tratamiento cronico de E2 por 14 dias, posteriormente se realizo la
PNF y los grupos CON y CMI se dividieron de la siguiente forma:

e Sham + aceite (0.1mL) (n=7)

e Castrado (ORQ) + aceite (0.1mL) (n=7)

e ORQ + 5 pg de 17B-estradiol (0.1mL) (n=7)

e ORQ + 10 pg de 17B-estradiol (0.1mL) (n=7)
Dosis efectivas tomadas de Martinez-Mota et al., 2008. Al finalizar los tratamientos
todos los grupos fueron sometidos a la PNF. La prueba fue realizada 4 horas después

del inicio de la fase de oscuridad (12:00 pm).

6.4. Andlisis de la motivaciéon sexual en ratas tratadas neonatalmente con CMI.
La secuencia temporal de los experimentos realizados para cumplir con los

objetivos 3 y 4 se observa en la Figura 4. Una semana antes de comenzar el
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experimento, tanto machos CON como CMI fueron sometidos a tres pruebas de
habituacién en la caja de MSI, cada prueba tuvo una duracién de 10 minutos y se
realizaron con una diferencia de 48 h entre cada una. Durante las sesiones de
habituacién las cajas de incentivo se encontraban vacias y entre cada animal
experimental se limpioé cuidadosamente la arena con una solucion de etanol al 70%,
esperando a que este se evaporara completamente antes de iniciar con el
experimento. La prueba comenzo 4 horas después del inicio de la fase de oscuridad
(12:00 pm).

La prueba de MSI consistié de dos sesiones de 10 minutos durante las cuales
se colocé al sujeto experimental en el centro de la arena en condiciones idénticas a la
habituacidén, excepto que las cajas de incentivos contenian una hembra receptiva
(incentivo sexual) o un macho (incentivo social). La posicion de los incentivos se
altern6 en cada sesion para balancear el efecto de la preferencia de lugar. Se registré
el tiempo que la rata experimental pasaba en la cercania de los incentivos (area
relacionada al incentivo) considerando el tiempo a partir de que el animal colocaba dos
patas dentro del area marcada. Se evalué el tiempo que el macho se encontrara en el

area relacionada al incentivo fue contabilizado y calculado con la férmula:

(Tiempo con hembra) = Indice de preferencia

(Tiempo con hembra) + (Tiempo con macho)

Asi a los machos CMI como CON (n=7 por grupo) se evaluaron en condiciones
basales y después de haber sido sometidos a 3 pruebas de CSM (ver descripcién
adelante). La udltima prueba se realiz6 48 h después de que los machos tuvieron

interaccion sexual con la hembra.
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EDAD DE LOS ANIMALES EXPERIMENTALES

Tratamiento Tratamiento hormonal

neonatal

0 g<——>121 84 86 88 90 92 94 101 108 110 112 119-121 140 154 156

Familiarizacién MSI Pruebas de CSM MSI Orquidectomia MSI
con la arena de

motivacion

sexual incentiva

(MSD

Figura 4. La linea de tiempo ilustra la secuencia temporal de eventos en las manipulaciones

experimentales de los animales experimentales desde el nacimiento hasta el tratamiento hormonal.

Prueba de Motivacion Sexual Incentiva

La arena de MSI consta de una caja de acrilico negro (100 x 50 cm, 45 cm de
alto). En dos de sus esquinas posee 2 cajas donde se colocaron los incentivos (25x
15, 25 cm de alto), las cuales se encuentran separadas de la caja principal por una
malla de alambre, de manera que los animales Unicamente puedan escuchar y oler a
los incentivos, dichos incentivos fueron social (macho) y sexualmente relevante
(hembra receptiva). Enfrente de cada caja de los incentivos se encuentra una zona
virtual (25x21 cm) denominada &rea relacionada al incentivo. Para descripcion
detallada del aparato ver Agmo, 2003; Agmo et al., 2004; Spiteri y Agmo, 2006 (Figura
5).

A) B)
100 cm

50 cm

- en an an o 30 cm

Figura 5. Descripcion de caja para Motivacion Sexual Incentiva (MSI). A) Dimensiones de cada uno de
los componentes de la caja. Las areas asociadas a los incentivos se sefialan con lineas punteadas. B)

Caja de MSI conteniendo a los incentivos y al macho experimental.
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Prueba de conducta sexual masculina

Con la finalidad de validar el modelo de depresiéon y analizar el efecto de la
experiencia en la prueba de MSI se realizaron tres pruebas de CSM a ambos grupos
(n=53 para cada grupo). El macho se introdujo en un redondel de plexiglas
transparente con un diametro de 45 cm con piso de aserrin, durante 5 minutos como
habituacion. Posteriormente se introdujo una hembra receptiva, la cual fue tratada
previamente con estradiol (10 pg/0.1 ml 48 horas antes de la prueba) y progesterona
(1 mg/0.1 ml 4 horas antes de la prueba). La prueba tuvo una duracion de 30 minutos
durante los cuales se cuantificaron los siguientes parametros conductuales:
Latencia de monta (LM): tiempo (medido en segundos) transcurrido entre la
introduccién de la pareja de roedores hasta que se presenta la primera monta.
Latencia de intromision (LI): tiempo (medido en segundos) transcurrido desde que la
hembra y el macho entran en contacto hasta la primera intromision.
Latencia de eyaculacion (LE): tiempo (medido en segundos) transcurrido desde la
primera intromision hasta la primera eyaculacion. Indicador del componente ejecutorio.
Intervalo posteyaculatorio o periodo refractario (PR): tiempo (medido en segundos)
transcurrido entre una eyaculacion y el reinicio de la actividad copulatoria, dada por
una monta o una intromision.
Numero de montas (NM): nUmero de veces que se presenta una monta en una serie
eyaculatoria.
Numero de intromisiones (NI): nUmero de veces que se presenta una intromision en
una serie eyaculatoria.
Frecuencia de eyaculacién (FE): nimero de eyaculaciones que se presentan durante
el tiempo total de la prueba.
Hit rate o tasa de aciertos (HR): corresponde al nUmero de intromisiones dividido entre
el nimero de intromisiones mas el nimero de montas que se presentan antes de una

eyaculacion, unidades arbitrarias (UA).

40

—
| —



6.5. Efecto la administracién de E2, E2+DHT, DHT y T en la motivaciéon sexual en
ratas CMI.

Los animales utilizados en el objetivo 2 fueron posteriormente
orquidectomizados (ORQ) y 3 semanas después de la cirugia se comenzaron los
siguientes tratamientos hormonales durante los siguientes 14 dias. Las hormonas
utilizadas fueron suministradas por Sigma Chemical and Co (St. Louis MO, USA).
Testosterona (T; Androstan-17-B-ol-3-ona), 17p-estradiol (E2; (17p)-estra-1, 3, 5(10)-
trieno-3,17-diol), y dihidrotestosterona (DHT; 5a-Androsten-17-3-ol-3-ona). Todos los
animales se alojaron en grupos de 7 individuos, excepto en el grupo sham (n=4). Tanto
los controles como los tratados neonatalmente con CMI se sometieron a los siguientes
tratamientos:

e Sham + aceite (0.1 mL)

e ORQ + aceite (0.1 mL)

e ORQ + 5 pg de 17B-estradiol (0.1 mL)

e ORQ + 10 pg de 17p-estradiol (0.1 mL)

e ORQ + 5 pug de 17B-estradiol (0.1 mL) + 1 mg de DHT (0.1 mL)

e ORQ + 10 pg de 17B-estradiol (0.1 mL) + 1 mg de DHT (0.1 mL)
e ORQ + 1 mgde DHT (0.1 mL)

e ORQ+1mgdeT (0.1 mL)

Al finalizar los tratamientos los machos se sometieron a la prueba de MSI.

6.6. Efecto del tratamiento con CMI sobre las concentraciones séricas de Exy T.

Tanto al grupo CON (n=8) como al grupo CMI (n=10) (sin ninguna otra
manipulacion excepto los tratamientos neonatales) se les realiz6 la cuantificacion de
E2y T mediante la técnica de radioimmunoensayo (RIA). A ambos grupos con 3 meses
de edad se les realizo eutanasia por decapitacion para obtener las muestras de sangre
y posteriormente se obtuvo suero por centrifugacion (1500 rpm por 30 min).

T o0 E2 en suero se midieron usando los kits comerciales TKTT-1 para Ty TKE-

21 para E2 (Diagnostic Product Corporation, CA, Estados Unidos). EI método consiste

41

—
| —



en un RIA con 2 marcado, disefiado para la determinacién cuantitativa de estas
hormonas. El procedimiento se describe brevemente; se utilizaron tubos recubiertos
con anticuerpos (anti-estradiol o anti-testosterona), en donde la hormona marcada con
1251 compite por los sitios de unién al anticuerpo con la hormona presente en la
muestra. Luego de la incubacion, los tubos fueron introducidos en el contador gamma
(Cobra, Packard, Estados Unidos) donde la cantidad de cuentas leidas estan
inversamente relacionadas con la cantidad de hormona presente en la muestra. La
cantidad de hormona presente en la muestra se determind comparando las cuentas

con una curva de calibracion (Martinez-Mota et al., 2008).

6.7. Analisis de la poblacién neuronal y expresion de los receptores a estrogenos
a y B en nucleo del rafé dorsal, hipotdlamo e hipocampo de ratas tratadas con
CMI.

6.7.1. Preparacion de los tejidos para inmunohistoquimica por flotacion.

Los animales de los grupos CON y CMI (n=3, Unicamente con tratamiento
neonatal) con 3 meses de edad fueron anestesiados con un céctel integrado por una
una mezcla de: xylazina [2.5 mg/kg], y ketamina [22 mg/kg] via intraperitoneal y
posteriormente los animales fueron perfundidos por via intracardiaca con solucion
amortiguadora de lavado vascular (pH 7.4) (Ver anexo |Il). Seguida de
paraformaldehido (4%) en solucion amortiguadora de fosfatos salino (phosphate-
buffered saline; PBS) 0.1 M a un pH de 7.4 con una bomba peristéltica (Masterflex,
Vernon Hills, IL, Estados Unidos). Inmediatamente después de la perfusién se
obtuvieron los cerebros y fueron post-fijados en paraformaldehido por 12 horas.
Posteriormente se realizaron cuatro lavados de 30 min en PBS 0.1 M. Al terminar estos
lavados se colocaron en soluciones con concentraciones crecientes de sacarosa (10,
20 y 30%) permaneciendo en cada una, al menos 12 horas o hasta que el tejido
descendiera al fondo de la solucion, durante la infiltracion con sacarosa los tejidos

permanecieron a 4 °C. Finalmente los tejidos fueron embebidos en medio para cortar
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tejido en congelacion (Tissue Tek CRYO-OCT Compound, Sakura, CA, Estados
Unidos) y guardados a -70 °C hasta su utilizacion.

Tanto para el proceso de inmunohistoquimica como la tincion de Nissl se realizaron
cortes coronales seriados de 40 um de grosor en un criostato (CM 1850 UV, Leica
Microsystems, Nussloch GmbH, Alemania); las cuales se lavaron en PBS 0.1 M para
su procesamiento posterior. Se realizaron 18 cortes seriados de cada area divididos
de la siguiente forma (6 cortes, tincion con violeta de cresilo; 6 cortes,

inmuhistoquimica, REa; 6 cortes inmuhistoquimica, RER).

6.7.2. Técnica de Nissl.

Con la finalidad de analizar si el tratamiento neonatal con CMI modificaba el
namero total de neuronas en diferentes regiones cerebrales, cortes seleccionados de
cada una de las areas se montaron en portaobjetos cargados (Kling-on HIER super
charged Slides; Biocare Medical, CA, Estados Unidos) y con medio de montaje de
gelatina (Ver anexo ll), se tifieron con violeta de cresilo (Sigma, St. Louis, MO, Estados
Unidos) durante 20 min. Posteriormente, se enjuagaron con agua destilada y se
dejaron secar al aire. Una vez secas las laminillas se aclararon con xilol y se montaron
con medio permanente (Entellan OB467707, MERCK, Alemania) cubriendo con
cubreobjetos.

Las areas medidas para cada region cerebral evaluada se definieron de acuerdo
con el Atlas esterotaxico de Paxinos y Watson (2005). Cada area se delimito de la

siguiente forma:

Rafé dorsal

En la figura 6 se muestra el area limitada para la medicién de los parametros de
nucleo del rafé dorsal. El area definida como nucleo del rafé dorsal se muestra definido
en rojo en el diagrama. Se realizaron 6 cortes seriados del nucleo del rafé dorsal. A
continuacion se muestran las coordenadas de los cortes seriados utilizados.

Inicio: Interaural 1.56 y Bregma -7.44. Termino: Interaural 0.60 y Bregma -8.40.
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Figura 6. Limites del area seleccionada para realizar las mediciones del nucleo del rafé dorsal.
Diagrama del Atlas esterotaxico de Paxinos y Watson (2005) donde se muestra definida en rojo el area
gue comprende el nacleo del rafé dorsal; figura 95, coordenadas Bregma -7.44 mm (A), seccion de rafé

dorsal tefiida con violeta de cresilo (tincion de Nissl) de un sujeto control (B), (Amplificacion: 10X).

Hipotalamo

Area predptica media (APOm) y ntcleo predptico medial (NPOm)

En la figura 7 se muestra el area definida para la medicion de los diferentes parametros
en el area predptica media (APOm) y en el nucleo predptico medial (NPOm). Las dos
areas evaluadas se muestran definidas en color rojo en el diagrama con una area de
850 000 um? y 880 000 um? respectivamente. A continuacion se muestran las
coordenadas de los cortes seriados utilizados. Se realizaron 6 cortes seriados del
APOmM y del NPOm.

Inicio: Interaural 9.36 y Bregma 0.36. Termino: Interaural 8.28 y Bregma -0.72
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Figura 7. Limites del area seleccionada para realizar las mediciones del area predptica media (APOm)
y nlcleo predptico medial (NPOm). Diagrama del Atlas esterotaxico de Paxinos y Watson (2005) donde
se muestra definida en rojo el area que comprende el APOm y el NPOm; figura 31, coordenadas Bregma
-0.24 mm (A y C), seccion del APOm y del NPOm tefiida con violeta de cresilo (tincion de Nissl) de un

sujeto control (B y D), (Amplificacién: 10X).

Hipocampo

En la figura 8 se muestra el area limitada para la medicion de los diferentes parametros
en hipocampo. Las areas evaluadas CA1l, CA3, hilus y giro dentado se muestran
delimitadas dentro de un rectangulo rojo en el diagrama. Se realizaron 6 cortes
seriados del hipocampo. A continuacion se muestran las coordenadas en los cortes
seriados utilizados.

Inicio: Interaural 5.88 y Bregma -3.12. Termino: Interaural: 4.44 y Bregma -4.56
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Figura 8. Limites de las areas del hipocampo seleccionadas para realizar las mediciones de CA1, CA3,
giro dentado (GD) e hilus. A la izquierda se muestra el diagrama del Atlas esterotaxico de Paxinos y
Watson (2005) donde se muestra definida dentro de recuadros de color rojo las areas que comprenden
CA1l (A), CA3 (C), GD (E) e hilus (G); figura 59, coordenadas Bregma -3.12 mm. A la derecha se
muestran secciones del hipocampo CA1 (B), CA3 (D), GD (F) e hilus (H) tefidas con violeta de cresilo

(tincién de Nissl) de un sujeto control, (Amplificacién: 10X).




6.7.3. Inmunohistoquimica.

Una vez lavados los tejidos con PBS 0.1 M, se procedi6 a bloquear la actividad
de la peroxidadasa enddgena con peroxido de hidrogeno (3 %) durante 10 minutos y
se realizaron dos lavados de 5 minutos cada uno con PBS 0.1 M, posteriormente se
realiz6 un lavado con PBS 0.1 M + Twin 20 al 0.1%. Inmediatamente después, los
cortes fueron incubados durante 2 horas a temperatura ambiente con albumina de
suero bovino (BSA; Sigma) al 5 % en PBS 0.1 M + Twin 20 al 0.1% (BSA+PBS+Twin).
Posteriormente los cortes fueron incubados a 4 °C en BSA+PBS+Twin + el anticuerpo
primario (REa o REB segun el caso):

e REa (anticuerpo policlonal en conejo para RE-a; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, Estados Unidos) dilucion 1:200
e REP (anticuerpo policlonal en conejo para RE-; Santa Cruz Biotechnology,

Dallas, Texas, Estados Unidos) dilucion 1:200.

Después de 72 horas se realizaron cinco lavados de PBS 0.1 M + Twin 20 al
0.1%, cada uno de 5 minutos. Entonces los cortes fueron incubados durante 1 hora a
temperatura ambiente con inmunoglobulinas (Ig) anti-conejo biotiniladas (Biotinilate
linked univeral; Dako, CA, Estados Unidos). Se realizaron tres lavados de 10 min cada
uno con PBS 0.1M y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el
Complejo Estreptavidina-HRP Biotinilada (Streptavidin-HRP; Dako) después de lo cual
se realizaron tres lavados de 10 min cada uno con PBS 0.1M. El revelado del marcaje
inmunohistoquimico se realizé con diaminobenzidina (DAB; Dako) durante 2 minutos
aproximadamente, se detuvo la reaccion con agua destilada y se realizaron 3 lavados
de 5 minutos con agua destilada para eliminar los restos de DAB. Finalmente los cortes
fueron montados en portaobjetos cargados y con medio de montaje de gelatina (Ver
anexo Il) y posteriormente con medio permanente (Entellan OB467707; MERCK). Los
cortes fueron observados por microcopia de luz en un microscopio (DMLS, Leica

Microsystems) a un aumento de 10X y se determin6 el nUmero de neuronas positivas.
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6.7.4. Determinacion morfométrica

Las laminillas fueron observadas con un microscopio de luz (DMLS, Leica
Microsystems, Nussloch GmbH, Alemania) acoplado a una camara digital (DFC 300FX
Leica Microsystems, Nussloch GmbH, Alemania). El tamafio del &rea y la densidad
optica (D.O) se evaluaron a traves del programa de analisis de imadgenes (Metamorph,
version 4.5; Molecular Devises, Downington, PA, Estados Unidos). Mientras que el
conteo de las células totales tefiidas con violeta de cresilo (tincion de Nissl) y de las
células inmunorreactivas a REa y RE se realiz6 de manera manual. El area de cada
region evaluada fue medida a un aumento de 10X y el conteo de células se realiz6 a
40X. La densidad celular total con tincibn de Nissl y el niamero de células
inmunorreactivas a REa y REB fueron expresadas en 10 000 pum? (calculado del
namero de células contadas en relacion al area de la cual estas fueron contadas).
Estudios previos han mostrado que las mediciones de D.O reflejan cambio en la
expresion de proteinas paralelos a aquellos obtenidos utilizando un ensayo de
medicidn de proteinas bioquimico como el Western blot (Mufson et al., 1997). Por lo
tanto, en estas mismas células la D.O fue expresada como unidades arbitrarias de
D.O.
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6.8. Analisis estadistico

Para comparar los tiempos de inmovilidad en la PNF se realiz6 una ANOVA
factorial (2 x 2 x 2) donde los factores fueron el tratamiento neonatal (CON vs. CMI),
tratamiento con PCPA (salina vs. PCPA) y tratamiento con 8-OH-DPAT (salina vs. 8-
OH-DPAT) con una significancia de p<0.05 y p<0.01.

En el caso del andlisis de la motivacion sexual incentiva en niveles basales y con
tratamientos hormonales se analiz6 mediante Kruskal-Wallis seguido de prueba de
Bonferrioni con ajuste de Dunn, valores de p<0.05 fueron considerados como
significativos.

Los porcentajes de machos que despliegan montas intromisiones y eyaculaciones, asi
como los parametros de CSM se evaluaron medio de una prueba de X2, con una
significancia de p<0.05 y p<0.01.

Para analizar las concentraciones séricas de Ez, T; la densidad celular y la D.O de los
REs se realizé una prueba de t de Student para grupos independientes, con una

significancia de p<0.05.

49

—
| —



7. RESULTADOS
7.1. Analisis de la funcién de los receptores 5-HT1a pre y post-sinapticos en la PNF.
En la Figura 9 se muestra el analisis de la participacion de los receptores pre y
post-sinapticos en el efecto inducido por 8-OH-DPAT en la PNF evaluado a través del
blogueo de la sintesis de 5-HT provocado por el pre-tratamiento con PCPA. La
administracion neonatal de CMI induce un aumento de la inmovilidad y disminucién de
la conducta de escalamiento (p<0.05). El tratamiento con 8-OH-DPAT disminuyo la
conducta de inmovilidad, asi mismo incremento la conducta de nado (p<0.01) sin
alterar el escalamiento en ninguno de los grupos. Por otro lado, el tratamiento con
PCPA no generé cambios significativos en las conductas evaluadas en la PNF. El
pretratamiento con PCPA no altero significativamente las acciones de 8-OH-DPAT en

las conductas desplegadas en la PNF.
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Figura 9. Efectos del pre-tratamiento con paraclorofenilalanina (PCPA) y la administracién de 8-OH-DPAT sobre la

prueba de nado forzado (PNF) en ratas tratadas neonatalmente con CMI (n=7). El pretratamiento con PCPA no
altera el efecto de la administracion de 8-OH-DPAT en ninguno de los parametros conductuales evaluados. Media
+ E.E.M, ANOVA factorial *p< 0.05, ** p< 0.01 vs CMI salina; + p< 0.05, ++ p< 0.01 vs CON salina.
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7.2. Evaluacion del efecto antidepresivo de E, en la PNF

Con respecto al efecto de E2 en la PNF, se observa en la Figura 10. Tanto el
tratamiento neonatal con CMI como la orquidectomia produjeron un incremento de la
inmovilidad la cual se acompafio de una disminucion en la conducta de nado (p<0.01).
Por otro lado, la administracion de 5 pg de E2 en ratas neonatalmente tratadas con
CMI indujo una disminucion de la conducta de inmovilidad e incremento de la conducta
de nado (p<0.05). En contraste, la dosis de 10 pg provoco una disminucion de la
conducta de inmovilidad ademas de aumentar la conducta de nado en los grupos CON
(p<0.05) y CMI (p<0.01) comparado con los grupos SHAM. Con ningun tratamiento se

observaron cambios significativos en la conducta de escalamiento.
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Figura 10. Efecto de la administracion de 17f3-estradiol (E2) sobre las conductas en la prueba de nado forzado
(PNF) (n=7). El tratamiento con 5 pg de E2 disminuye la inmovilidad incrementando el nado de forma significativa
en el grupo tratado con clomipramina (CMI). La dosis de 10 pg disminuye la inmovilidad incrementando la conducta
de nado en ambos grupos. Media + E.E.M, ANOVA de una via seguida por la prueba de Newman Keuls *p< 0.05,
** n< 0.01 vs CMI salina; + p< 0.05, ++ p< 0.01 vs CON salina; & p< 0.01 vs castrado (ORQ).
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7.3. Analisis de la motivacion sexual en ratas tratadas neonatalmente con CMI

Los efectos del tratamiento neonatal con CMI sobre la motivacion sexual en
ratas adultas con y sin experiencia sexual previa se muestran en la Figura 11. Se
observa que la motivacién dirigida al incentivo sexual se ve disminuida por efecto del
tratamiento neonatal con CMI (p<0.05), dado que el macho pasa el mismo tiempo en
el area asociada al incentivo sexual que con el social. Por otro lado, la experiencia
sexual (tres pruebas de CSM) incrementan la motivacion sexual en ratas del grupo
CON (p<0.05), sin embargo, no produce efecto significativo en la motivacion sexual

del grupo tratado con CMI.

1
0.9
0.8
0.7
0.6

0.5

0.4

0.3

Indice de preferencia (UA)

0.2

0.1

CON CON+CSM CMI CMI+CSM

Figura 11. Efecto de la interaccién sexual sobre la motivacién en la prueba de motivacion sexual incentiva en ratas
tratadas con clomipramina (CMI) (n=7). La conducta sexual masculina (CSM) aumenta la motivacion sexual en el
grupo tratado neonatalmente con solucion salina (CON), pero no modifica la reducida motivacion sexual observada
en el grupo CMI. Unidades arbitrarias (UA). Media = EEM. Kruskal-Wallis seguida de Bonferrioni con ajuste de
Dunn; * p <0.05 vs CON; + p <0.05 vs grupo CON + CSM.
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El porcentaje de machos que desplegaron las conductas de monta, intromision
y eyaculacion durante la tercera prueba de CSM se observa en la figura 12. El
tratamiento neonatal con CMI no altera significativamente el porcentaje de machos que
despliegan montas, sin embargo, disminuye el porcentaje de machos que realizan
intromisiones, ya que; unicamente el 40% de machos tratados con CMI presento esta
conducta (p<0.01). De un modo similar solo 10% de los animales tratados con CMI
presentd el patron de eyaculacion (p<0.01). Esto se vio reflejado en el nimero de
eyaculaciones (2.7 vs 1.5) en estas ratas.

Con respecto a los patrones copulatorios (Tabla 1) tnicamente se muestran los
resultados de los machos que presentaron los tres parametros de CSM, es decir que
montaron, realizaron intromisiones y eyacularon (51 machos CON y 5 machos tratados
con CMI), el tratamiento neonatal con CMI, indujo un incremento significativo en las
latencias de monta e intromision (p<0.05), llegando en el caso de la latencia de monta
a 279.4 £ 55.1 segundos en machos CMI comparada con 9.2 + 1.0 presentado por los
machos CON y una latencia de intromisién de 283.2 £ 65.7 en promedio para el grupo
tratado con CMI comparada con 12.6 + 1.4 presentados por los machos tratados con

solucién salina.
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Figura 12. Porcentaje de machos tratados neonatalmente con clomipramina (CMI) que presentan montas,

intromisiones y eyaculaciones en la tercera prueba de conducta sexual masculina (CSM) (n=53). El tratamiento con

CMI en la etapa neonatal provocé una disminucion en el porcentaje de individuos que presentaron intromisiones y

eyaculaciones pero no alter6 el porcentaje de machos que montan. X2, Media + E.E.M, ** p< 0.01 vs grupo tratado

neonatalmente con solucion salina (CON).

Tabla 1. Pardmetros copulatorios de machos tratados neonatalmente con CMI presentados en su
tercera prueba de CSM. X?, Media + E.E.M, * p< 0.05 vs grupo CON.

FE LM L1 (seg) LE (seg) | NM NI HR (UA) PR (seg)

(seg)

CON n=51 n=53 n=53 n=51 n=51 n=51 n=51 n=51

(n=53) | 27+0.1 |92 +|126+14 |4574 =+ |7x£076 | 125 0.67+0.02 | 380.4 +
1.0 48.9 0.8 24.6

CMI n=5 n=45 n=21 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

(n=53) | 1.5£0.25 | 2794 £ | 283.2 + | 904 +]11.2 8.2+1.8 |052+£0.07 | 332.7 +
55.1* 65.7 * 225.7 3.9 459

Abreviaturas: FE= frecuencia de eyaculacion, LM= latencia de monta, LI= latencia de intromision, LE=latencia de

eyaculacion, NM= nimero de montas, NI= nimero de intromisiones, HR= hit rate o tasa de aciertos, PR= periodo

refractario, UA=unidades arbitrarias.
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7.4. Efecto la administracion de E», Ex+DHT, DHT y T en la motivacién sexual en ratas
CMLI.

La Figura 13 muestra el efecto de la CSM sobre la motivacion sexual en
animales CON y CMI castrados, tratados con hormonas sexuales. La castracion (ORQ
+ aceite, n=4 por grupo) disminuye la motivacion sexual en ambos grupos (p<0.05),
asi mismo se observa que la administracion de DHT no logro restablecerla. La
administracion de Ez2 y E>+DHT restaur6 los niveles de motivacién sexual en ambos
grupos CMI (p<0.05) y CON incrementandolos a niveles similares de machos CON
SHAM. Sin embargo, el tratamiento con T Unicamente restablecié dicha motivacién en

el grupo CON. (Grupos sham y tratados con hormonas, n=7 por grupo).
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Figura 13. Efecto de la administracién de diversas hormonas gonadales en la motivacion de incentivo sexual de
ratas tratadas con clomipramina (CMI). Tanto la combinacion de 173-estradiol (Ez2) + dihidrotestosterona (DHT) y la
dosis de 10mg de E2 restablecieron la motivacion sexual alterada por el tratamiento neonatal con CMI. UA: unidades
arbitrarias. Media + EEM; prueba estadistica de Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Bonferrioni con ajuste de
Dunn; *p<0.05, **p <0,001 vs CON sham; +p<0.05, ++p <0.001 vs CMI sham.

55

—
| —



7.5. Efecto del tratamiento con CMI sobre las concentraciones séricas de T y Eoa.
El tratamiento con CMI no produjo efecto significativo sobre las concentraciones
séricas de T y Ez2 (Tabla 2), se observa que las ratas tratadas con CMI presentan

niveles hormonales similares al grupo CON.

Tabla 2. Niveles séricos de testosterona (T) y 17B-estradiol (E2) en machos tratados neonatalmente con
clomipramina (CMI) cuantificados por radioinmunoanalisis (RIA). El tratamiento con CMI no modificd los
niveles hormonales. Media = EEM; t de student; *p<0.05 vs grupo tratado neonatalmente con solucion
salina (CON).

17pB-estradiol Testosterona ng/ml
pg/ml
CON 7.808 £ 1.96 1.2548 + 0.083
n=8
CMI 7.452 +2.28 1.6493 +£0.1024
n=10

7.6. Analisis de la poblacion neuronal y expresion de los receptores a estrogenos a'y

B en nucleo del rafé dorsal, hipotalamo e hipocampo de ratas tratadas con CMI.

A. Evaluacion de la poblacion neuronal

La evaluacion de la poblacién neuronal con la técnica de Nissl, en diferentes
regiones cerebrales de ratas tratadas con CMI se observa en las Tablas 3, 4 y la figura
14. La administracion de CMI en la etapa neonatal no altero significativamente el
namero de neuronas en ninguna de las areas evaluadas en comparacion con el grupo
CON.
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Tabla 3. Niumero de neuronas totales en las diferentes regiones cerebrales evaluadas en ratas tratadas
neonatalmente con CMI. No se observan cambios significativos en el nimero de neuronas
contabilizadas por region analizada para rafé, APOm y NPOm. Media + EEM; t de student; *p<0.05 vs
grupo CON. Abreviaturas: APOm (area preoptica media), NPOm (nucleo predptico medio), GD (giro
dentado).

Rafe dorsal APOm NPOm
Densidad celular | Densidad celular | Densidad celular
(10 000 pm?) (10 000 pm?) (10 000 pm?)
CON 15.80 = 1.07 19.97+1.18 16.92 £ 2.57
CMI 15.76 £ 0.21 16.40 + 1.48 13.56 £ 0.93

Tabla 4. Namero de neuronas totales en diferentes areas del hipocampo evaluadas en ratas tratadas
neonatalmente con CMI. No se observaron cambios en el niUmero de neuronas contabilizadas por region
analizada. Media = EEM,; t de student; *p<0.05 diferente de grupo CON.

CAl CA3 Hilus GD
Densidad celular | Densidad celular | Densidad celular | Densidad celular
(10 000 pm?) (10 000 pum?) (10 000 pm?) (10 000 pm?)
CON 82.32+1.74 93.90+25 59.18 +1.5 191.23+4.9
CMI 81.83+1.96 89.45+19 5492 + 3.6 19795+ 2.8
()




Rafe
dorsal

Figura 14. Ver pagina siguiente. Barra de calibracion: 200 pm. Amplificacion: 10X.
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Figura 14. Fotomicrografias de secciones coronales de tejido que muestran la densidad neuronal en las diferentes
areas evaluadas en ratas tratadas con clomipramina (CMI). El tratamiento neonatal con CMI (B, D, F, H, J, L y N)
no produce cambios significativos en el nimero de neuronas totales de las regiones evaluadas con respecto al
control (A, C, E, G, I, Ky M). Secciones tefiidas con técnica de Nissl. Media + EEM; t de student; *p<0.05 diferente
de grupo CON. Barra de calibracién: 200 um. Amplificacion: 10X. Abreviaturas: GD=giro dentado.

59

—
| —



B. Evaluacion por inmunohistoquimica de la expresion de REa y RE

Nucleo del rafé dorsal

El efecto del tratamiento con CMI sobre la expresion de los REa y REB en el
nucleo del rafé de ratas adultas se observa en la Tabla 5 y la Figura 15. La
administracién neonatal de CMI indujo una disminucion en la expresion del RER
medido a través de la D.O, asi como una disminucion en el numero de células que

expresan dicho receptor (p<0.05).

Tabla 5. Analisis de la expresion de los receptores REa y REB en el nucleo del rafé dorsal de ratas
tratadas con clomipramina (CMI). El tratamiento con CMI provoco la disminucion en la expresion de RE
asi como un decremento el nUmero de neuronas que lo expresan. Media + EEM; t de student; *p<0.05

diferente del grupo CON.

REa REp

D.O Densidad celular D.O. Densidad celular
Unidades arbitrarias (10 000 pm?) Unidades arbitrarias (10 000 pm?)
CON 0.0595 + 0.0045 5.25 +0.38 0.0363 £ 0.008 13.70+0.31
CMI 0.0575 + 0.0083 4.09+0.74 0.0296 + 0.0088* 10.05 + 0.56*

60

—
| —



RE-a

RE-f

Figura 15. Inmunorreactividad a REa y RE( en secciones coronales del nicleo del rafé dorsal de ratas tratadas neonatalmente
con clomipramina (CMI). La administracién neonatal de CMI produce en la edad adulta una disminucion de la expresion del
receptor REB en nucleo del rafé (C y D), sin que se observen cambios significativos en la expresion del REa (A y B). Media +
EEM; t de student; *p<0.05 diferente de grupo CON. Amplificacion: 10X. Barra de calibracion: 200 pm. Los insertos muestran
inmunorreactividad (marcada con flechas) a un aumento de 40X.

Area preodptica media (APOm) y nucleo predptico medio (NPOm)

La expresion de REa y REB por inmunohistoquimica en el area preodptica media
(APOm) y el nacleo predptico medio (NPOm) se observa en la Tabla 6 y Fig. 16. En
cuanto al APOm se observa que la administracién de CMI no modifica de manera
significativa la expresion de REa y REB (Fig. 16A). Sin embargo, en el NPOm el

tratamiento neonatal con CMI provoca un incremento significativo en la expresion de




REa y REB, asi como en el nUmero de neuronas que expresan estos receptores
(p<0.05; Tabla 4 y figura 16B).

Tabla 6. Inmunorreactividad a REa y REB en el predptica media (APOm) y el nacleo predptico medio
(NPOm) de ratas neonatalmente tratadas con clomipramina (CMI). El tratamiento con CMI no produce
cambios significativos en la expresion de los REa y REB ni en el nUmero de neuronas que expresan
ambos receptores. Sin embargo, la administracion de CMI produce incremento en la expresion de REa
y REB en NPOm. Media + EEM,; t de student; *p<0.05 diferente de grupo CON.

REo REp
D.O Densidad D.O Densidad
Unidades celular (10 000 Unidades celular (10 000
arbitrarias um?) arbitrarias um?)
APOm | CON 0.0376 = 0.0079 1.89+£0.52 0.0949 +0.014 5.00+£0.3
CMI 0.0437 +0.0145 1.76 £0.37 0.0936 + 0.0245 5.65+0.4
NPOm | CON 0.0198 + 0.0023 146 +£0.32 0.0348 + 0.0077 2.60+0.2
CMI 0.0633 £ 0.0011* 2.89+04* 0.0541 + 0.0045* 5.17 £ 0.6*
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Figura 16. Inmunorreactividad a receptor a estrégenos a (REa) y receptor a estrégenos 3 (REB) en secciones coronales del
predptica media (APOm) y el ndcleo predptico medio (NPOm) de ratas tratadas neonatalmente con clomipramina (CMI). La
administracion de CMI no altera significativamente la expresion REs APOm (A, B, C y D). El tratamiento neonatal con CMI induce
un incremento en la expresion de REa (E 'y F) y REB (G y H) en el NPOm. Media + EEM,; t de student; *p<0.05 diferente de grupo
CON. Amplificacion: 10X. Barra de calibracién: 200 pm. Los insertos muestran inmunorreactividad (marcada con flechas) a un
aumento de 40X.




Hipocampo

La tabla 7 y las figuras 17 y 18 muestran la expresion de REa y REB en

diferentes regiones del hipocampo (CA1, CA3, GD e Hilus del giro dentado) de ratas

tratada con CMI. El tratamiento neonatal provoca una disminucion de los REB en la

region CA3 (p<0.05) unicamente, tanto la expresion de REa y REB en otras areas no

se vio alterado por el tratamiento con CMI.

Tabla 7. Inmunorreactividad a REa y RE en NPOm de ratas neonatalmente tratadas con clomipramina

(CMI). La administracién de CMI no produce cambios en la expresién de REa en ninguna de las regiones

evaluadas. El tratamiento neonatal provoca una disminucion de los REB en la regién CAS3 sin que se

afecte significativamente la expresion de este receptor en otras regiones del hipocampo. Media + EEM,;
t de student; *p<0.05 diferente de grupo CON.

REa REp
CAl
D.O Densidad celular D.O Densidad celular
Unidades (10 000 um?) Unidades (10 000 um?)
arbitrarias arbitrarias
CON 0.0903 + 0.0083 25.3%0.3 0.0463 = 0.0059 24.04 £ 0.61
CMI 0.0854 = 0.0094 248+0.1 0.0474 £ 0.0011 23.51+0.31
CA3
CON 0.0953 £ 0.011 16.2+£0.2 0.0654 0.004 15.02+ 0.9
CMI 0.0834 £ 0.048 15.9+£0.35 0.04 £ 0.002* 10.28 = 0.44*
Hilus
CON 0.0853 = 0.067 95+05 0.0518 = 0.004 145+0.99
CMI 0.0855 = 0.0015 99+04 0.042 + 0.006 12.24 +0.89
GD
CON 0.081 + 0.0076 338+0.1 0.0622 + 0.006 37.31+0.7
CMI 0.0908 0.0068 343+0.8 0.0584 + 0.006 35.39+0.68
()
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GD

Figura 17. Fotomicrografias de secciones coronales de diferentes regiones del hipocampo de ratas tratadas neonatalmente con
clomipramina (CMI), donde se observa la inmunorreactividad a receptor a estrogenos a (REa). El tratamiento neonatal no provocé
cambios significativos en la expresion del receptor en ninguna de las regiones hipocampales analizadas. Media + EEM; t de
student; *p<0.05 diferente de grupo CON. Barra de calibracion: 200 pm. Amplificacién: 10X. Los insertos muestran

inmunorreactividad (marcada con flechas) a un aumento de 40X.
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Figura 18. Inmunorreactividad a receptor a estrégenos 3 (REB) en secciones coronales de diferentes regiones del hipocampo de
ratas tratadas neonatalmente con clomipramina (CMI). El tratamiento neonatal con CMI provoca una disminucién en los RE( en
CA3 comparado con el grupo CON. Media + EEM; t de student; *p<0.05 diferente de grupo CON. Amplificacién: 10X. Barra de
calibracion: 200 pm. Amplificacion: 10X. Los insertos muestran inmunorreactividad (marcada con flechas) a un aumento de 40X.




8. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo muestran que el efecto antidepresivo de 8-
OH-DPAT no se altera por el bloqueo de la sintesis de 5-HT por medio de la
administracion de PCPA. Por otro lado el tratamiento neonatal con CMI afecta el
despliegue conductual en la PNF, incrementando la inmovilidad y disminuyendo la
conducta de nado, alteraciones que se ven revertidas por la administracion de Ez. Asi
también la administracion de CMI provoca una disminucion en la motivacion sexual, la
cual se ve revertida por la administracion de E2 + DHT. Por otro lado, el tratamiento
neonatal con CMI no produce cambios en las concentraciones séricas de T y E2. Asi
también, el tratamiento con CMI induce una disminucioén en la expresion de los RE
en nucleo del rafe dorsal y region CA3 del hipocampo que se acompafia de un aumento

en la expresion de REa y REB en NPOm.

8.1. Modelo de depresion inducido neonatalmente por CMI

El modelo de depresiéon inducida neonatalmente por CMI muestra diferentes
alteraciones conductuales que semejan signos de la depresion, entre las que se
encuentran disminucion en la busqueda de conductas recompensantes como
decremento en la ingesta de alimento (Neill, 1990; Vogel et al., 1990c) y de la conducta
sexual masculina (Neill, 1990; Vogel et al., 1996; Bonilla-Jaime et al., 1998; Bonilla-
Jaime et al.,, 2003b), asi también, presentan un incremento de la conducta de
inmovilidad en la PNF, la cual se acompafa de una disminucion de las conductas
activas principalmente la conducta de nado (Velazquez-Moctezuma y Diaz-Ruiz, 1992;
Bonilla-Jaime et al., 1998; Vazquez-Palacios et al., 2005; Limon-Morales et al., 2014),
como se muestra en nuestros resultados. En este sentido, las alteraciones en el
despliegue de las conductas en la PNF nos ofrecen indicios de qué sistemas de
neurotransmision podrian ser afectados por el tratamiento neonatal con CMI. Un
incremento en la inmovilidad y disminucién de la conducta de nado (patrén de
respuesta observado en ratas CMI) se ha relacionado con una disminucion en la

actividad del sistema serotoninérgico (Vazquez-Palacios et al., 2005). Diferentes
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evidencias muestran que en la PNF, diferentes clases de antidepresivos administrados
a ratas adultas inducen una disminucion de la inmovilidad y la evaluacion de esta
conducta se acompafia de la evaluacibn de las conductas activas: nado y
escalamiento. Dichas conductas activas se modifican en respuesta a diferentes tipos
de farmacos antidepresivos (Detke et al., 1995). Estas modificaciones conductuales
observadas en la PNF, en respuesta a diferentes clases de antidepresivos, permiten
suponer el posible mecanismo por el cual podrian estar ejerciendo su efecto. Asi,
farmacos que incrementan la actividad del sistema serotoninérgico, como los
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (fluoxetina y sertralina),
disminuyen la conducta de inmovilidad incrementando selectivamente la conducta de
nado; mientras que farmacos inhibidores de la recaptura de NA incrementan la
conducta de escalamiento. Por lo cual se puede deducir que el tratamiento neonatal
con CMI provoca las diferentes alteraciones conductuales a través de alterar al sistema
serotoninérgico.

En este sentido diferentes estudios muestran que las ratas tratadas
neonatalmente con CMI presentan una disminucion en los niveles de 5-HT en areas
como: corteza, hipotalamo, septum e hipocampo (Feenstra et al., 1996; Vijayakumar y
Meti, 1999) y un incremento en el metabolismo de la 5-HT en el tallo cerebral (Hilakivi
et al., 1995). Al mismo tiempo se ha reportado una disminucién en la expresién del
transportador de la 5-HT en el ndcleo del rafé dorsal (Hansen y Mikkelsen, 1998) y una
disminucién de la tasa de disparo neuronal en este nucleo (Yavari et al.,, 1993),
recientes estudios en nuestro laboratorio muestran que el tratamiento neonatal con
CMI provoca una disminucion en el ARNm del receptor 5-HT1a en ndcleo del rafé y un
incremento en hipotadlamo e hipocampo (Limén-Morales et al., 2014a). Dicha evidencia
sustenta el hecho de que el tratamiento neonatal con CMI afecta principalmente al
sistema serotoninérgico.

La 5-HT esta implicada en la regulacion y adecuado despliegue de conductas
como ingesta de alimento, saciedad, conducta sexual, ciclos suefio-vigilia, estado de
animo y agresion entre otras (Curzon, 1988). En ratas, las neuronas serotoninérgicas

del tallo cerebral son las primeras neuronas en diferenciarse y juegan un papel clave
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en la regulacién de la neurogénesis (Azmitia, 2001). Los cuerpos celulares del rafé se
proyectan con amplitud a lo largo del sistema nervioso central. La 5-HT ademas de
actuar sobre las neuronas adyacentes también es capaz de pasar por difusion a travées
de los tejidos y viajar por la circulacion participando como neuromodulador en el
desarrollo. En el SNC la 5-HT puede regular la diferenciacion de progenitores neurales,
alterar el desarrollo cerebral, perfeccionar la formacién de circuitos neuronales,
promover la sobrevivencia neuronal, estimular a astrocitos a secretar factores troficos
como el S100B, modular la direccién de axones y actuar como un neuromodulador de
sinapsis y circuitos (Lauder, 1990; Trakhtenberg y Goldberg, 2012) y actuar como una
sefal en la proliferacién, diferenciacion y apoptosis celular (Azmitia, 2001). Cuando se
han formado las neuronas serotoninérgicas, estas se proyectan hacia regiones como
el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal. Esto se lleva a cabo entre el dia
embrionario (E) 14.5 y posnatal (P) 0. Desde E14 al E15 el transportador de 5-HT
también se expresa transitoriamente en neuronas talamo-corticales y en las areas
sensoriales. Esta expresion transitoria, que puede servir para dirigir procesos de
desarrollo, desaparece dos semanas después del nacimiento en roedores (Yavarone
et al., 1993).

En el presente trabajo, la administracion de CMI, un inhibidor de la recaptura de
5-HT en el periodo critico de desarrollo (del dia P12 al P20), parece alterar la
maduraciéon del sistema serotoninérgico, por consiguiente afectara su funcion en el
neurodesarrollo, dando como resultado las diferentes alteraciones fisiolégicas y
conductuales observadas en la edad adulta en el modelo de depresion (Vogel et al.
1990c), viéndose afectado el despliegue conductual en el patron copulatorio (Feng y
Vogel, 2001) y de la PNF (Velazquez-Moctezuma y Diaz-Ruiz, 1992; Vazquez-
Palacios, et al. 2005) entre otras. Se ha observado que durante el desarrollo, los
niveles de 5-HT y del ARNm de la TPH se incrementan hasta 35 veces en el nucleo
de rafé dorsal entre los dias P18 y P22. En el caso del transportador de 5-HT, como
de diferentes receptores serotoninérgicos, se observan un incremento en sus niveles
desde etapas perinatales hasta alcanzar los niveles de un individuo adulto

aproximadamente durante la tercera semana de vida posnhatal, periodo que se ha
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relacionado fuertemente con la aparicién de la sinaptogénesis (Igvy-May et al., 1994;
Jacobs y Azmitia, 1992). Se ha propuesto que los receptores 5-HT1a ubicados en la
glia influyen sobre el neurodesarrollo por estimulacion de la liberacion del factor
neurotréfico S-100B, una proteina que modula la diferenciacion de neuronas
neocorticales y serotoninérgicas (Whitaker-Azmitia, 1991). Asi, se ha observado que
manipulaciones de este sistema de neurotransmision en la etapa neonatal provoca
deficiencias en el crecimiento neuronal, la sinaptogénesis, la maduracion de otros
sistemas de neurotransmision y finalmente sobre la conducta de la rata adulta
(Whitaker-Azmitia y Azmitia, 1986; Whitaker-Azmitia, 1991). En este contexto, la
administracion de pargilina (inhibidor no especifico de la MAO) sobre un cultivo de
neuronas serotoninérgicas a los dias P14-P18 de vida posnatal, inhibe el crecimiento
de dichas neuronas (Whitaker-Azmitia y Azmitia, 1986), ademas la inhibicion en la
produccion de 5-HT en roedores durante la etapa neonatal por medio de la
administracion de PCPA induce una disminucion permanente en la densidad de
espinas dendriticas en el giro dentado del hipocampo (Yan et al., 1997), generando
una disminucion en la sinaptogénesis lo que provoca un severo déficit cognitivo en la
edad adulta (Mazer et al., 1997). Ademas, se ha observado que la presencia de 5-HT
mejora la sobrevivencia de las neuronas y acelera la diferenciacion y mielinizacion de
axones (Jacobs y Azmitia, 1992). La 5-HT también puede ejercer un efecto inhibitorio,
limitando el crecimiento de conos sinapticos y la ramificacion de axones (Jacobs y
Azmitia, 1992). La 5-HT también inhibe su propio crecimiento, pero en este caso a
través de una ruta mas directa, por la presencia de receptores serotoninérgicos en las
terminales (Para revision ver: Whitaker-Azmitia, 2001). El receptor mas probable para
desempefiar este papel es la 5-HTis, sin embargo el mecanismo por el que realiza
esta funcion ain no se conocen.

Dado que como ya se menciono la 5-HT promueve el crecimiento de las
neuritas, la sinaptogénesis, la diferenciacién/organizacion, la neurogénesis
dependiente de la regidn o de la presencia de diferentes receptores serotoninérgicos.

Por lo que es concebible que los cambios en los niveles de 5-HT debido a la inhibicion
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de SHTT por la administracion de ISRS como lo es CMI puedan tener un impacto
importante en el neurodesarrollo (Para revision ver: Kepser y Homberg, 2014).

8.2. Analisis de la funcién de los receptores 5-HT1a pre y post-singpticos en la PNF.

Los presentes resultados muestran que de 8-OH-DPAT disminuye la conducta
de inmovilidad e incrementa la conducta de nado, efecto que no es bloqueado por el
pre-tratamiento con PCPA indicando que el efecto antidepresivo de 8-OH-DPAT es
mediado por el receptor 5-HT1a post-sinaptico, ya que no se altera por el bloqueo de
la sintesis de 5-HT por medio de PCPA. Dichos resultados contrastan con estudios
realizados por Cervo y Samanin (1990), quienes mostraron que la administracion de
PCPA inhibe el efecto antidepresivo de 8-OH-DPAT en la PNF, concluyendo que es el
receptor presinéptico el responsable de dicho efecto. Las diferencias en los resultados
obtenidos podrian deberse a los diferentes esquemas de administracion utilizados
dado que dicho grupo de trabajo utiliza un esquema de administracion crénico para 8-
OH-DPAT y uno subagudo para PCPA. A este respecto trabajos de Kinney y cols.
(1998) muestran que el efecto antidepresivo de 8-OH-DPAT depende del esquema de
administracion utilizado y que bajo un esquema crénico el 8-OH-DPAT induce un
incremento en la duracion de la respuesta antidepresiva de un modo similar a los
farmacos antidepresivos (Kinney et al., 1998).

Por otro lado, actualmente es ampliamente aceptado que la administracion de
diferentes agonistas del receptor 5-HTia (8-OH-DPAT, buspirona, indorenato e
ipsapirona) a animales intactos induce un marcado efecto antidepresivo en la PNF
(Lucki y Wieland, 1990), provocando un efecto muy similar al producido por ISRS al
reducir la inmovilidad e incrementar el nado. Aunado a ello reportes previos indican
que el agonista selectivo del receptor 5-HTia, 8-OHDPAT, posee un efecto
antidepresivo en algunos modelos animales de depresion como son la prueba de
desamparo aprendido y la PNF (Martin et al 1990; Martinez-Mota et al., 2002; Lucki y
Wieland, 1990). Sin embargo, farmacos como el 8-OH-DPAT reducen la inmovilidad

en un plazo mucho menor y con una magnitud mucho mayor que los ISRS, por lo que
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ha sido propuesto como un antidepresivo de accion rapida (De Vry et al., 2004).
Previos estudios realizados por nuestro laboratorio revelan que las alteraciones
conductuales en la PNF provocadas por el tratamiento neonatal con CMI se logran
revertir con la administracion de un agonista del receptor 5-HT1a (8-OH-DPAT) el cual
disminuye significativamente la inmovilidad e incrementa la conducta de nado (Limén-
Morales et al., 2014a), posiblemente a través de desensibilizar el receptor 5-HT1a, lo
cual como se mencion6 anteriormente desinhibe el disparo neuronal, incrementando
la transmision serotoninérgica (Stahl, 1998).

Existe una controversia acerca del papel de los receptores pre y postsinapticos
en el efecto antidepresivo de agonistas del receptor 5-HT1a. Algunos reportes indican
que los receptores 5-HT1a presinapticos se desensibilizan ante la activacion sostenida
por agonistas, sin embargo los receptores postsinapticos permanecen normosensibles
(Blier y Montigny, 1990), indicando que podrian ser los receptores presinapticos los
responsables del efecto antidepresivo del 8-OH-DPAT cuya accién sobre dichos
receptores los desensibiliza, dando como resultado un incremento de la liberacién de
5-HT por parte del nucleo del rafé hacia las terminales sinapticas (corteza, hipocampo,
hipotalamo, etc.). Sin embargo, existen otros estudios que se contraponen. Datos
preclinicos indican que el efecto antidepresivo de los agonistas de los receptores 5 -
HT1a es mediado por los receptores 5-HT1a postsinapticos, mientras que el efecto
ansiolitico es mediado por los receptores 5 -HT1a presinapticos (para revision ver: De
Vry, 1995). Lo cual se deduce de mdltiples estudios que utilizan diferentes entre otras
metodologias la micro-inyeccion intracerebral. Estos trabajos apoyan la idea de que se
requiere de la integridad de la neurotransmision serotoninérgica en la presinapsis
(nucleo del rafé) para lograr activar a los receptores postsinapticos probables

responsables del efecto antidepresivo (Schreiber y De Vry 1993; De Vry et al, 2004).

8.3. Efecto antidepresivo de E2 en la PNF

Por otro lado, diferentes grupos de investigacion han reportado que compuestos

estrogénicos como el E2 y EE2 poseen efecto antidepresivo en la PNF reduciendo
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significativamente la conducta de inmovilidad e incrementando el nado y el
escalamiento respectivamente (Estrada-Camarena et al., 2003; Rocha et al., 2005),
ademas al ser co-administrados con diferentes farmacos antidepresivos son capaces
de acortar su latencia en hembras ovariectomizadas (Estrada-Camarena et al., 2004)
y machos castrados (Martinez-Mota et al., 2008). En este mismo sentido, trabajos
previos en nuestro laboratorio indican que el tratamiento crénico (14 dias) con 10 ug
de benzoato de E2 reduce la conducta de inmovilidad e incrementa el nado en machos
orquidectomizados (Bonilla-Jaime et al., 2010), mientras que la dosis de 5 ug no tiene
efecto. Los presentes datos muestran que la administracion de E2 en ratas tratadas
con CMI en una dosis fisiolégica (5 pg) promueve una disminucién de la conducta de
inmovilidad y un incremento de la conducta de nado, obteniendo valores similares a
los presentados por el grupo CON sham, es decir valores basales. Cuando fue
administrada una dosis farmacoldgica (10 pg) se observd que E:2 presenta efecto
antidepresivo descrito como una disminucion significativa de la inmovilidad e
incremento de la conducta de nado en ambos grupos (CON y CMI) esto comparado
con el grupo CON sham. Dichos resultados concuerdan parcialmente con los
reportados previamente por Martinez-Mota y cols. (2008) quienes analizaron el efecto
de la administracion de diferentes dosis de E2 en machos castrados y mostraron que
la administracion de 5 pg no provoca cambios en las conductas analizadas en esta
prueba, sin embargo, en este estudio no utilizd un grupo control de cirugia (sham), ni
se comparan los datos de los machos castrados y las diferentes dosis de E2 con
animales intactos, por lo que la interpretacién los resultados es incompleta. En dicho
estudio las dosis de 10 y 20 ug muestran efecto antidepresivo en machos castrados
apoyando los resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo. Estudios realizados
por Estrada-Camarena (2003) con hembras ovariectomizadas muestran que E-:
presenta efecto antidepresivo a dosis mas bajas que en machos (5 ug), los cual puede
deberse a que los machos poseen una menor sensibilidad a compuestos estrogénicos
ya que en condiciones fisiolégicas se encuentran expuestos a bajas concentraciones
de esta hormona (Martinez-Mota, et al., 2008). Martinez-Mota y cols. (2008) muestran

que E:2 presenta efecto antidepresivo en un esquema de administracion subagudo (3
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dias), nuestros resultados muestran que dicha hormona presenta este efecto en un
esquema de administracion cronico (14 dias) que podria enmascarar alteraciones en
la sensibilidad a la hormona al ser un efecto sumatorio de los varios dias de
administracion. Tomando estas evidencias en conjunto nuestros resultados indican
gue el tratamiento neonatal con CMI parece no provocar cambios en la sensibilidad a
hormonas estrogénicas en la PNF, sin embargo, se requiere realizar analisis un del
efecto de E2 en la PNF con la finalidad de observar si la respuesta antidepresiva es
similar en diferentes puntos temporales. No obstante, dicha sensibilidad puede variar
con la edad o en condiciones que alteran las concentraciones de hormonas. Recamier-
Carballo y cols. (2012) mencionan que E2 tiene efecto antidepresivo en la PNF en ratas
hembra jévenes en dosis que van desde los 5 hasta 20 ug, sin embargo, en ratas de
18 meses de edad el efecto antidepresivo de E2 se da a partir de la dosis de 10 pg. En
nuestro caso se usaron ratas de 4 meses las cuales muestran una sensibilidad similar
a la presentada por machos en estudios similares con machos adultos jovenes (3
meses). Aun se requiere investigacion al respecto, para analizar cambios en la
sensibilidad a hormonas en ratas macho a diferentes edades.

Existen reportes que indican que ratas macho de edad avanzada poseen una
mayor sensibilidad al estrés para generar anhedonia (uno de los signos principales en
el diagndstico de depresion) (Herrera-Pérez et al., 2008) y al mismo tiempo una menor
sensibilidad a farmacos antidepresivos como citalopram (ISRS) (Herrera-Pérez et al.,
2010) lo que podria estar relacionado con la diminucion en los niveles de hormonas
gonadales que se da con la edad, la cual podria también alterar la integridad de
diferentes sistemas de neurotransmision.

Se sabe que E:2 es capaz de interaccionar con diferentes componentes del
sistema serotoninérgico. Durante el envejecimiento normal de los mamiferos se
presentan importantes cambios en algunos sistemas de neurotransmision, las cuales
se relacionan con una reduccién en el nimero de neuronas y en las concentraciones,
sintesis y recambio de neurotransmisores. Sin embargo la literatura provee resultados
contradictorios (para revision ver: Koprowska et al., 2004). La mayoria de las

evidencias indican una disminucion en las concentraciones de 5-HT relacionada con
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el incremento de la edad en &reas limbicas, estriado, tallo y corteza frontal (Brunello et
al., 1988; Machado et al., 1986; Miguez et al., 1999; Venero et al., 1991). Mientras que
otros autores mencionan un incremento en areas como hipotalamo, hipocampo y
corteza frontal (Moretti et al., 1987; Timiras et al., 1982). En ratas, algunos reportes
indican un decremento de 5-HT dependiente de la edad y un incremento de su
degradacion en hipotdlamo, hipocampo, estriado y corteza (Gozlan et al., 1990). De
un modo similar la orquidectomia provoca cambios en diferentes sistemas de
neurotransmision. Nuestros resultados muestran que la castracion incrementa la
inmovilidad y disminuye la conducta de nado en el grupo CON, indicando una posible
disminucién de la actividad del sistema serotoninérgico. Al respecto se ha observado
gue bajo condiciones en las que hay una disminucion en los niveles de hormonas
gonadales como la orquidectomia, se dan alteraciones en diferentes sistemas de
neurotransmision que controlan el estado de animo, por ejemplo; se ha reportado que
la orquidectomia disminuye los niveles de 5-HT e incrementa los niveles de 5-HIAA,
su principal metabolito. Los niveles de ambos se restituyen en el estriado al administrar
cantidades fisiologicas de propionato de T, y en hipotalamo e hipocampo se ven
restablecidos Unicamente al administrar E2 (Bitar, 1991). También se ha reportado que
la castracién a largo plazo reduce los niveles de dopamina en el APOm (Putman et al.,
2001). Ademés, de disminuir el contenido de ARNm del receptor 5-HT2a en el nucleo
del rafé dorsal y los sitios de union para este receptor en el ndcleo accumbens, corteza
frontal, cingulata y primaria olfatoria, restituyéndose el contenido de estos receptores
con la administracion de propionato de Ty E2, pero no de otros andrégenos como DHT
gue no pueden ser aromatizados (Summer y Fink, 1998; Kendall et al., 1982). A este
respecto, se ha propuesto que el efecto antidepresivo de E2 se da a través de mejorar
la neurotransmisién serotoninérgica. Investigaciones de diferentes grupos de trabajo
han mostrado que el E2 mantiene una fuerte interaccion con el sistema serotoninérgico
a diferentes niveles. Asi también, el tratamiento cronico con Ez incrementa la expresion
de la enzima TPH2 (Sanchez et al., 2005; Hiroi et al., 2006). Ademas, la administracién
de E2 y andrégenos aromatizables como la testosterona incrementan el disparo

neuronal en neuronas serotoninérgicas (Robichaud y Debonnel, 2005) y el tratamiento
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con E2 disminuye la expresion del receptor 5-HTia en rafé dorsal de monos
ovariectomizados (Lu y Bethea, 2002). Los estrégenos también pueden regular la
degradacion de 5-HT ya que; se sabe que la actividad de la enzima MAO, se
incrementa en situaciones en las que disminuyen los niveles de hormonas
estrogénicas como en la depresion posparto (Sacher et al., 2010) y en ratas hembra
de edad avanzada (Kumar et al., 2011). Asi también el tratamiento con E2 es capaz de
disminuir la expresion MAO en areas como el rafé (Gundlah et al., 2002) e hipotalamo
(Gundlah et al., 2002; Ortega-Corona et al., 1994) en de ratas y macacos hembra
ovariectatomizadas, ademas de revertir el incremento en la actividad de la enzima
MAO provocado por la edad (Kumar et al., 2011). Existen evidencias de que
neurotransmisores y hormonas gonadales tienen una importante interaccion en
diferentes procesos, particularmente E2 y 5-HT intervienen en la regulacion del estado
de animo. Lo que apoya el hecho de que en ratas tratadas con CMI podria existir una
deficiencia en la produccion de E: a nivel central, dado que la administracion de Ez es
capaz de revertir las alteraciones causadas por el tratamiento neonatal en las
conductas evaluadas en la PNF.

Se ha propuesto que la regulacién de E2 sobre el sistema serotoninérgico esta
dada por el REB, ya que los efectos de E2 sobre el sistema serotoninérgico se
encuentran ausentes en ratones KO para el receptor REB (Gundlah et al., 2005),
ademas la administracion de un agonista para RER; DPN incrementa la expresion de
TPH2 (Donner y Handa, 2009). Asi, recientemente se ha reportado que algunos
agonistas del REB como el DPN (Walf et al., 2004) y los moduladores selectivos de
RE (SERM) como el raloxifen poseen efecto antidepresivo en la PNF (Walf y Frye,
2010). En este contexto la ausencia del REB en hembras bloquea el efecto
antidepresivo de E2 (Rocha et al., 2005). En contraste, el 17a-estradiol (Kuiper et al.,
1997), otros compuestos estrogénicos sintéticos como el dietilestilbestrol (DES)
(Estrada-Camarena et al., 2003) y agonistas para el REa como el 4,4',411-(4-Propil
[1H]-pirazol-1, 3, 5-tril) trisfenol (Walf et al.,, 2004) no muestran efectos sobre la
reduccion de la inmovilidad o en las conductas activas evaluadas en la PNF. Lo cual

deja en claro que existe una importante participacion del REB en el efecto
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antidepresivo de diversos compuestos de naturaleza estrogénica, evidenciando que
E2 interactua con el REB para mejorar la neurotransmision del sistema serotoninérgico
y a través de este producir su efecto antidepresivo. En ratas CMI una disminucién en
la expresion del REB en nucleo del rafé dorsal, podria ser uno de los puntos en los que
la interaccion entre el E2 y del sistema serotoninérgico se encuentre alterada.

Por otra parte, y a pesar del incremento en la investigacion sobre el papel de
hormonas estrogénicas en el estado de animo existen pocos estudios que analicen el
efecto antidepresivo de E2 en modelos animales de depresion. Recientemente se
observo en un modelo de estrés crénico moderado que la administracion de benzoato
y valerato de E2 son capaces de reducir el tiempo de inmovilidad en la PNF (Romano-
Torres y Fernandez-Guasti, 2010; Recamier-Carballo et al., 2012). Aunado a ello
Cheng y cols (2013) muestran que la administracion de 10 pg de E2 en un modelo de
depresion post isquemia en ratas hembra tiene efecto antidepresivo en la PNF y
disminuye la anhedonia al incrementar el consumo de sacarosa. Sin embargo no se
habia analizado el efecto antidepresivo de E2 en modelos animales de depresion
realizadas en machos a pesar de que existen evidencias de que esta hormona tiene
un papel importante en la regulacion del sistema serotoninérgico, en machos y
hembras (Kendall et al., 1982; Summer y Fink, 1998). Por lo que el presente trabajo
destaca la importancia de la investigacion acerca de posibles alteraciones endocrinas
(en particular en torno a hormonas sexuales) relacionadas al trastorno depresivo en el

sexo masculino.

8.4. Andlisis de la motivacidon sexual en ratas tratadas neonatalmente con CMI

Por otro lado, los estrégenos ademas de estar implicados en la regulacion del
estado de animo también se han relacionado con la regulacion de la CSM y en ambos
casos esta regulacion se da de manera conjunta con otros componentes entre los que
se encuentran diferentes sistemas de neurotransmision (Morali, 1998; Arteaga-Silva et
al., 2002).
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Nuestros datos muestran que el tratamiento neonatal con CMI disminuye el
porcentaje de individuos que despliegan intromisiones y eyaculaciones, sin alterar
significativamente el porcentaje de individuos que montan, corroborando lo reportado
por la literatura (Neill et al., 1990; Vogel et al., 1996; Bonilla-Jaime et al., 1998; Bonilla-
Jaime et al., 2003b) y trabajos previos de nuestro laboratorio (Limon- Morales et al.,
2014b). En este sentido, dichas modificaciones conductuales pueden ser resultado de
cambios a largo plazo en los sistemas de neurotransmision (principalmente 5-HT) y en
las interacciones entre estos provocados por alteraciones en la maduracion cerebral
(Simpskins et al., 1977) debidas a la administracién neonatal de CMI. Se ha propuesto
que el déficit copulatorio provocado por la administracion neonatal de citalopram
(ISRS) es debido a la estimulacion del receptor 5-HT1s mas que a la del receptor 5-
HTia, ya que al administrar neonatalmente agonistas selectivos tanto del receptor 5-
HTis como del 5-HT1a Unicamente el agonista del receptor 5-HT1s (CGB12066B) fue
capaz de producir alteraciones sobre la CSM de manera similar a otros ISRS (Maciag
et al.,, 2006), indicando el posible mecanismo de accién de la CMI neonatal para
producir las alteraciones sobre la CSM.

Dentro de las alteraciones en la CSM reportadas por trabajos previos en nuestro
laboratorio se encuentran un incremento en las latencias de monta e intromision.
Anteriormente se consideraba que la duracién de la conducta precopulatoria medida a
través de los parametros copulatorios de latencia de monta y de intromision (Gonzalez-
Pimentel and Hernandez-Gonzélez, 2002) podia ser un indicativo de la motivacion
sexual de los individuos, mostrando que una disminucién en la latencia de intromision
podia indicar una mayor motivacion sexual, y por el contrario un aumento de las
latencias de monta e intromision indica que existe poca motivacion sexual, como
podria especularse en el caso de las ratas tratadas con CMI. Sin embargo, esta es una
medida indirecta que podria no reflejar con certeza la magnitud de la motivacion sexual
de los individuos. En el presente trabajo analizaron los efectos de la administracion
neonatal de CMI sobre la motivacion sexual por medio de la prueba de MSI, una prueba
gue es capaz de medir la motivacién sexual en si, separandola de otros elementos

como la preferencia por un lugar o la competencia con estimulos de tipo aversivo como
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en otras pruebas para medir motivacion, exponiendo a la rata estimulos sociales y
sexuales para poder discriminar el acercamiento a una rata hembra del interés en una
interaccion Unicamente social (Agmo, 2010). Estos resultados muestran que el
tratamiento con CMI provoca disminucién de la motivacion sexual, mismo que se
refleja en los pardmetros copulatorios de la CSM. Dicha reduccion se manifiesta en
que las ratas CMI exploran ambas zonas asociadas a los incentivos, tanto la social
como la sexual de manera indiscriminada, sugiriendo una reduccién en la motivacion
sexual, validando una disminucién del aspecto motivacional de la CSM en estas ratas,
de manera similar a lo que se ha observado en los humanos como, disminucion de la
libido. Existen pocos reportes del efecto de antidepresivos en la etapa neonatal sobre
la motivacién sexual. Sin embargo, se sabe que el tratamiento cronico con fluoxetina
durante la gestacion y en la lactancia (Gouvéa et al, 2008) o en ratas adultas (Vega-
Matuszcyk et al., 1998) induce un efecto similar al de CMI en la prueba de MSI; en la
que disminuye el tiempo que el macho pasa en la cercania del incentivo sexual. En el
caso de los humanos, el tratamiento cronico con antidepresivos ISRS como la
fluoxetina reduce la libido como un efecto adverso clasico de dichos farmacos
(Gregorian et al., 2002; Clayton et al., 2006). Estos resultados sugieren que el
tratamiento crénico con CMI o fluoxetina durante el neurodesarrollo induce
modificaciones de larga duracion en la motivacion sexual, dichas alteraciones pueden
ser resultado de perturbaciones a largo plazo en los sistemas de neurotransmision y
en las interacciones entre estos o con otros elementos como hormonas, induciendo
modificaciones en la maduracion cerebral provocadas por la manipulacion del sistema
serotoninérgico en la etapa neonatal. Diversos estudios muestran que el tratamiento
neonatal con CMI induce alteraciones en los niveles de 5-HT y NA en estructuras como
el hipotalamo (Hilakivi et al. 1995), una estructura de suma importancia en el control
de multiples conductas incluyendo la CSM.

Estas alteraciones en sistemas de neurotransmision monoaminérgicos podrian
estar participando en las alteraciones de la CSM provocada por la administracion de
CMI, tanto en su aspecto motivacional como ejecutorio. Por ejemplo, se sabe que el

sistema serotoninérgico tiene un papel inhibitorio sobre el despliegue de la CSM
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(Ahlenius y Larsson, 1997; Phillips-Farfan y Ferndndez-Guasti, 2009), ya que un
incremento en los niveles cerebrales de 5-HT disminuye el nimero de montas e
intromisiones e incrementa la latencia de eyaculacion (Mcintosh y Barfield, 1984; Hull
et al., 2006; Hull y Dominguez, 2007), ademas la administracion de 8-OH-DPAT
(agonista del receptor 5-HT1a) disminuye el nimero de intromisiones y facilita la
eyaculacién (probablemente debido a la desensibilizacion del receptor) (Fernandez-
Guasti et al.,, 1992; Phillips-Farfan y Fernandez-Guasti, 2009). En ratas tratadas
neonatalmente con CMI, se sabe que la administracion sistémica de 8-OH-DPAT
ejerce un efecto estimulador sobre la conducta copulatoria, revirtiendo las alteraciones
sobre la conducta sexual en este modelo, al disminuir tanto las latencias de intromision
y eyaculacién, el numero de montas e intromisiones como el incremento en la
frecuencia de eyaculacion (Bonilla-Jaime et al., 1998), sugiriendo que este receptor es
funcional en las areas implicadas en el control de la CSM. El receptor 5-HT2 también
parece estar mediando las alteraciones en el aspecto motivacional de la conducta
sexual, ya que se ha observado que el tratamiento neonatal con agonistas del receptor
5-HT2 disminuye la motivacion sexual (Gonzélez et al., 1996). Un efecto similar se
observa cuando se administra en ratones adultos antagonistas del receptor 5-HT2a
(ketanserina o ciproheptadina), los cuales disminuyen el tiempo que pasan en la zona
del incentivo sexual en la prueba de MSI (Popova y Amstislavskaya, 2002). Esta
reduccion en la motivacién sexual en ratas tratadas neonatalmente con CMI podria
deberse a una posible reduccion de los receptores serotoninérgico 5-HT2 durante el
neurodesarrollo, efecto que se observa en el hipotalamo de ratas expuestas
prenatalmente a fluoxetina (Cabrera y Battaglia, 1994) y en la corteza frontal en ratas
prepuberes después de la exposicion prenatal a CMI (De Ceballos et al., 1985).

Por el contrario el sistema noradrenérgico tiene un papel facilitador sobre la
CSM, la inhibicion de la sintesis de NA inhibe diferentes aspectos de la conducta
sexual (Fernandez-Guasti et al., 1986), mientras que la administracion de antagonistas
adrenérgicos a1y 3, en el APOm, disminuye la conducta copulatoria. En contraste, el
bloqueo de los receptores a2-adrenergicos por yohimbina facilita varios aspectos de la

CSM particularmente aspectos motivacionales, como por ejemplo disminucion de la
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latencia de eyaculacién y de los intervalos posteyaculatorio e interintromitorio; ademas
incrementa el nimero de montas e intromisiones (Hull, et al., 2006; Phillips-Farfan y
Fernandez-Guasti, 2009). En relacion a las ratas tratadas neonatalmente con CMI se
ha demostrado que la administracion de yohimbina (antagonista del receptor a2) en
este modelo de depresion no ejerce su efecto facilitatorio sobre la CSM, al no modificar
ninguno de los pardmetros conductuales evaluados, por lo que se piensa que el
tratamiento neonatal con CMI podria estar alterando al sistema noradrenérgico de
forma permanente (Bonilla-Jaime et al., 1998), sugiriendo que el tratamiento neonatal
con CMI ademas de provocar cambios en la maduracion del sistema serotoninérgico
posiblemente también lo haga en el sistema noradrenérgico afectando de este modo
diferentes componentes que regulan la CSM.

Se sabe que la motivacion sexual parece ser influida por la experiencia sexual
previa ya que machos inexpertos no muestran preferencia por los olores de una
hembra receptiva (Lydell y Doty, 1972). La conducta de monta por si misma es
suficiente para que los machos muestren preferencia por una hembra receptiva,
mostrando que la ejecucion de los actos copulatorios es necesaria para que la hembra
adquiera propiedades incentivas mostrando que la ejecucién de reflejos sexuales
promueven el aprendizaje actuando como un reforzador (Stern, 1970). Por el contrario,
un macho expuesto con una hembra receptiva sin la oportunidad de copular, no
muestra un incremento en la preferencia por la hembra. Nuestros resultados muestran
gue en ratas CON (tratadas neonatalmente con solucién salina), se registra un
incremento en la motivacion sexual incentiva en machos sexualmente expertos con
respecto a machos inexpertos como un reflejo de la previa interaccion sexual; mientras
gue las ratas tratadas con CMI presentan una disminucién en el tiempo que pasan con
el incentivo sexual independientemente de la experiencia, como un reflejo de la
reduccion en la interaccion sexual durante la cépula. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos en estudios previos realizados por Agmo (2003) muestran que ratas
macho que han copulado previamente a la prueba de motivacion sexual muestran un
incremento de la misma, sin embargo, este aumento parece no mantenerse a largo
plazo (Agmo, 2003).
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Existen evidencias de que las claves innatas del inicio de la interaccion sexual
se encuentran en el sistema dopaminérgico, en este sentido estudios muestran que
los receptores dopaminérgicos D1 en el APOm se activan en la cercania de una
hembra receptiva Unicamente en machos que han tenido experiencia sexual de
manera crénica o aguda, y que estos son los responsables de facilitar las copulas
subsecuentes (McHenry et al., 2012). Asi también, se ha observado que un incremento
en la neurotransmision dopaminérgica facilita la iniciacion de la conducta sexual en
machos sin experiencia, pero tiene poco efecto en machos experimentados (Agmo y
Picker, 1990). En el caso de las ratas tratadas con CMI no se ha analizado si la
manipulacion del sistema serotoninérgico en la etapa neonatal podria estar
impactando en la integridad de la neurotransmision dopaminérgica u otros
neurotransmisores y de este modo alterar por ejemplo el inicio de la interaccion sexual
asi como la motivacion. El sistema serotoninérgico también media las alteraciones en
la prueba de MSI, ya que la administracion de antagonistas del receptor 5-HT2a
(ketanserina o ciproheptadina) disminuye el tiempo que pasan en la zona del incentivo
sexual en la prueba de MSI (Popova y Amstislavskaya, 2002), posiblemente en areas
implicadas tanto en la ejecucion como en la motivacion como el APOm, el ndcleo
accumbens o la corteza prefrontal, que reciben inervacion tanto dopaminérgica
(Watanabe y Nakai, 1987; Hernandez-Gonzalez y Guevara-Pérez, 2010) como

serotoninérgica (Para revision ver: Jacobs y Azmitia, 2001).

8.5. Efecto la administracion de E», E>+DHT, DHT y T en la motivacion sexual en ratas

CMl y efecto del tratamiento con CMI sobre las concentraciones séricas de T y Ea.

Dentro de los factores endocrinos que regulan la copula la T es el principal
androgeno con un papel primordial sobre el mantenimiento de la CSM, esta hormona
se metaboliza principalmente a E2 y DHT. El E2 ha sido propuesto como la hormona
clave en la activacion de la CSM a nivel central, capaz de reducir la latencia de monta
en animales castrados sexualmente expertos desde los 35 minutos posteriores a la

administracion (Roselli et al., 2003) y facilitar ciertos aspectos de la conducta sexual
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en la rata macho (Gorzalka et al., 1975; Paup et al., 1975; Sodersten, 1973). Sin
embargo son inefectivos en restablecer todos los pardmetros de la copula (McGinnis
y Dreifuss, 1989). Ademas, algunas investigaciones muestran que la conducta sexual
se ve disminuida, pero no totalmente eliminada en ratones KO para receptores a
estrégenos (Rissman et al., 1997; Hull et al., 2006). Se ha postulado que el papel
primario de los E2 es estimular la actividad neural en los tejidos que controlan la monta
y la intromision por lo que se puede pensar que esta hormona estimula la motivacion
mas que la ejecucion (Baum y Vreeburg, 1973; Seredynski et al., 2013), mientras que
la DHT, andrégeno no aromatizable que posee una mayor afinidad por los receptores
a andrdégenos que la T, ejerce un potente efecto sobre 6rganos sexuales periféricos, y
es inefectiva para restituir la copula por si sola (Ver para revision: Hull et al., 2006). En
trabajos previos en nuestro laboratorio la administracién de hormonas gonadales fue
capaz de revertir las alteraciones de la CSM; donde la administracién de E2 disminuyo
las latencias de monta e intromision sin afectar otros parametros, mientras que la
administracion de un tratamiento combinado con E2+DHT normaliza las latencias de
monta e intromisién, incrementa el porcentaje de individuos que eyaculan e incrementa
el nimero de eyaculaciones en machos tratados con CMI, mientras que el tratamiento
con T mejora los parametros conductuales alterados por la administracion de CMI sin
embargo, no logra restablecerlos a niveles del CON SHAM. Por lo que se podria
pensar que la administracion de E: revierte las alteraciones causadas por el
tratamiento neonatal con CMI en la motivacién sexual de forma similar a lo que ocurrié
en trabajos previos, donde la administracion de E2+DHT restaura la ejecucion. Sin
embargo, actualmente existen pocos estudios que analicen el papel de las diferentes
hormonas gonadales en la fase motivacional de la CSM. En el presente trabajo se
analizo el efecto de estas hormonas sobre la motivacion sexual alterada en ratas
tratadas con CMI, los resultados muestran que tanto el tratamiento con dosis altas de
E2 (10 pg) como la administracion de ambas dosis de E2 combinadas con DHT
incrementan la motivacion sexual de ratas CMI, en el caso de los machos CMI tratados
con T se incrementa dicha motivacion aunque no a niveles de los machos CON sham

(Limon-Morales et al., 2014b). En este contexto Attila y cols. (2010) mostraron que
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tanto E2 como DHT por si solos no logran reestablecer la motivacion sexual en machos
castrados, Unicamente la combinacibn de ambos y la administracion de T la
reestablecen en su totalidad. En este mismo estudio la administracion de fadrozole
(inhibidor de la aromatasa) es capaz de inhibir el efecto de la T sobre la motivacion
sexual incentiva, sugiriendo que los estrogenos son fundamentales en la regulacion
del aspecto motivacional en la CSM. Sin embargo, también se requiere de la presencia
de hormonas androgénicas.

Algunos reportes en la rata macho muestran bajos niveles de E2 y T circulantes
por inactivacion de la aromatasa (Honda et al., 1998, Taziaux et al., 2007), por efecto
del estrés (McCormick et al., 2013) o por el blogueo de la accién de los estrogenos a
través de la administracion intracerebroventricular con antagonistas de receptores de
estrogenos (Seredynski et al, 2013) induciendo un déficit de la CSM. En este sentido,
se ha reportado que la aromatasa posee una alta expresion en areas implicadas en
conductas reproductivas, tales como: amigdala, nucleo del lecho de la estria terminal,
hipotalamo y APOm, esta ultima se ha vinculado fuertemente con la expresion tanto
de aspectos motivacionales, como consumatorios (Balthazart et al., 2004). En este
contexto, se ha reportado que ratas macho aparentemente normales, denominadas no
copuladoras, fallan para iniciar la copula presentando disminucién de la motivacion
sexual (Portillo y Paredes, 2003; 2009), lo cual se ha correlacionado con una baja
actividad de la aromatasa cerebral en el NPOm (Portillo et al., 2007).

De acuerdo con lo anterior, las ratas CMI presentan niveles circulantes de T
similares a las ratas CON, esto ha sido reportado previamente en este modelo animal
(Hilakivi-Clarke y Goldberg., 1993; Bonilla-Jaime et al., 2003b), Sin embargo en el
presente trabajo se analiz6 ademas la produccion de E2 uno de los metabolitos de T
en suero, el cual tampoco se ve afectado por la administracion de CMI, lo que sugiere
que las alteraciones de la CSM parecen no depender de las concentraciones
circulantes de T o E2. No obstante, los niveles séricos de hormonas podrian no revelar
las alteraciones en la aromatizacion a nivel local ya que la administracion de T parece
no restablecer por completo la conducta sexual ni la motivacién en machos CMI, lo

cual podria deberse a alteraciones en la funcion de la aromatasa a nivel cerebral. En
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este sentido, se ha demostrado la presencia de aromatasa en axones y botones
sinpticos, sugiriendo que el estradiol formado localmente puede actuar a nivel
sinaptico (Naftolin et al., 1996; Azcoitia et al., 2011). En este sentido, Konkle y McArthy
(2011) reportaron que las concentraciones de hormonas sexuales en diferentes areas
cerebrales no guardan relacion directa con las concentraciones circulantes de dichas
hormonas, dado que en el cerebro estas se producen localmente y de hecho los niveles
de estas hormonas pueden variar dependiendo del area cerebral.

Actualmente se sabe que ambos componentes, tanto endocrinos como
neuroquimicos interaccionan tanto en la etapa adulta como en el neurodesarrollo y
diferenciacion sexual del cerebro. Asi, tenemos que en las etapas tanto prenatal como
neonatal el principal esteroide masculinizante en el cerebro es el E2 (McEwen y Alves,
1999). Los dimorfismos sexuales dependientes de hormonas esteroides en estructuras
cerebrales incluyen diferencias en el volumen de nucleos especificos, variando el
grado de arborizacion dendritica y de densidad de sinapsis. Estos dimorfismos resultan
de la diferenciacion sexual de neuronas, de la sobrevivencia y/o plasticidad neuronal
(Simerly, 2002). La diferenciacion sexual de los sistemas de neurotransmisién estan
asociados con el desarrollo del dimorfismo sexual en el cerebro y la accion de las
hormonas en el mismo (McCarthy et al., 2002; McCarthy, 2008). Se sabe que existen
tres tipos de aromatasa cerebral las cuales tienen picos de actividad en diferentes
periodos, el primero alrededor del dia E13, el segundo del dia E18 al P2 y la tercera
alrededor del dia P14 (zZhao et al., 2007). Esta ultima, coincide con la etapa de
maduracion del sistema serotoninérgico (Jacobs y Azmitia, 1992).

Diferentes estudios muestran que Ez y 5-HT interaccionan en la diferenciacion
sexual del cerebro. Por ejemplo, 5-HT antagoniza los efectos masculinizantes
neonatales de la T (Wilson et al., 1992; Wilson et al., 1998) y por ende se ha sefalado
que la 5-HT participa en la diferenciacion sexual. En la rata durante la segunda semana
de vida las concentraciones de 5-HT en hipotalamo son mas altas en hembras que en
machos y esta diferencia depende de la testosterona. En este periodo la inhibicién de
la producciéon de 5-HT por la administracion de PCPA, exacerba los efectos de la

testosterona, mientras que la administracion de 5-HT ex0gena a estas mismas ratas
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lo normaliza. La 5-HT ejerce un control inhibitorio de la accion neonatal de la T sobre
la exploracion, locomocion y conducta sexual en la edad adulta (Wilson et al., 1992).
Asi también la administracion de un agonista del receptor 5-HT2 en machos durante la
segunda semana de vida posnatal puede llevar a un patron de secrecion de hormona
luteinizante de hembras (Wilson et al., 1998). En este sentido, el tratamiento con un
antagonista 5-HT2 tiene efecto sobre el tamafio de nucleos sexualmente dimorficos,
tales como el periventricular y el area preoptica (Gorski et al., 1978; Murray et al.,
2004). Estudios realizados en roedores han reportado que la inyeccion intraventricular
de 5-HT a neonatos en el periodo critico de diferenciacion sexual disminuye las
concentraciones plasméticas de estradiol en hembras, sin alterar las de T en machos
(Gonzalez y Leret, 1992). Por lo que se podria pensar que las manipulaciones
realizadas sobre el sistema serotoninérgico mediante la administracion neonatal de
CMI también podrian estar afectando la correcta secrecion de hormonas esteroides en
este modelo animal de depresion, pero es necesario un estudio de la sintesis de T y

E2 a nivel cerebral para confirmar dicha idea.

8.6. Analisis de la poblacion neuronal y expresion de los receptores a estrogenos a y
B en nucleo del rafé dorsal, hipotalamo e hipocampo de ratas tratadas con CMI
Nuestros resultados muestran que el tratamiento neonatal produce una disminucion
en la expresion de los REB en nucleo del rafé dorsal y region CA3 del hipocampo que
se acompana de un aumento en la expresiéon de REa y RES en NPOm. Las acciones
de E2 se dan a través de la interaccion de esta hormona y REa y REB. En el caso de
la participacién de los receptores a estrégenos, estudios realizados en ratones KO para
el REa, (ERaKO) muestran que dicho receptor es critico para la correcta expresion de
las conductas copulatorias, ya que se ha observado que estos ratones no copulan
hasta eyacular y pocos individuos despliegan montas e intromisiones, ademas de
presentar latencias de monta e intromision elevadas (Rissman et al., 1999). Por otro
lado, ratones KO para el REB (BERKO) no muestran déficit copulatorio comparado con
sus controles (Ogawa et al., 1999). Esto se puede explicar debido a que REa se

expresa en mayor medida en regiones implicadas en el control de conductas
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reproductivas como: nucleo del lecho de la estria terminal, amigdala, APOm, nucleo
arcuato y tubérculo olfatorio. En contraste, el REP se expresa en mayor cantidad en
areas implicadas en procesos cognitivos o que participan en la regulacion del estado
de animo como el hipocampo o el nucleo del rafé (Shughrue et al., 1997).

El tratamiento neonatal con CMI provoca una disminucion de la expresion de
RER en nucleo del rafé dorsal, dicho receptor ha sido implicado en la regulacion del
sistema serotoninérgico (Gundlah et al., 2005), por lo que se podria pensar que las
alteraciones en la expresion de este receptor en uno de los principales nucleos
productores de 5-HT estdn relacionadas con la disminucion en la funcion
serotoninérgica presente en este modelo de depresion. De un modo similar, han sido
reportadas alteraciones en la expresion de RE en diferentes areas cerebrales
relacionadas con el trastorno depresivo. Aunado a ello existe una disminucién en la
expresion del ARNm del REB en tallo cerebral de pacientes depresivos victimas de
suicidio (Ostlund et al., 2003).

Asi también, el tratamiento neonatal con CMI provoca una disminucion de la
expresion de RER en la region CA3 hipocampal. El hipocampo se ha relacionado con
los déficits de memoria que se presentan en la depresion. En particular CA3 envia
proyecciones a células de CAl que son de gran importancia en el procesamiento de
la informacion espacial (O'Reilly et al., 2014). Actualmente existe poca informacion que
relacione trastornos depresivos con alteraciones en la expresion de REs. Se ha
reportado que en pacientes depresivos se observa un incremento de la expresion del
REa en la corteza prefrontal e hipocampo (Periman et al., 2005), lo cual podria estar
relacionado con el déficit cognitivo que se presenta en la depresién. En relacion con lo
anterior, se ha observado que en mujeres con niveles bajos de E2 como en la
menopausia hay una disminucion de las funciones cognitivas que se revierte con
terapia hormonal de reemplazo (Sherwin, 2009). Estudios en roedores muestran que
la administracion de E2 a ratas ovariectomizadas mejora la memoria espacial (Foster
et al., 2003). En ratas tratadas neonatalmente con CMI, Bhagya y cols. (2008)
muestran que existe un deterioro en el aprendizaje en la tarea de laberinto radial.

Nuestros resultados apoyan el hecho de que alteraciones en la expresion de REs en
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ratas tratadas con CMI podrian estar relacionadas con las alteraciones de la funcién
cognitiva que se presentan en este modelo y abren la puerta para futuras
investigaciones en torno al papel de los REs en el trastorno depresivo.

Aunado a esto, los presentes resultados muestran que el tratamiento neonatal
con CMI provoca un aumento en la expresion de REa y RE en NPOm, esta area junto
con otras como el nucleo del lecho de la estria terminal y NAM forma parte del circuito
cerebral que procesa claves quimiosensoriales y controla la expresion de la CSM
(Portillo et al., 2007). Y todas ellas presentan altos niveles de expresion de REs y de
aromatasa (Roselli et al., 1985; Horst, 2010). No hay datos que analicen la expresion
de REs en areas relacionadas con la copula en modelos animales de depresion, sin
embargo; en ratas que presentan alteraciones copulatorias como las denominadas no
copuladoras, se presenta una disminucién de la motivacion y la ejecucion sexual
(Portillo y Paredes, 2003; 2009) que se ha asociado a una disminucién de la actividad
aromatasa cerebral en el NPOm (Portillo et al., 2007) y disminucién del numero de
células inmunorreactivas para REa en APOm (Portillo et al., 2006). En ratas tratadas
con CMI un incremento de la expresion de REa y REB en NPOm podria implicar un
efecto compensatorio de alteraciones en la produccion local de E2, dado que se ha
observado que una disminucion en las concentraciones de E2 dada por ejemplo, por
la castracién provoca un incremento en la expresion de REa (Rudolph y Sengelaub,
2013). Sin embargo, se requieren estudios sobre la produccién de E2 en areas
cerebrales que controlan la CSM en ratas CMI. Por otro lado, en areas como nucleo
del lecho de la estria terminal, APOm y rafé dorsal la mayoria de las células expresan
ambos receptores funcionando asi como heterodimeros (Ver para revision Nomura et
al., 2003). Por lo que un cambio en la expresion de cualquiera de los dos REs en estas
areas podria provocar un cambio en la funcion que cumple el heterodimero en dicha
region. Lo cual podria explicar las diversas alteraciones conductuales en el modelo.

Ambos receptores pueden ser regulados por los niveles de E2, sin embargo, en
el caso de REB puede ser también regulado por la expresion de REa de una manera
especifica para cada region (Nomura et al., 2003). Asi, se ha reportado que en ratones

KO para REa se han encontrado altos niveles de expresiéon de REB APOm, hipocampo,
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ndcleo paraventricular y nucleo supraoptico (Couse et al., 1997; Shughrue, 1998). La
disminucién en la expresion de REB podria ser resultado de la regulacion
transcripcional ya sea por metilacion o por la regulacion de genes de factores de
transcripcion especificos que se unen al promotor de REB (Nojima et al., 2001). Mas
aun se sabe que una de las variantes de splicing de REB, REB2 induce un incremento
de la degradacion proteolitica de REa (Matthews et al., 2006).

Diversas evidencias indican que la expresion y la cantidad de los REa no solo
parecen depender de la concentracion de su ligando en el cerebro masculino, sino que
es regulado por factores que interactuan para controlar la expresion de los REa en el
cerebro, sugiriendo que el gen del receptor de estrégenos contiene multiples
promotores que impulsan su expresion (Wilson et al., 2008). Al respecto, se ha
observado que la expresion del REa es regulada por el sistema colinérgico, esto a
través de la administracién de atropina, un antagonista de los receptores muscarinicos
bloquea la expresion del REa (Arteaga-Lopez et al., 2005). Acorde a lo anterior, existen
evidencias que las ratas tratadas con CMI presentan alteraciones en la sensibilidad
del sistema colinérgico (Bonilla-Jaime et al., 1998) por lo que es posible que dichas
modificaciones en este sistema repercutan en los cambios dinamicos que se dan en la
expresion del REa durante el desarrollo (Simerly et al, 1990), con altos niveles de unién
de estradiol en regiones no hipotalamicas como en la corteza y el hipocampo durante
las dos primeras semanas de vida (Shughrue et al., 1990), mismas que disminuyen
conforme se acerca la pubertad. Cambios en el neurodesarrollo por efecto del
tratamiento crénico con diferentes SSRI como la CMI han sido observados, por lo que
no se descarta que también tengan impacto en los factores que regulan la expresion
del RE.

Si bien los estrogenos estan implicados en modular los sintomas de la
depresion, sintomas que fluctdan a lo largo del ciclo menstrual (Freeman et al., 2002)
y en hombres con hipogonadismo (Connor et al., 2002), pocos estudios buscan una
conexion directa entre los E2, la expresion del REa en la disminucion de la libido. Uno
de los modelos animales de depresion, la linea sensible de ratas Flinders (FSL)

presentan una disminucion en los niveles de expresion de REa (Osterlund et al., 1999),
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aunado a las alteraciones en la CSM (Ferreira-Nufio et al., 2002). Por otro lado, se
sabe que en pacientes depresivos victimas de suicidio el RE se encuentra disminuido
en el locus coeroleus (Ostlund et al., 2003). En otros padecimientos como el autismo,
un padecimiento que podria estar relacionado con hiper-serotoninemia durante el
desarrollo (Whitaker-Azmitia, 2005); se han observado diferentes alteraciones como
una disminucion de la expresion de aromatasa cerebral y disminucién en la expresion
de REB en el giro medio frontal (Crider et al., 2014).

Ademas, se ha propuesto que el Ez podria estar actuando por mecanismos no
gendmicos, ya que se han encontrado sitios de unién de E2 en membranas de células
neurales (Ramirez y Zheng, 1996). Los receptores membranales GPR30, REa66,
RE046 y REa36 podrian ser candidatos a ser evaluados en un futuro ya que podrian
también intervenir en la regulacion de la expresion de REs clasicos o del sistema
serotoninérgico, dado que esta regulaciéon aun es poco entendida.

Nuestros resultados también muestran que el tratamiento neonatal con CMI no
provoca cambios en el numero de neuronas totales en rafé dorsal, APOm, NPOm o
hipocampo. Mdltiples autores reportan cambios en la densidad celular de diferentes
areas cerebrales relacionado con el trastorno depresivo. Underwood y cols. (1999)
muestran gque victimas de suicidio presentan un incremento en el numero de células
del rafé dorsal, mientras que, Baumann y cols. (2002) muestran una disminucién del
31% en neuronas del rafé dorsal y algunos otros autores no reportan cambios
morfolégicos o variacibn en el namero de neuronas (Stockmeier et al.,, 1998;
Hendricksen et al., 2004). En hipocampo numerosos estudios muestran que hay una
reduccion del volumen hipocampal a partir de la aparicion del primer episodio
depresivo mayor (Sheline et al., 1999; MacQueen et al., 2003; Videbech y Ravnkilde,
2004). Asi también se presenta una marcada asimetria en el volumen hipocampal
(MacQueen et al.,, 2003), en este caso una analisis para observar la simetria
hipocampal podria ser necesario en ratas CMI, ya que, los presentes datos no analizan
diferencias entre el hipocampo derecho e izquierdo sino que se tomaron los datos en

conjunto.

90

—
| —






9. CONCLUSIONES

El efecto antidepresivo de 8-OH-DPAT en la PNF es mediado por los receptores
5-HT1a post-sinapticos, ya que no se ve alterado por el bloqueo de la sintesis de 5-HT
por medio de PCPA.

La administracion de E2 en ratas tratadas con CMI revierte los efectos del
tratamiento neonatal con CMI en las conductas evaluadas en la PNF tanto en dosis
fisiolégicas como farmacoldgicas, indicando una posible alteraciéon en la produccion de
E2 en areas limbicas que afecte su interaccion con el sistema serotoninérgico.

El tratamiento neonatal con CMI provoca disminucién de la motivacién sexual
en la prueba de MSI, esta disminuciébn de la motivacion se ve revertida por la
administracion de dosis altas de Ez y la combinacion de E2+DHT, indicando que las
alteraciones en produccion de E2 podrian encontrarse también en areas que controlan
la copula.

El tratamiento con CMI no altera las concentraciones séricas de E2 y T, sin
embargo; estos resultados podrian no reflejar los niveles de esta hormona en cerebro
por lo que son necesarios mas analisis a este respecto.

El tratamiento neonatal produce una disminucién en la expresion de los REB en
nucleo del rafé dorsal y region CA3 del hipocampo que se acompafia de un aumento
en la expresion de REa y REB en NPOm lo que podria indicar que el tratamiento con
CMI provoca cambios en la regulacién de estos receptores o en la expresion de sus
coactivadores. Sin embargo, se requiere mas investigacion al respecto ya que la

regulacion de estos receptores esta aun poco entendida.
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10.

PERSPECTIVAS

Evaluar la expresion de la proteina para el receptor 5-HT1a en las ratas
tratadas neonatalmente con CMI.

Evaluar la interaccion de Ez y el receptor 5-HT1a en la prueba de nado
forzado en ratas tratadas neonatalmente con CMI.

Evaluar si se modifica la accion del E2 sobre la expresion del receptor 5-
HTia en el nacleo del rafé, hipotalamo e hipocampo en las ratas tratadas
neonatalmente con CMI.

Evaluar la expresion del receptor 5-HT1a en otras areas importantes en la
regulacion del estado de animo como corteza prefrontal y amigdala.
Analizar el efecto del tratamiento neonatal con CMI sobre otros receptores
involucrados en el trastorno depresivo como el 5-HTig, 5-HT2a y 5-HT2c.
Evaluar si existen déficits cognitivos en las ratas tratadas neonatalmente
con CMI.
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ANEXO |

Los animales utilizados para los tratamientos hormonales fueron castrados bajo
anestesia con con coctel integrado por: xylazina [2.5 mg/kg], y ketamina [22 mg/kg] via
intraperitoneal. La rata fue rasurada en el area ventral, posteriormente se realiz6 una
incision de aproximadamente 1 cm tanto en la piel como en el musculo. Los testiculos
fueron extraidos y removidos incluyendo el epididimo y se ligaron los conductos
espermaticos y vasos sanguineos. Se verifico la orquidectomia contando los testiculos
después de cada cirugia. Se suturé el musculo y la piel a las ratas y se les colocé en

una caja limpia para su recuperacion (Ver Figura 17).

Testiculo

Incisién

Ligadura

Testiculos

Tejido
conectivo y
adiposo

Figura 17. Procedimiento de orquidectomia. A. Se realiza una incision de 1cm en el area ventral. B. Los
testiculos y la grasa asociada son extraidos con pinzas. C. Se realiza una ligadura alrededor de los
conductos deferentes y la arteria testicular y se cortan los testiculos y el tejido adiposo adyacente y
posteriormente se suturan los tejidos.
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ANEXO I
SOLUCIONES PARA PERFUSION DE TEJIDOS E INMUNOHISTOQUIMICA

1.- Preparacion de PBS 0.2 M (Buffer Fosfato Salino): 1.1 litros para soluciones 2, 3y
4.

Disolver por separado:

A) 6.05 gramos de Fosfato Monobasico de Potasio (KH2PO4) en 220 mililitros.

B) 25.4 gramos de Fosfato Dibasico de Sodio (NazHPO4) en 900 mililitros.

Tomar 209 ml de la solucion Ay 891 ml de la solucién B.

Ajustar el pH a 7.4, Esta solucion puede ser almacenada a temperatura ambiente.

* En caso de requerir solamente 1 litro o una fraccion equivalente de PBS 0.2 M,
preparar considerando las siguientes cantidades y calcular sus porcentajes; disolver
por separado:

A) 5.5 gramos de Fosfato Monobasico de Potasio (KH2PO4) en 200 mililitros.

B) 25.4 gramos de Fosfato Dibasico de Sodio (NazHPO4) en 900 mililitros.

Tomar 190 ml de la solucion Ay 810 ml de la solucién B.

Ajustar el pH a 7.4, Esta solucion puede ser almacenada a temperatura ambiente.

2.- Solucién de Lavado Vascular para Perfusion, 1 Litro.
Disolver en agitacién en 950 mililitros de agua destilada:
A) 0.50 gramos de Carbonato de Sodio (Na2COs3).
B) 0.25 gramos de Cloruro de Potasio (KCI).

C) 8.50 gramos de Cloruro de Sodio (NacCl).
Adicionar 50 mililitros de PBS 0.2 M.

Ajustar el pH a 7.4, conservar en refrigeracion.

3.- Preparacion de Paraformaldehido al 4%, 1 Litro.
Calentar 500 mililitros de agua destilada a 50-60°C y conservar la temperatura, agregar

40 gramos de Paraformaldehido mas unas 8 gotas de Hidroxido de Sodio (NaOH), con
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el propdsito de facilitar la disolucion, agitar durante 10 a 20 minutos, hasta que se
transparente la solucion, en caso de ser necesario agregan mas gotas de NaOH.

Se enfria a 15°C y se agregan 500 mililitros de PBS 0.2 M.

Ajustar el pH a 7.4 y refrigerar a 4°C.

4.- Preparacion de PBS 0.1 M (Buffer de Fosfatos en Solucién Salina): 1 Litro**.
Disolver 8.5 gramos de Cloruro de Sodio (NaCl) en 500 mililitros de agua destilada.
Agregar posteriormente 500 mililitros de PBS 0.2 M.

Ajustar el pH a 7.4 y almacenar a 4°C.

5.- Peroxido de Hidrogeno al 3%

Diluir 300 pL de peroxido de Hidrogeno en 10 mL de agua destilada.

6.- Twin 20 al 0.1%
Diluir 100 pL de Twin 20 en 100 mL de PBS.

7.- BSA al 5%
10 mL de PBS-Twin 20 al 0.01% + 0.5 gr de BSA.

8.- Medio de montaje con gelatina para cortes en congelacion

Mezclar 500 mL de agua destilada y 500 mL de etanol al 80% y calentarlos a 55 °C.
Posteriormente agregar 1 gramo de gelatina y mezclar con agitacion continua. Enfriar
a4°C.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Arric!_e history: Chronic administration of clomipramine (CMI) to neonatal rats produces behaviors that resemble a depressive
Received 22 May 2012 state in adulthood. Dysfunctions in the activity of the central nervous system's serotonergic function are impor-

Received in revised form 14 December 2012 tant in understanding the pathophysiology of depression. The serotonin system is implicated in major depression

Accepted 22 October 2013 and suicide and is negatively regulated by somatodendritic 5-HT1A autoreceptors. Desensitization of 5-HT1A
Keywords: autoreceptorsisimplicated in the long latency of some antidepressant treatments. Alterations in 5-HT 1A rece ptor
5-HT1A receptor levels are reported in depression and suicide. In this study, we analyzed the effect of neonatal administration of
Clomipramine CMI on the activity of 5-HT 1A receptors, both pre- and post-synaptically, by administering an agonist of 5-HT1A
Depression receptors, 8-0H-DPAT, and then subjecting the rats to the forced swimming test { FST) a common procedure used
Forced swimming test to detect signs of depression in rats. Also measured were levels of the mRNA expression of 5-HT1A receptors in
8-0H-DPAT the dorsalraphe (DR), the hypothalamus and the hippocampus. Wistar rats were injected twice daily with CMI at
PCP:C doses of 15 mg kg~ ! or saline as vehicle (CON) via s.c. from postnatal day 8 for 14 days. At 3-4 months of age,
RI-PCR

one set of rats from each group (CON, CMI) was evaluated for the effect of a selective agonist to the 5-HT1A
receptor subtype, 8-OH-DPAT, by testing in the FST. Also determined was the participation of the pre- or post-
synaptic 5-HT1A receptor in the antidepressant-like action of 8-0H-DPAT. This involved administering an inhib-
itor of tryptophan hydroxylase, parachlorophenylalanine (PCPA), and pretreatment with 8-OH-DPAT before the
FST test and to evaluate the rectal temperature and locomotor activity. The expression of the mRNA of the 5-HT1A
receptors was examined in the dorsal raphe nucleus, the hypothalamus and the hippocampus using the semi-
quantitative RT-PCR method. The results from this study corroborate that neonatal treatment with clomipramine
induces a pronounced immobility in the FST when animals reach adulthood, manifested by a significant decrease
in swimming behavior, though counts of climbing behavior were not modified. This effect was similar in magni-
tude when 8-OH-DPAT was administered to CON group. Furthermore, the administration of 8-OH-DPAT induces
a significant and similar increase in rectal temperature and locomotor activity in both the CON as in the CMI
group. Neonatal treatment with CMI resulted in a significant decrease in the expression of the mRNA of
the 5-HT1A receptors in the DR (% more than vehicle) in adulthood. In the case of the postsynaptic recep-
tors located in the hypothalamus and hippocampus, neonatal treatment with CM! induced a significant in-
crease in the mRNA expression of the 5-HT1A receptors. These data suggest that neonatal treatment with
CMI induces a downregulation of the mRNA of the 5-HT1A autoreceptors in the DR, and an increment in the ex-
pression of the postsynaptic 5-HT 1A receptors. The results after the administration of PCPA and 8-OH-DPAT on
FST, rectal temperature and locomotor activity for both groups suggest that the function of postsynaptic recep-
tors remains unchanged. All together these data show that the depressive behavior observed in adulthood in
this animal model may be associated with long-term alterations in the expression of the mRNA of the 5-HT1A
receptors.

Crown Copyright © 2013 Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

* Corresponding author at: Departamento de Biologia de la Reproduccion, Universidad . . . Y .
Autonoma Metropolitana-lztapalapa, Av. San Rafael Atlixco No. 186, Col. Vicentina, CP. It is currently estimated that 1in 5 people will develop 4 major de-

09340 Iztapalapa, D.F. Mexico, Mexico. Tel: +52 55 58044701; fax: +52 55 58044930, pressive episode at least once in their lifetime, making this one of the
E-mail address; bjh@xanum.uam.mx ( H. Bonilla-Jaime). most recurrent and disabling diseases worldwide [1]. The occurrence
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of this condition has been strongly linked to changes in the function of
the serotonergic system |2]. Especially, alterations in the 5-HT 1A receptor
functions and levels have been implicated in mood disorders. In particu-
lar, 5-HT1A receptors negatively regulate the activity of 5-HT neurons,
and are expressed as both a presynaptic autoreceptor on raphe neurons
and as a major postsynaptic receptor in the hippocampal, cortical and hy-
pothalamic regions involved in mood, emotion and stress responses [3,4].
A general hypothesis regarding 5-HT in depression suggests that 5-HT1A
receptors may be downregulated, which can lead to a negligible occupa-
tion of the receptor by 5-HT to produce an appropriate physiological re-
sponse [2,5,6]. It has also been shown that desensitization participates
in the antidepressant effect of selective inhibitors of serotonin reuptake
(SSRIs), such as fluoxetine [5,6]. In addition, it has been determined that
both the number and expression of mRNA for 5-HT4,, receptors are al-
tered in the ventrolateral nucleus of the hypothalamus [7], the dorsal
raphe nuclei [8,9], the frontal cortex, and the amygdala [3,10-12] of sui-
cide victims, as well as in animal models of depression using Flinders
rats [10,13].

One method commonly used to produce rats with behavioral changes
consistent with human depression is the neonatal administration of clo-
mipramine (CMI), a monoamine re-uptake inhibitor [ 14]. Upon reaching
adulthood, rats that received this treatment exhibit behavioral abnor-
malities that resemble endogenous depression [14], including reduced
aggressiveness | 15), decreased pleasure-seeking behaviors [16], dimin-
ished sexual activity [17,18], shorter REM sleep onset, and more REM
sleep periods [19,16]. Some of the behavioral abnormalities in these
rats (sexual, aggressive and motor) begin to normalize after treatment
with antidepressants, such as imipramine, or after REM sleep depriva-
tion [14]. It has been reported that neonatal CMI treatment results in a
pronounced immobility in the FST, compared to controls that receive
only saline neonatal treatment [17,20]. In addition, it has been reported
that CMI-treated rats show neurochemical alterations in the serotoner-
gic system |21-23], such as a decrease in the concentration of 5-HT in
the frontal cortex, hippocampus, brainstem, hypothalamus and septum
|15], as well as a decrease in neuronal firing rates in the dorsal raphe
(DR} [24], all of which could suggest alterations in the expression or ac-
tivity of the 5-HT1A receptors in the structures involved in depression.
The FST is an extensively used model in which a behavioral change is in-
duced by acute stress [25,26]. As a model, it has shown predictive valid-
ity [25,28], pharmacological selectivity [27], and construct- [28] and
face-validity [25,26]. In this test, rats are placed in water such that they
are forced to swim. After a single pretest session, most of the subjects
showed increased immobility when retested for swimming 24 h later;
i.e., they showed despair reflected as immobility, which was defined as
floating without struggling while making only those movements neces-
sary to keep the head above water. Increases or decreases in immobility
time are interpreted as antidepressive or depression-like actions, respec-
tively [25]. In addition to immobility, rats may show active behaviors that
reflect their interest in attempting to avoid this adverse condition. Those
behaviors have been divided into two categories: swimming and climbing
(vide infra). The modified version of this model [29] makes it possible to
infer the participation of different neurotransmitters in the effects of anti-
depressant drugs. Thus, a decrease in immobility accompanied by an in-
crease in swimming denotes activation of the serotoninergic system,
while an increase in climbing indicates activation of the catecholamin-
ergic systems [30]. On another point, 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)
tetralin (8-OH-DPAT), a selective agonist 5-HT1A receptor, has been
shown to exercise antidepressant-like activity in animal models of de-
pression such as the FST. The effect of chronic treatment with 8-OH-
DPAT on rats' behavior in the FST has been studied in animals injected
intracerebroventricularly with 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-DHT) or
parachlorophenylalanine (PCPA), showing that integrity of the sero-
tonergic system is required [31-33], as some findings indicate that
the microinjection of 8-OH-DPAT directly into the DR may produce
antidepressant effects [31]. Moreover, the destruction of serotoner-
gic neurons in the DR cancels the antidepressant effect while also
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blocking serotonin synthesis (5-HT) [32]. PCPA, meanwhile, blocks
the antidepressant effect of 8-OH-DPAT in the FST [33].

The aim of this study was to investigate whether potential changes
in the function and levels of the 5-HT1A receptors are implicated in
the behavioral alterations induced by neonatal treatment with CMI by
administering an agonist of 5-HT1A receptors [34,35], 8-OH-DPAT, be-
fore evaluating performance of the FST [25,31], ascertaining motor ac-
tivity and rectal temperature [36], and also measuring levels of the
expression of the mRNA of 5-HT1A receptors in the DR, hypothalamus
and hippocampus. An alteration in the function and levels of the 5-
HT1A receptor has been implicated in mood disorders. In addition,
it has been observed that the expression of mRNA for pre- and post-
synaptic 5-HT 1A receptors is altered in suicide victims. We hypothesized
that neonatal treatment with CMI would downregulate the 5-HT1A re-
ceptor of the DR nucleus and induce an alteration in the function of the
5-HT'1A receptor.

2. Materials and methods
2.1. Neonatal treatment

The rats used were obtained from our own vivarium, All experi-
ments were carried out in strict accordance with the National Institute
of Health's Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Pub-
lications No. 8023) [37]. A group of 21 pregnant Wistar rats was used to
obtain the different litters. On postnatal day 3, the male pups were ran-
domly cross-fostered to maintain a uniform number of pups in each lit-
ter (n = 6 pups/mother). The female pups were eliminated from this
study. The animals were housed according to treatment (control or ex-
perimental), but all were kept on a 12-h light-dark cycle (lights on at
9:00, offat 21:00 h) with ad libitum access to food and water. From neo-
natal days 8 to 21, the experimental group (CMI) received subcutaneous
injections of clomipramine (15 mg/kg body weight, in 0.1 ml saline
solution), while the male control pups (CON) received subcutaneous
injections of the vehicle only (0.1 ml of saline solution). Pups were
injected twice a day (9:00 am, 18:00 pm) while still with the mother
rats. At 23 days of age, the pups were weaned, housed in groups of 10,
and maintained under standard conditions for the ensuing 3 months.
At the age of 3 months, independent groups of both the CMI-treated
and CON rats were subjected to the following experiments; A) Determi-
nation of the RT-PCR of the 5-HT1A receptor (2 groups: neonatal CON
and neonatal CMI) and; B) Pharmacological studies to evaluate the func-
tion of the 5-HT1A receptor using the FST, rectal temperature and motor
activity.

2.2. Pharmacological studies

The first part of the experiment was designed to evaluate the effect
of a selective agonist to the 5-HT1A receptor subtype, 8-OH-DPAT. Inde-
pendent groups (n = 7) of CON and CMI rats were ad ministered one of
the following doses of 8-OH-DPAT: saline, 025 or 0.5 mg/kg. 8-OH-
DPAT was administered 48 h, 24 h, and 30 min before the 5-min FST
test session. The second part of the experiment sought to determine
the participation of the pre- or post-synaptic 5-HT1A receptors in the
antidepressant-like action of 8-OH-DPAT (0.5 mg/kg). In order to test
this, an inhibitor of tryptophan hydroxylase, parachlorophenylalanine
(PCPA), was administered to both groups of animals (CON and CMI).
PCPA was given at a dose of 100 mg/kg following a sub-chronic treat-
ment schedule at 72, 48 and 24 h before the 5-min FST test session.
The onset of administration of 8-OH-DPAT was on the second day of treat-
ment with PCPA (48 h). The 8-OH-DPAT was administered 30 min after
the PCPA. The animals received three injections of 8-OH-DPAT following
the 48 h, 24 h, and 30 min schedule, before the 5-min FST test session.
All experiments were conducted using an independent group design. In
another experiment, two groups of animals (CON, CMI) were adminis-
tered a dose of 8-OH-DPAT (025 or 0.5 mg/kg) or saline as controls
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(n = 5 per group). Five minutes after administration of 8-OH-DPAT, loco-
motor activity was evaluated. Temperature was evaluated 15 min after
and 15 min before administration of 8-OH-DPAT.,

2.2.1. Forced swimming test (FST)

The forced swimming test was performed using the procedure de-
scribed by Detke [29]. The rats were placed individually in a glass cylin-
der (46 cm high = 20 cm in diameter) containing a column of water
30 cm deep at a temperature of 24 + 1 °C. This method has been de-
scribed previously and has been shown to be valid for detecting the an-
tidepressant effects of various drugs [29].

There were two test sessions: one with duration of 15 min, the sec-
ond 24 h later, but with duration of just 5 min. The second session was
performed to measure the effect of the treatments. In the second test,
the following behaviors were evaluated following Lucki [30]: a rat was
judged to be immobile when it simply floated on the water, making
only those movements necessary to keep its head above water. Swim-
ming was identified when a rat made active swimming motions beyond
those necessary to maintain its head above water (e.g., moving around
the cylinder), while climbing was determined when a rat made move-
ments with its front paws out of the water, usually on the wall of the cyl-
inder. All scoring was conducted by a single evaluator, who was kept
blind to the different treatment groups. All sessions were videotaped
for later evaluation.

2.2.2. Locomotor activity test

In order to analyze whether the variations in immobility behavior
were associated with changes in motor activity, a measurement of loco-
motor activity was also performed, as described by Porsolt and cols.
(1977) [25]. In this case, naive rats were placed on an open-field appa-
ratus. The open-field area was made of acrylic transparent walls with a
black floor (60 cm x 60 cm x 50 cm), divided into nine squares of
equal area. The open-field test was used to evaluate the animal's explor-
atory activity [38). The parameter observed was the number of squares
that a rat crossed with all four paws during a session. The animals re-
ceived the same drugs and dosages used to evaluate the FST. For open
field observations, each rat was individually placed in the same square
of the outer area, facing the center 5 min after receiving one of the treat-
ments, and its behavioral parameters were recorded during test ses-
sions of 5 min. The open-field apparatus was washed in a detergent
solution before each behavioral test to eliminate possible odor clues
left by previous subjects.

2.3. Molecular biological studies

2.3.1. RNA extraction and quantification

The animals were killed by decapitation at the beginning of the light
phase, between 9 and 10 am. Three brain regions (raphe nucleus, hip-
pocampus, hypothalamus) were then dissected at 4 °C. The extraction
and quantification of total RNA from different regions were carried out
according to the method described by Chomczynsky and Sacchi [39].
Briefly, brain tissue was homogenized in the presence of trizol, chloro-
form was added, the aqueous phase was obtained, and the RNA was
precipitated using isopropanol at 4 °C overnight. The concentration
and purity of the total RNA were determined by optical density at
260,280 nm and ethidium bromide fluorescence of RNA separated
electrophoretically on 1% formaldehyde containing agarose gels. Analy-
ses of the 5-HT1A receptor were performed by RT-PCR following a
methodology described previously [40].

2.3.2. Analysis of the 5-HTIA receptors using the reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR)

We standardized a semi-quantitative RT-PCR method based on the
co-amplification of the target gene to 5-HT1A receptors. The primer se-
quence, corresponding base sites, size of the PCR product, and sequence
number (GenBank) were as follows: 5-HT1A, 5'-CTG TTG CTG GGT ACT

—

128

CTC ATT TTC TGC-3" (upper primer, base position 121) and 5'-ACC AAG
ATG CCCGCG TAG AAG TCT-3' ( lower primer, base position 661 ), with a
PCR product of 540 pb and GenBank sequence number NM_012585.1.
[p-Actin, 5-CAC CAC AGC TGA GAG GGA AAT CGT GCG TGA-3' (upper
primer, base position) and 5-ATT TGC GGT GCA CGA TGG AGG GGC
CGG ACT-3' (lower primer, base position) with a PCR product of 517 pb
and GenBank sequence number NM_031144 as a constitutive gene. RT-
PCR was performed as described previously. Briefly, 2 pg of total RNA
was used as the template to synthesize ¢cDNA in 0.05 M Tris-HCl
(pH 8.3), 40 mM KCl, 7 mM MgCl2 buffer containing 0.05 U/ul RNase
inhibitor and 200 U/ul Maloney's murine leukemia virus (M-MLV) re-
verse transcriptase. Reverse transcription (RT) was carried out using
an RT reaction mixture (25 pl) at 37 °C for 1 h, then at 70 °C for
10 min. The cDNA was stored at —20 “Cuntil used. Optimal PCR condi-
tions were determined to detect the expression of 5-HT1A receptors.
Primers that recognize >-actin were used with the same cDNA prepara-
tions as an internal control to quantify mRNA. PCR was conducted using
Taq DNA polymerase (Invitrogen) in a PCR reaction mixture (50 ul)
containing 1 pl cDNA. For the 5-HT 1A receptor, kept at 95 °C for ‘hotstart’
PCR for 5 min, amplification was performed for 41 cycles of 1 min each at
94 °C for denaturing, 1 min at 60 °C for annealing, and 1.5 min at 72 °C
for extension. The PCR products (15 pl) were electrophoresed in a 1.5%
agarose gel using 100-pb ladder DNA standards as a size reference
(Gibco BRL). DNA was visualized by ethidium bromide staining, and
the gels were photographed under ultraviolet transillumination. Once
the scan was completed, the area corresponding to each band (which
represented the amplified PCR product) was automatically calculated
and normalized against the area representing the expression of the con-
stitutive gene. Results were expressed as relative intensity in arbitrary
units compared to the control value.

2.4, Statistical analysis

All data presented in this study are expressed as mean 4+ SEM. Sta-
tistical analyses compared the effect of neonatal treatment on baseline
behavior, while for immobility, swimming, and climbing a Student's
t-test was used. For analysis of the expression of the 5-HT 1A receptors,
a Mann-Whitney-U statistic was utilized. The effects of 8-OH-DPAT and
its combination with PCPA in the FST were analyzed using a factorial
ANOVA (2 x 2 x 2), where neonatal treatment (saline vs. CMI), PCPA
treatment ( saline vs. PCPA) and administration of 8-OH-DPAT (saline
vs. 8-OH-DPAT) were the factors. Finally, the effects of treatment with
8-OH-DPA (FST, temperature and locomotor activity) at different doses
were performed using a two-factor ANOVA (2 x 3), where neonatal
treatment (saline vs. CMI) and the different doses of 8-OH-DPAT (saline,
0.25, 0.50 mg/kg) were the factors. When significant, ANOVA was follow-
ed by the Newman-Keuls post hoc test. A value of p < 0.05 was consid-
ered statistically significant.

3. Results

The baseline behavior of the CMI and CON groups during the FST is
shown in Fig. 1. At adulthood, the CMI treated group exhibited signifi-
cantly more immobility [p < 0.05] accompanied by a significant de-
crease in swimming behavior [p < 0.05] compared to the neonatal rats
treated with saline solution. The climbing behavior of the CLI-treated
rats was not affected. Regarding the effect of 8-OH-DPAT on neonatal
treatment, results are shown in Fig. 2. Significant differences in im-
mobility behavior were detected in relation to the neonatal treat-
ments [F(1,41) = 17.9285, p < 0.0002] and the effect of the drug
|F(2,40) = 14.01314, p < 0.0001]. Regarding swimming, there were
also differences in neonatal treatments [F(1,41) = 3097, p <0.001]
and the effect of 8-OH-DPAT [F(2,40) = 27.9492, p < 0.0001]; though
no significant differences were detected in relation to climbing, neo-
natal treatment [F(2,40) = 0.49857, p < 0.5066] and 8-OH-DPAT
[F(2,40) = 0.01113, p < 0.9889)].
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Fig. 1. Effect of neonatal administration of CMI on immobility time during the FST. In the
group treated neonatally with CMI, findings showed an increase in immobility time and
a decrease in active behaviors, compared to the group treated with the saline solution
(CON). Mean = SEM., ANOVA followed by Newman—Keuls test. “p < 0.05.
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Administration of 8-OH-DPAT at both doses (0.25 and 0.5 mg/kg)
reduced immobility behavior significantly in CON |Newman-Keuls,
p < 0.05] and induced an increase in swimming behavior [Newman-
Keuls, p < 0.05], but did not modify climbing. In the case of the rats
treated neonatally with CMI, findings included a significant increase in
immobility conduct with a reduction in swimming behavior when the
vehicle (saline solution) was administered, compared to the rats in
CON. But this increase in immobility conduct [p < 0.01] in the CMI rats
decreased significantly upon administering 8-OH-DPAT [Newman-
Keuls, p < 0.01] at both doses (0.25 and 0.5 mg/kg ), which also induced
an increase in swimming behavior [p < 0.01] of a similar magnitude and
at both doses. No significant differences were observed in immobility
and swimming behaviors between the rats in CMI and CON before ad-
ministering the 8-OH-DPAT.

The results related to pre-treatment with PCPA on the effect of
8-0H-DPAT in the rats treated neonatally with CMI and those in
CON upon subjection to the FST are shown in Fig. 3. With respect
to immobility, significant differences were detected only in neona-
tal treatments [F(1,55) = 18.72236, p < 0.0001] and the effect of
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8-OH-DPAT [F(3,53) = 30.52784, p < 0.0001]|. Regarding swim-
ming, there were also differences in neonatal treatments [F{1,55) =
28.94434, p < 0.0001], and the effect of PCPA [F(3,53) = 7.14033,
p < 001] and 8-OH-DPAT [F(3,53) = 91.92753, p < 0.0001]. No sig-
nificant differences in climbing were detected after neonatal treatment
[F(1,55) = .13021, p < 0.72], but the effect of PCPA [F(3,53) = 5.59402,
p < 0.0226] and the administration of 8-OH-DPAT [F(3,53) = 4.60894,
p < 0.0375] did reveal significant differences, as treatment with 8-OH-
DPAT significantly reduced immobility conduct while increasing swim-
ming behavior in both groups, CON and CMIL. Pre-treatment with PCPA
did not block the reduction of immobility induced by the 8-OH-DPAT
in the rats treated neonatally with the saline solution, in the CON rats
[Newman-Keuls, p < 0.05], or in those treated neonatally with CMI
|Newman-Keuls, p < 0.01]. This reduction in immobility behavior was
accompanied by a significant increase in swimming in both the CON
[Newman-Keuls, p < 0.01] and CMI animals [Newman-Keuls, p < 0.01],
similar to that observed upon administering 8-OH-DAT.,

With regard to rectal temperature, neonatal treatment did not affect
this parameter (F(1,37) = 0.026, p < 0.872). The statistical analysis
shows that basal temperature was similar for both groups (CON and
CMI), while the administration of 8-OH-DPAT, in both doses, induced
a significant reduction in temperature that was similar in both groups
[F(2,36) = 4646027, p < 0.0001, Table 1]. With respect to locomotor
activity, statistical analysis shows differences in neonatal treatment
[F(1,14) = 10.84607, p < 0.0031] and the administration of 8-OH-DPAT
|F(2,13) = 17.41474, p < 0.0001], but not in the combination of factor
AxB (F(2,27) = 042707, p = 06573). Administering both doses of 8-
OH-DPAT induced a significant, and similar, increment in locomotor activ-
ity in both the CON and CMI groups (F (2,36) = 44.270, p < 0.0001,
Fig. 4).

The semi-quantitative determination of RT-PCR in the expression of
RNAm of the 5-HT1A receptors in the raphe nucleus, hippocampus and
hypothalamus is presented in Fig. 5. Neonatal treatment with CMI re-
duced the levels of expression of ARNm for the 5-HT1A receptors in
the raphe nucleus (t = 4.29, p < 0.001), compared to the CON group
(Panel A). Inthe case of the post-synaptic receptors located in the hypo-
thalamus (Panel B), an opposite response was observed due to the effect
of neonatal treatment with CMI, as it induced a significant increase in the
expression of the RNAm of the 5-HT1A receptors (t = 7.31; p < 0.0001).
This same response was seen in the hippocampus (t = 3.23; p < 0.0001),
with an observed increase in the expression of the receptor due to the ef-
fect of neonatal treatment with CMI (Panel C).
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Fig. 2. Effects of the administration of 8-OH-DPAT on the FST in rats treated neonatally with CMI. Treatment with 8-OH-DPAT reduced immobility while inaeasing swimming in both neo-
natal treatment groups, CMI and CON. Mean + SEM. ANOVA followed by Newman-Keuls test *p < 0.05, **p < 0.01 vs. OMI saline, +p < 0.05, ++p < 001 vs CON saline.
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Fig. 3. Effects of pre-treatment with PCPA and administration of 8-OH-DPAT on the FST in rats treated neonatally with CML Treatment with §-OH-DPAT reduced immobility by increasing
swimming in both groups. Pre-treamment with PCPA caused no changes in these behaviors. Mean + S.E.M., ANOVA followed by Newman-Keuls test. *p < 0.05, **p < 0.01 vs CMI saline;

+p =005, ++4p = 001 vs. CON saline.

4. Discussion

The present results corroborate the suggestion that neonatal treat-
ment with clomipramine induces a marked immobility in the FST
when the rats reach adulthood [17,41]. This was accompanied by a sig-
nificant decrease in swimming behavior, though with no modification
of the incidence of climbing behavior [41]. These data suggest that
CMI-treated rats experience alterations in the activity of the serotonin
system. Alterations of the serotonergic system after neonatal treat-
ment with serotonin reuptake blockers have been reported repeat-
edly [14-20]: neonatal treatment with CMI induces a decrease in
hypothalamic levels of 5-HT [23], though other authors have reported
a significant decrease of both 5-HT and NA in the brain stem, septum,
hippocampus, hypothalamus and frontal cortex [15]. Rats treated neo-
natally with CMI also show lower levels of serotonin and dopamine in
the limbic regions of the left side, while control animals have lower
levels on the right side [23]. Additionally, CMI rats show a decrease in
the firing rate of the serotonergic units located in the dorsal raphe
nucleus [21]. Similarly, it has been reported that rats neonatally
treated with CMI, or with the serotonin selective reuptake inhibitor
LU 10-134-C, show a decrease in 5-HT transporter mRNA expression
in the raphe nucleus [22]. Given that this modified the swimming be-
havior in the FST, it can be assumed that the serotonergic system is
altered by neonatal treatment with CMI [23,30,31]. This study thus
provides additional evidence that neonatal treatment with CMI induces
a significant decrease in the expression of the mRNA of the 5-HT1A re-
ceptors in the DR, while in the hypothalamus and hippocampus, the
CMI-treated rats showed an increased expression of the mRNA of this
receptor. Such limbic brain regions as the hippocampus, the lateral

Table 1
Effects of the administration of 8-OH-DPAT on rectal temperature in rats treated neonatal-
by with CML

Basal 8-OH-DPAT

025 mg/kg 0.5 mg/kg
Control 37.62 + 021 3572+ 0.13%F 3560 + 0.347F
™I 37.69 + 0.11 3534 + 029" 35.82 + 030

(MI = domipramine. The table shows the mean + SEM. ANOVA followed by Newman-
Keuls test.

** p< 0.01vs. CMI basal

T* p =001 vs. control basal.
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septum, the cortical areas, and the mesencephalic raphe nuclei (both
the DR and medial raphe) have the highest density of 5-HT 1A receptors
[42]. A downregulation of 5-HT1A receptors has been proposed as a
general hypothesis to explain alterations in the 5-HT receptor function
in subjects with depressive symptoms [43], perhaps accompanied by
other 5-HT receptors [44]. The 5-HT1A autoreceptor is related, at least
in part, to the regulation of the release of 5-HT [45]. A key component
of brain 5-HT neurotransmission is the discharge rate of 5-HT neurons
in the DR nucleus, a major aggregation of 5-HT neurons. Previous stud-
ies in CMI-treated rats have shown a decrease in neuronal firing rates in
the DR with desensitization of the 5-HT1A autoreceptors [46,24], but
without changes in the levels of 5-HT1A receptor mRNA in the dorsal
raphe and CA1 hippocampus at 22 or 69 days after the final CMI injec-
tion [22]. These differences could be due to the sensitivity of the tech-
niques employed, as our study used PCR, while Hansen and Mikkelsen
[22] used in situ hybridization.

Our results show a downregulation of 5-HT1A autoreceptors
in the DR. Similarly, the decrease in 5-HT firing activity and the

100 -
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Fig 4. Effects of the administration of 8-OH-DPAT on locomotor activity in rats treated
neonatalty with CML Treatment with 8-OH-DPAT increased motor activity in both groups
(CMI and CON). Mean + SEM, ANOVA followed by Newman-Keuls test. +p <001 vs.
CON saline; *p < 0.01 vs CMl saline.
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Fig. 5. Determination of the expression of the 5-HT 1A receptors by PCR in the dorsal raphe
nucleus (A), hippoecampus (B) and hypothalamus (C) in rats treated neonatally with CMI
and CON. The CMI rats showed a reduction in the expression of the receptor in the dorsal
raphe nucleus, while an increase was observed in the hypothalamus and hippocampus.
Mean + SEM., ANOVA followed by Newman-Keuls test. *p < 0.05, **p < 0.01 vs C(Mlsa-
line; +p < 0.05, + +p < 0.01 vs CON saline.

desensitization/downregulation of 5-HT1A autoreceptors were both
found in 5-HT transporter knockout mice, a transgenic model of depres-
sion 47,48, as in the animal model of chronic unpredictable stress [49].
Our results suggest that 5-HT1A receptor downregulation, induced by
neonatal treatment with CMI, may also be associated with an attenua-
tion of 5-HT neuronal activity. These alterations may represent major
endophenotypic hallmarks in depressive disorders. In support of this
hypothesis, Arango et al. [50] reported a reduction in the distribution
volume of 5-HT1A autoreceptors in the DR in depressed patients [50].
However, those observations raise an apparent controversy, since selec-
tive serotonin reuptake inhibitor (SSRI) antidepressants are known to
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acutely decrease 5-HT neuronal firing activity and later desensitize
5-HT1A autoreceptors in order to restore normal 5-HT neuronal fir-
ing activity (5], but without inducing any effect on the expression
of either 5-HT 1A autoreceptor mRNA or the protein [51]. This contradic-
tion could be explained as follows: neonatal treatment with CMI induced
desensitization and downregulation of the 5-HT1A autoreceptors,
whereas SSRI desensitizes only the autoreceptors that restore normal
5-HT neuronal firing, which occurs only after long-term drug adminis-
tration [43]. Conversely, in CMI rats, 5-HT 1A autoreceptor downregula-
tion and desensitization are paralleled by a dramatic decrease in 5-HT
neuronal firing activity. This desensitization can therefore be inferred
as a compensatory response to a primary decrease in 5-HT electrical activ-
ity, which may in turn be directly induced by neonatal treatment with
CMIL On the other hand, the increment in the expression of the 5-HT1A
postsynaptic receptors was expected since the CMI-treated rats show
low levels of 5-HT [15,23]. The terminal brain regions in which 5-HT1A
receptor density is significantly higher in the CMI rats than the CON rats
could be related to the observation that, at baseline, there was adifference
in the extracellular levels of 5-HT between the two groups [15]. This
conclusion follows upon the assumption that lower extracellular levels
of 5-HT would upregulate the postsynaptic receptor sites studied here,
assuming no change in receptor affinity. This explanation has some sup-
port since both the CMI and CON rats responded similarly to administra-
tion of 8-OH-DPAT. It is accepted that the antidepressant-like action
of 8-OH-DPAT (as well as buspirone or gepirone, the 5-HT1A recep-
tor partial agonists) evidenced in the FST is related to the activation
of 5-HT1A receptors [30,52,53]. Despite some exceptions, pre-clinical
data generally indicate that the antidepressive effect of 5-HT1A receptor
agonists is predominantly mediated by postsynaptic 5-HT1A receptors;
whereas the anxiolytic effect is predominantly mediated by presynaptic
5-HT1A receptors [54]. This conclusion is based largely on a series of
studies that used different experimental procedures, including local
intracerebral injection techniques [53,55]. It has also been reported
that the same application schedule of PCPA as used in the present
study did not affect the anti-immobility effect of 8-OH-DPAT on the rat
FST [55], which would support the idea that the latter effect is mediated
by postsynaptic 5-HT1A receptors. Similarly, our results show that in
both groups the selective 5-HT1A receptor agonist 8-OH-DPAT was ac-
tive in the FST by inducing a statistically significant decrease in immobil-
ity behavior and an increase in swimming behavior, a finding similar to
other studies. Though the CMI rats were more immobile than the CON
rats in the forced swim test, they exhibited a slight increase in motor
activity after placement in a novel cage, when compared to CON rats.
These results suggest that the immobility displayed by CMI rats in the
forced swim test cannot be related to a decrease in motor activity per se
and, therefore, indicates a marked depression-like behavior, The direct
involvement of elevated levels of corticosterone in the immobility behav-
ioral response in the forced swim test has been demonstrated [56,57].
Neonatal treatment with CMI is known to induce enhanced plasma
corticosterone levels at baseline [58]; thus, the increase in immobil-
ity time observed in the FST in CMI rats could be related to a hyper-
reactivity of the HPA axis. Moreover, no difference in spontaneous
locomotor activity was found between the CMI and CON rats after ad-
ministering 8-OH-DPAT, which suggests that the function of the 5-HT1A
receptor seems to be preserved.

It has been suggested that 5-HT1A receptors play a role in the etiol-
ogy of both depression and anxiety-related behaviors [58,59]. More-
over, their involvement in the therapeutic effect of antidepressants
has been clearly demonstrated in naive rats [60,61]. In the present
study, we investigated the existence of putative adaptive changes in
5-HT1A receptor function in CMI rats by studying the response induced
by the systemic administration of the 5-HT1A receptor agonist 8-OH-
DPAT. We found that 8-OH-DPAT induced decreases in core body temper-
ature and locomotor activity that were similar in both the CON and CMI
rats. The majority of studies indicate that, in rats, 8-OH-DPAT-induced hy-
pothermia results from the activation of postsynaptic 5-HT1A receptors
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[36,62]. Indeed, the hypothalamus is a likely candidate as a mediator of
the hypothermic response to 5-HT1A receptor agonists [63,64]. Taken to-
gether, our results seem to suggest that the 5-HT1A serotonergic receptor
in the CMI rats responds appropriately, thus indicating a normal function-
ality of the 5-HT1A receptor.

On the other hand, previous studies in our laboratory using this
same animal model of depression evaluated the effect of 8-OH-DPAT
on the parameter of masculine sexual behavior. It is well known that
the administration of 8-OH-DPAT facilitates the expression of masculine
sexual behavior in male rats, and that this effect is mediated through 5-
HT1A postsynaptic receptors [65]. The role of presynaptic serotonergic
receptors on the mechanism of action of 5-HT1A and 5-HT1B agonists
on masculine sexual behavior: physiological and pharmacological im-
plications [65]. The administration of 8-OH-DPAT in CMI rats induced
a facilitating effect in most of the copulatory parameters that was simi-
lar to that observed in the CON animals, suggesting that the 5-HT1A re-
ceptor seems to be preserved in these rats [17].

In conclusion, our results show that neonatal treatment with CMI
alters the serotonergic system by inducing a downregulation of the
5-HT1A autoreceptors in the dorsal raphe, but increasing the expression
of the postsynaptic 5-HT1A receptors (hypothalamus and hippocampus),
though it seems that the function of the postsynaptic 5-HT1A receptors is
not affected, suggesting that the depressive behavior observed in adult-
hood in this model may be associated with long-term alterations in the
expression of the mRNA of the 5-HT1A receptors.
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Male sexual behavior (MSB) in rodents, in both its consummatory and motivational components, is regulated by
hormones such as testosterone, 17p3-estradiol and 5-c-dihydrotestosterone. In experiments, neonatal treatment
with domipramine { CMI; a serotonin reuptake inhibitor) reproduces some of the signs of depression in adult age,
including reduced sexual behavior manifested in a lower percentage of subjects that mount, intromit and
ejaculate, although their testosterone levels were not altered. However, the effect of this treatment on estrogen
levels and the consequences of hormone substitution using 17R-estradiol and 5-ce-dihydrotestosterone on the
expression of male sexual behavior are still unknown. Therefore, the objective of the present study was toanalyze
the effect of neonatal treatment with CMI on plasma testosterone and 17-estradiol levels, and the role of testos-
terone, 17p3-estradiol and 5-ce-dihydrotestosterone in altering the consummatory and motivational components
of sexual behavior in male rats. To this end, it analyzed the copulatory parameters and sexual incentive motiva-
tion (SIM) of rats treated with CMI under two conditions: basal and post-hormone replacements. Neonatal
treatment with CMI did not affect plasma testosterone or 17p-estradiol concentrations, but did decrease both
the consummartory component and sexual motivation according to the results of the SIM test. These aspects

were recovered after administering 17p-estradiol + 5-a-dihydrotestosterone, but not testosterone.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

It has been proposed that reproductive behaviors in male mammals
include two separate, but interacting, components: an appetitive or moti-
vational component (denominated sexual motivation) that directs males
to search for and approach receptive females; and a consummatory or
executory component (called sexual performance), in which the male
makes sexual contact in the form of mounts, intromissions and ejacula-
tions (Beach etal., 1956). Both components, appetitive and consummato-
ry, require a complex regulation that in the case of males depends on
testicular hormones. Testosterone (T), the main testicular androgen, can
be metabolized to 17p-estradiol (E;) and 5-ai-dihydrotestosterone
(DHT), both of which are present in the brain and play a well-known
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regulatory role in sexual behavior (see the review in Mensah-Nyagan
et al., 1999). The consummatory component is also affected by the loss
of gonadal hormones, so that when T production is suspended by castra-
tion, sexual activity declines (see the review in Hull et al., 2006) and
administering T can restore males' ability to mate by achieving penile
insertion and ejaculation (see the review in Hull et al,, 2006). Previous
studies suggest that both hormones, E, combined with DHT, are neces-
sary for the proper display of sexual behavior in male rats (Larsson
et al,, 1973), and, moreover, that this hormonal response is dependent
on the animal's prior sexual experience (Pfaff, 1970; Sodersten, 1973).
MSB is not limited to the display of the motor patterns directly relat-
ed to copulation, as these must be preceded by the approach to a poten-
tial mate. In a finding that may be conceptually equivalent to sexual
desire in humans, the more intense the rat's approach behavior, the
higher the level of sexual conduct (Agmo, 1999; Agmo and Ellingsen,
2003; Agmo et al., 2004; Spiteri and Agmo, 2006). A reliable technique
for measuring central motivation more directly is the sexual incentive
motivation (SIM) test (Spiteri and Agmo, 2006). This test of sexual
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incentive motivation quantifies the intensity of approach behaviors di-
rected to a stimulus, such as the copula. It can also be argued that the
more intense the behavior approach, the more intense the motivation
behind this approach. Thus, the time that rats spend in the sexual incen-
tive zone provides an indicator of sexual motivation that correlates with
the human libido (Vega-Matuszcyk et al., 1998; Agmo, 1999; Agmo and
Ellingsen, 2003).In contrast, the increase in mount and intromission la-
tencies and reduced time spent in the sexual incentive zone during SIM
seem to suggest reduced sexual motivation. Some studies have shown
that sexual experience increases sexual motivation (Ametislavskaia
et al, 2010), but that only sexual reinforcement through ejaculation en-
hances the motivational impact of the incentive cues emitted by females
(Lopez et al,, 1999). Few studies have examined the role of hormones in
sexual motivation in the SIM, however Attila et al. (2010) recently
suggested that sexual motivation is regulated by androgens (Attila
et al,, 2010).

Serotonin (5-HT) is a widely distributed neuromodulator that plays
an important role in regulating brain development (Gaspar et al.,
2003). Manipulation of this system during early stages of
neurodevelopment through administration of antidepressant agents
can change brain development, and the behavioral consequences may
depend on the stage of development: ie., prenatal, early and late postna-
tal (Kepser and Homberg, in press). For example, chronic treatment with
fluoxetine, a serotonin reuptake inhibitor, during gestation and lactation
(Gouvéa et al,, 2008) in adult rats (Vega-Matuszcyk et al., 1998), induces
areduction on the SIM test (Gregorian et al., 2002; Clayton and Montejo,
2006); whereas brief neonatal exposure to clomipramine (CMI), a sero-
tonin reuptake inhibitor, may produce various behavioral abnormalities
that appear to be due to long-term alterations in the serotoninergic sys-
tem (Mirmiran et al, 1981; Feenstra et al., 1996), such as reduced aggres-
siveness (Vijayakumar and Meti, 1999), shorter REM sleep onset, more
REM sleep periods (Mirmiranet al., 1981; Vogel et al,, 1990), and impair-
ment of male sexual performance (Bonilla-Jaime et al., 1998; Feng and
Vogel, 2001). These rats perform fewer intromissions and show a de-
crease in the frequency of ejaculations (Neill et al., 1990; Vogel et al.,
1996; Bonilla-Jaime et al., 1998). The deficits in masculine sexual behav-
ior in the CMI rats were not associated with alterations in plasma testos-
terone concentrations in the basal condition (Bonilla-Jaime et al., 2003).
Since male CMI rats show alterations in sexual behavior, such as in-
creased latencies to initiate copulation (mount and intromission laten-
cies), these measures for assessing sexual motivation are of limited
utility. Hence, the present work was interested in determining the influ-
ences of early life serotonin levels in the development of sexual motiva-
tion measured using the SIM test by administering CMI in the neonatal
period, whether this can be modified by sexual experience, and if this al-
teration in the sexual performance and sexual motivation (in the SIM
test) in CMI rats is mediated by sexual hormones (T, E; and DHT). Finally,
though it is well-known that T levels in these animals are normal, possi-
ble alterations in the production of metabolites, such as serum blood
levels of E; have not been analyzed, despite the fact that it is widely be-
lieved that they may be the most active elements in the central nervous
system.

Materials and methods
Animals

Pregnant Wistar rats were obtained from the vivarium at the
Universidad Auténoma Metropolitana. All experiments were carried out
in accordance with the Official Mexican Standard NOM-062-200-1999
(Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999). Three days after deliv-
ery, the female pups were eliminated from the study and the males
were cross-fostered to maintain uniform litter size (n = 56). All animals
were kept on a reversed 12-h light/dark cycle with lights on at 2100 h
and temperature controlled at 24 °C. Food and water were available
ad libitum. The male pups were injected subcutaneously twice daily

(at 0900 and 1800) from 8 to 21 days of age. All litters followed the
same treatment regimen, but one group (CMI) received clomipramine
(15 mg/kg 0.1 ml) in each injection, while the control group (CON) re-
ceived the same volume of saline in the same number of injections. At
23 days, the pups were weaned and housed in groups (5-6 from the
same treatment regimen per cage). At 3 months, both the CMI and
CON rats (N = 53 per group) were subjected to the following
experiments.

Experimental procedure

The experimental procedure is described in Fig. 1. To analyze the
effect of neonatal treatment with CMI on sexual motivation, sexually-
naive males from both groups (CON and CMI, n = 7 per group) at
90 days of postnatal life (Fig. 1) were subjected to a sexual incentive
motivation test (SIM; for details see the Sexual Incentive Motivation
Test (SIM) section ). At 48 h after the SIM test, all males were subjected
to three tests of sexual behavior (at 94, 101, 108 days of postnatal life, as
described in the Assessment of masculine sexual behavior section).
Finally, after these three masculine sexual behavior tests, the animals
were once again subjected to the SIM test to analyze the effect of sexual
experience on sexual motivation (Fig. 1).

To analyze the effect of administering the gonadal hormones
testosterone (T; Androstene-17-3-ol-3-one), 17p-estradiol (Ez; (173)-
estra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol ), and dihydrotestosterone (DHT; 5~
Androstene-17-[3-0l-3-one) on alterations of sexual behavior in the
CMI rats, one week after the final masculine sexual behavior test, both
groups (CMI, CON) were orchidectomized (Orx; for details see the
Orchidectomy section), except for a sham group, which was incised
but without extraction of the testicles. Two doses of E; were used, a
sub-threshold dose (5 pg/rat) that reestablished the levels of this
hormone to physiological levels, and optimal doses (10 pg/rat) to
restore masculine sexual behavior (Martinez-Mota et al., 2008).

Hormone treatment began 3 weeks after castration (140 days of
postnatal life). The CMI and CON rats were subjected to the following
treatment regimens for 21 days: A) sham + oil (0.1 ml); B) Orx + oil
(0.1 ml); C) Orx + E» (5 or 10 pg/0.1 ml per rat); D) Orx + DHT (1
mg/0.1 ml per rat); E) Orx 4+ DHT (1 mg/0.1 ml per rat) + Ez (5 or
10 ug/0.1 ml per rat); and, F) Orx + T (1 mg/0.1 ml per rat). All the
steroids administered were previously dissolved in corn oil. All
hormones were supplied by Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Analyses of the SIM test were performed on days 14 and 16
of hormonal treatment (154--156 days of postnatal life; see Fig. 1),
and masculine sexual behavior (MSB) was analyzed on day 21
(161 days of postnatal life; see Fig. 1). All animals were housed
with seven rats per cage, except for the Orx group (n = 4). All behav-
ioral procedures were conducted in a room adjacent to where the
rats were housed.

Sexual Incentive Motivation Test (SIM)

One week before SIM testing, all experimental males were familiar-
ized with the SIM arena during three 10-min sessions, separated by
48 h. During these sessions, the incentive animal cages were empty,
and before each new session, the arena was carefully washed with a
70% ethanol solution. Experimenters waited until it had evaporated
completely before proceeding (5 min). The arena was also washed
between subjects during the same session.

The experimental tests consisted of two 10-min sessions in which
each experimental male was placed manually in the center of the
arena under identical conditions to those of the familiarization assays,
except that one of the incentive animal cages contained a sexually-
receptive female (sexual incentive), and the other an intact male (social
incentive ). The position of the incentive animals was changed semi-
randomly during the sessions to balance any possible position prefer-
ence. During the SIM test, researchers measured the time that the
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AGE OF EXPERIMENTAL ANIMALS

Hormonal treatment
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Fig. 1. Timeline illustrating the temporal sequence of events in the experimental manipulations conducted with the animals from birth until the end of hormonal treatment.

male remained in the vicinity of each incentive cage. We registered the
time that the experimental rats spent in each incentive zone, considered
to be whenever the two anterior paws were inside the zone. The moti-
vational score was calculated by the formula: ( time with female) / (time
with female + time with male). The SIM test was performed in a rectan-
gular arena (100 = 50 cm with 45 cm-high walls). The floor and walls
were made of black acrylic with one opening (25 x 25 cm) on each
long side. Behind each opening, an incentive animal cage (25 x 15
» 25 cm high) could be fitted. The front facing the arena was made of
double wire mesh (separation = 1 cm; mesh size = 12 x 12 mm),
which allowed the rats to hear and smell the animal in the cage but im-
peded direct physical contact. A virtual - “incentive” - zone of 29
= 21 cm was defined in front of each incentive animal cage. Detailed de-
scriptions of the apparatus can be found elsewhere (Agmo, 2003; Agmo
et al., 2004; Spiteri and Agmo, 2006). The female rats were made sexu-
ally receptive by administering estradiol benzoate (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA, at 10 pg/0.1 ml oil, SC) 48 h before the SIM tests. Pro-
gesterone (Sigma Chemical Co., 5t. Louis, MO, USA, at 1 mg/0.1 ml oil,
SC) was administered 4 h before the testing.

Assessment of masculine sexual behavior

During these tests, a male was placed in a plexiglass arena (45 cm
diameter) 5 min before introducing a receptive female as the stimulus
(hormone-treated female, see above). Test duration was 30 min and
the sexual behavior tests were performed at 7-day intervals, Behavioral
testing was performed under dim red lights 3 h after onset of the dark
phase. Tests lasted 30 min after presentation of the female and the
following parameters were recorded: latency to first mount; latency
to first intromission; latency to first ejaculation; number of mounts
(mounts with pelvic thrusting); and intromissions (mounts with pelvic
thrusting and penile insertion) during the first copulatory series. In ad-
dition, ejaculation frequency ( number of ejaculations during 30 min of
recording), and post-ejaculatory intervals (time between ejaculation
and subsequent intromission ) were recorded. The hit rate was calculat-
ed as follows: ratio between the number of intromissions and mounts
plus intromissions, The full description of masculine sexual behavior
parameters has been published elsewhere (Larsson, 1956; see the
review in Guevara-Perez et al., 2011).

Orchidectomy

The male rats were orchidectomized under ketamine anesthesia
(1 mg/kg ip). Briefly, a single midline incision was made in the
scrotum to expose and then remove the testes. The animals were
sutured and returned to their home cages following surgery and
left to recover for at least 3 weeks before initiating the experiments.
In the case of the sham rats, the same single midline incision was
made in the scrotum, but the testes were not removed.

Determination of serum 17[3-estradiol and testosterone levels by RIA
(radioimmunoassay)

To analyze T and E; levels, the following groups were sacrificed: CON
and CMI males with neonatal treatment only, with no other

(
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manipulation. Both groups were decapitated at three months of age to
obtain trunk blood and analyze serum E; and T concentrations. Serum
was obtained by centrifugation at 1500 rpm for 30 min. Total serum tes-
tosterone or estradiol concentrations were measured by radioimmuno-
assay using the commercial kits TKTT-1 for T and TKE-21 for E,
measurement (Diagnostic Product Corporation). The procedure used
antibody-coated tubes in which 125I-labeled T or E; competed with
free T or E;, respectively, for antibody sites in the sample, After incuba-
tion, separation of bound T or E, was achieved by decanting. The tubes
were then counted in a gamma counter, and the counts were inversely
related to the amount of T or E; present in the serum. Total quantities of
T (inpg/ml) or E; (in pg/ml) were determined by comparing counts to a
calibration curve. Specific activity was 4 pci. The sensitivity limit for tes-
tosterone was 0.0045 ng/ml, and for Ez, 0.13 pg/ml

Statistical analyses

The percentage of rats that displayed mounts, intromissions and
ejaculations before and after hormonal restitution was analyzed with
a chi-square test. The effects of neonatal CMI treatment on the copulato-
ry parameters of masculine sexual behavior were also analyzed by a chi-
square test. Effects of hormonal supplementation on the sexual behav-
ior of the orchidectomized rats were analyzed using a Kruskal-Wallis
test, followed by a Bonferroni-adjusted Dunn's test. The sexual incentive
motivation in the basal condition before and after sexual experience
was analyzed using a Kruskal-Wallis test, followed by a repeated
means analysis followed by Newman-Keuls; while hormonal supple-
mentation was analyzed using a Kruskal-Wallis test followed by a
Bonferroni-adjusted Dunn's test. CMI effect on serum concentrations
of T and E, were analyzed by a student’s t test.

Results

The effect of neonatal treatment with saline and CMI on sexual
incentive motivation in sexually-experienced and -inexperienced
adult male rats is shown in Fig. 2. It is clear that the motivation directed
towards the sexual incentive diminished in the group treated neonatally
with CMI compared to the CON group (p < 0.05) after subjection to the
MSB test (p < 0.05), as those males spent less time in the female incen-
tive zone. However, the CMI rats spent the same amount of time in the
social incentive zone as in the sexual incentive zone. After the three
masculine sexual behavior tests, the time that the CON group rats
spent in the female incentive zone increased (p < 0.05) while the time
spent in the social incentive zone decreased (Fig. 2 panel B); sexual
experience decreased the time that CON males spent in the area of social
incentive; while treatment with CMI does not modify this time,
compared to basal values. In contrast, the CMI-treated rats did notdiffer
in the time spent in the sexual incentive and social incentive zones after
subjection to three MSB tests, as they attained a preference score near
0.45.

The percentages of CMI and saline rats that displayed mounts, intro-
missions and ejaculations in the third MSB tests are shown in Fig. 3,
where the number of males that showed each of the behaviors is indi-
cated in Table 1 at the top of each parameter. Neonatal treatment with
CMI did not affect the percentage of males that mounted, but

]
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Fig. 2. Effect of sexual interaction on sexual and sodal motivations in the SIM test. A: MSB
increases sexual motivation in the CON group, but does not modify the reduced sexual
motivation in the CMI group. Social preference scores. B: Sexual experience decreases
the time that the CON rats spent in the proximity of the social incentdve. CMI produced
no effect. Mean & EE.M, repeated means analysis followed by Newman-Keuls;
*p<0.05 vs. CON; T p=<0.05 vs. group CON + MSB. Abbreviations: MSB; male sexual
behavior.

significantly affected the percentage of intromissions, which decreased
to 60% (p <0.01). Moreover, only 10% of those rats ejaculated, compared
to the animals treated with saline (p < 0.01). This is reflected in the
number of ejaculations (2.8 vs 1) in these rats.

100

Percentage of Males:

Mounts

Intromissions

With respect to the copulatory parameters of the CMI rats (Table 1),
they showed an increase in mount latency (p < 0.05) and intromission
latency (p < 0.05). Only 5 of the 53 CMI rats reached ejaculation in the
30 min of the third test of sexual behavior. Fig. 4 shows the effect of
hormonal treatment on the SIM test. Orchidectomy decreased prefer-
ence scores in CON (p < 0.01), but these did not change in the CMI
rats. DHT administration did not restore sexual motivation in the CON
group (p < 0.01) or the CMI males, but, in contrast, administering 5
and 10 pg of E> did restore sexual motivation in the CON group on the
SIM test, and 10 pg of E; induced an increase in the time spent in the
female incentive zone by the CMI rats (p < 0,05). Similarly, treatment
with Ez + DHT restored motivation levels in both CON and CMI males
(p= 0.05). T administration, meanwhile, restored sexual motivation in
males treated neonatally with saline, but failed to restore it in the
CMI-treated males, which maintained the reduced time spent in the
female incentive zone.

The effects of hormonal treatment with E; and E;+ DHT on the
orchidectomized CON and CMI rats subjected to the MSB test are
shown in Fig. 5. The orchidectomized CON males treated only with oil
failed to display sexual activity at any time, but administration of both
doses of E; (5 and 10 pg) to the CON rats made them highly motivated,
as they exhibited ano-genital investigation during all tests and 100% of
them displayed mounting and intromissions, though no ejaculations.
Meanwhile, the CON rats injected with both doses of E; combined with
DHT and the T treatment displayed full restoration of sexual behavior
with mount, intromission and ejaculation patterns by the third week of
treatment. Table 2 shows the number of males that manifested each
one of these behaviors according to the different treatment labels, as
follows: mount latencies (ML), intromission latencies (IL), ejaculation
latencies (EL), number of mounts (NM), post-ejaculatory interval (PEI),
and hit rate (HR) for both CON and CMI rats, including those left intact
and those that were gonadectomized and treated with E; (5 and
10 pg), and E; (5 and 10 pg) plus DHT and T. Hormone therapy for
21 days with both doses of E; combined with DHT and T proved capable
of restoring all sexual behavior parameters in the castrated CON rats,
similar to the results seen in the sham CON rats. In the case of the CMI
rats, treatment with 5 and 10 pg of E; decreased intromission and
mount latencies (p < 0.05). Hormonal replacement with 5 pg of E», and
the dose of 10 pg of E; plus DHT restored the different copulatory param-
eters to levels similar to those of the sham CON rats. Finally, the CMI
males treated with 5 and 10 ug of E; + DHT displayed more numerous
ejaculations (p < 0.05), but decreased intromission and mount latencies

I co~
i:] oM

Ejaculations

Fig. 3. Effects of neonatal CMI treatment on the percentage of males that displayed mounts, intromissionsand ejaculations on the third MSB test. Treatment with CMI caused a reduction in

the percentage of males that presented intromissions and ejaculations. X* **p < 0.01 vs. CON.
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Table 1

MSB parameters on the third behavioral test. Neonatal CMI treatment caused an increase in mount and intromission latencies. Mean + EE.M.; X* *p < 0.05. Abbreviations: EF = Ejaculation
frequency; ML = Mount latency: IL = Intromission latency: EL = ejaculation latency: NM = Number of mounts; NI = Number of intromissions; HR = Hit rate; PR = Refractory period.

EF ML IL EL NM NI HR PR
CON n = 51 n=>53 n=>53 n =51 n=>51 n=>51 n = 51 n=>51
(n=53) 27+ 01 92+ 10 126 + 14 457.4 + 489 7 4+ 076 125+ 08 0.67 + 0.02 3804 + 246
Ml n=>5 n=45 n =21 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5
(n=53) 15 + 025 2794 + 55.1° 283.2 + 65.7° 904 + 2257 112+ 39 82+18 052 + 0.07 3327 £ 459

(p = 0.05). In both groups, T restored all sexual behavior parameters and
decreased intromission and mount latencies in CMI rats (p < 0.05).
Table 3 shows that CMI treatment did not alter serum T and E levels.

Discussion
Effects of CMI treatment on sexual motivation and execution

The results of these experiments corroborate that neonatal treat-
ment with CMI causes deterioration of the motivational and executory
aspects of MSB (Neill et al., 1990; Vogel et al., 1996; Bonilla-Jaime
et al., 1998; Bonilla-Jaime et al., 2003), while the increase in mount
and intromission latencies and the reduced time spent in the sexual
incentive zone during SIM seem to suggest reduced sexual motivation.
Chronic treatment with CMI or fluoxetine during neurodevelopment in-
duces long-term modifications of sexual motivation (Vega-Matuszcyk
et al., 1998; Gregorian et al, 2002; Clayton and Montejo, 2006),
alterations that could be the result of similarly long-term changes in
neurotransmission systems and interaction among them, by causing
modifications of cerebral maturation due to the manipulation of the
serotoninergic system in the neonatal phase. The serotoninergic system,
which is implicated in regulating male sexual behavior (see the review
in Hull et al., 2006), is one of the systems most greatly affected by
neonatal treatment with CMI, which reduces expression of the 5-HT
transporter (Hansen and Mikkelsen, 1998) and the neuronal firing
rate in the dorsal raphe nuclei (Yavari et al, 1993). Maciag et al.
(2006) suggest that the copulatory deficit induced by neonatal adminis-
tration of SSRI is due to stimulation of the 5-HT,g receptor, and not the
5-HT 4 receptor, based on the fact that neonatal administration of the 5-
HT, g receptor agonist (CGB12066B ) reproduces alterations in MSB in a
way similar to SSRI. Also, previous laboratory studies indicate that
administration of the 5-HT, 4 receptor agonist, 8-OH-DPAT, to adult
CMI rats can stimulate MSB and reestablish the alterations caused by
the effects of neonatal treatment with CMI (Bonilla-Jaime et al, 1998).

1

Thus, it is suggested that this receptor is functional in the structures
involved in MSB regulation.

Some studies suggest that the 5-HT; receptor seems to mediate
alterations in the motivational aspect of sexual conduct, as observations
show that neonatal treatment with 5-HT; (Gonzalez et al., 1996), specif-
ically 5-HT, 4 receptor agonists, reduces sexual motivation (Popova and
Amstislavskaya, 2002). In this regard, prenatal exposure to fluoxetine
reduced the density of the 5-HT, receptor in the hypothalamus
(Cabrera and Battaglia, 1994) and frontal cortex in prepubertal rats
after prenatal exposure to CMI ( De Ceballos et al,, 1985). This body of
evidence indicates that the reduction of sexual motivation in rats treat-
ed neonatally with CMI may be due to an alteration in the 5-HT, and/or
5-HTg serotoninergic receptors during neurodevelopment.

Effect of hormonal restitution on MSB and SIM in rats treated with CMI

Sexual hormones are important in the copulatory deficit of CMI rats;
thus, hormonal restitution with E> + DHTwas able to reverse the effects
of castration in the CON and CMI subjects by reestablishing all the
copulatory parameters evaluated. In addition, it increased the percent-
age of individuals among the CMI rats that mounted, intromitted and
ejaculated, compared to the sham CMI group, suggesting that both
hormones are necessary for adequate development of sexual behavior.
In rats, MSB is regulated by the sexual hormones (see the review in
Hull et al., 2006), including T, which is metabolized to E; and DHT
(see the review in Mensah-Nyagan et al., 1999). In addition to regulat-
ing the performance of copulation, the sexual hormones also play a
key role in sexual motivation. Attila et al. (2010) analyzed the participa-
tion of different gonadal hormones in sexual motivation using the SIM
test to show that neither Ez nor DHT alone succeed in reestablishing
sexual motivation in castrated males, and that only combining the two
and administering T reestablished motivation completely. However,
they suggest that the estrogens are fundamental in regulating the moti-
vational aspect of MSB by supplying fadrozole, an aromatase inhibitor
that can inhibit the effect of T on the sexual motivation incentive, A
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Fig. 4. Effect of ad ministering diverse gonadal hormones on the sexual motivation incentive of rats treated neonatally with saline and CMI. Both the combination of E; + DHT and the dose
of 10 pg of E; reestablished the sexual motivation altered by treatment with CMI. Mean < EE.M.; Kruskal-Wallis followed by a Bonferroni-adjusted Dunn's test; *p < 0.05 different from
CON sham; **p < 0.01 different from CON sham; *p < 0.05 different from CMI sham; ~*p < 0.01 different from CMI sham.
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Fig. 5. Effects of hormonal treatment for 21 days on CMI rats on the MSB. Treatment with Ez and E; + DHT reestablished 100% of mounts (panel A) and intromissions (panel B),
but only E; + DHT restored the ejaculatory pattern {panel C). X* *p <0.05 different from CON sham; **p < 0.01 different from CON sham; *p < 0.05 different from CMI sham;

+*p <0.01 different from CMI sham.

similar effect can be seen in the male rat by inactivating aromatase
(Honda et al., 1998; Taziaux et al., 2007) or reducing T due to stress
(McCormick et al., 2013).

Estrogens can be produced in various areas of the brain and exercise
a broad range of actions in different neurotransmission systems (see the
review in McEwen, 1991). In this regard, E; has been shown to have a
strong interaction with the serotoninergic system at different levels.
We know, for example, that it can inhibit the transporter function of
monoamines, and interact with some serotoninergic receptors like 5-
HT; 5 and 5-HT,, (see the review in Blier, 2001). Recently, it has been
reported that the red uction in hormonal levels caused by orchidectomy
induces a decrease in 5-HT levels, but increases those of its principal
metabolite, 5-HIAA. The levels of both substances in the hypothalamus
and hippocampus are restored only by administering E, (Bitar et al.,
1991), but this effect also reduces the mRNA content of the 5-HT2a

—

139

receptor in the dorsal raphe nuclei and the binding sites for this receptor
in the nucleus accumbens, the frontal cortex, the cingulate, and the
primary olfactory cortex. This can be restored by administering Ex, but
not the other non-aromatizable androgens, such as DHT (Summer and
Fink, 1998). In this respect, the CMI rats presented serum T levels similar
to those of the CON rats, together with normal E; levels, thus corrobo-
rating previously reported results (Bonilla-Jaime et al., 2003 ). This
finding has been correlated with low cerebral aromatase activity in
the mPOA (Portillo et al., 2007). In addition to aromatase activity,
there is the possibility of an alteration in ERa expression in key areas
that regulate copulation, as occurs in depressive patients, where ERcx
expression in the prefrontal cortex and the hippocampus is greater
(Perlman et al., 2005), or in the Flinders sensitive line for rats (FSL),
One animal model of depression presents a reduction in the levels of
ERw expression (Osterlund et al., 1999) added to alterations in MSB
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Table 2

Copulatory parameter of rats treated neonatally with CMI after 21 days of hormonal treatment. Treatment with E; reduced mount and intromission latencies, while the combined
E; + DHT treatment restored all parameters of sexual conduct in both groups. Mean + EEM.; Kruskal Wallis followed by a Bonferroni-adjusted Dunn's test. *p < 0.05 different from
CON sham; **p < 0.01 different from CON sham; *p < 0.05 different from CMI sham; **p < (.01 different from CMI sham. Abbreviations: EF = Ejaculation frequency; ML = Mount la-
tency; IL = Intromission latency; EL = ejaculation latency; NM = Number of mounts; NI = Number of intromissions; HR = Hit rate; PR = Refractory period.

EF ML IL EL NM NI HR PR
SHAM
CON (n = 7) 284014 306 + 9.9 36.7 + 89 296.1 + 179 43 + 1.1 8+0.7 0.657 + 0.06 253 + 151
CMI (n = 3/7) 1 2381 + 748+ 326 + 887+ 1074 + 121+ 17.7 + 24+ 467 + 0.68 02 + 004+ 700 + 1835+
ORX
CON (n = 4) 0+ - - - - - - -
CMI (n = 4) 0 - - - - - - -
DHT
CON(n=7) 0+ 1063 + 145 130 + 505 - - - - -
CMi(n=7) 0 1755 + 258 4805 + 122.7 - - - - -
E5pg
CON (n =7) 1 306+ 56 354 4+ 5.7 492 7 14 0.7 330
CMi(n=7) 0 189 + 2.8 771 £ 178" - - - -
Es10 ug
CON(n=7) 0+ 57.3 + 149 4917 + 119.4+ - - - - -
CMi(n=7) 0 30 + 14.° 786 + 107" - - - - -
E»5 g + DHT
CON(n =7) 29+02 286+ 47 36.7 + 87 257.3 + 38 36+ 13 74+ 1.1 071+ 0.1 3194+ 76
CMI(n=7) 29 + 026" 246+ 55" 363 + 437 449 + 61.5 76+ 12 106 + 0.7 059 + 0.4™ 2894 + 19
Ex10 g + DHT
CON(n=7) 27+02 73+ 08 91+15 370 + 36 86+ 13 9.1+ 0.7 05 + 0.02 339 +97
Ml (n=7) 34 +02° 26.1 4+ 4.2° 331 + 44° 2483 + 47.7" 29 + 08" 59+ 08 0.7 + 0.03* 246 + 98*
T
CON(n =7) 23404 2714133 526 + 307 724.9 + 233.8 12+4 156 + 4 06 + 004 310 4 332
CMI(n=7) 1.7 + 04 31.7 + 102" 411+ 137 915.7 + 165.3 8.1+ 37 18.1 + 36 0.7 + 0.06" 347 + 27

(Ferreira-Nufio et al., 2002). But it is also well documented that this is
low in the locus coeruleus of depressive patients who commit suicide
(Ostlund et al, 2003). Moreover, we know that sexual motivation
seems to be influenced by previous sexual experience, since inexpert
males show no preference for the odors of a receptive female (Lydell
and Doty, 1972). Mounting conduct alone is sufficient for males to
begin to manifest preference for a receptive female, showing that per-
formance of copulatory acts is necessary if the female is to acquire in-
centive properties, and that execution of sexual reflexes fosters
learning by functioning as a reinforcer (Stern, 1970). In contrast, a
male exposed to a receptive female but without the opportunity to cop-
ulate, does not show an increased preference for her. The SIM test
showed that the sexual motivation of male rats that had copulated pre-
viously increased; though this does not appear to be maintained in the
long term (Agmo and Ellingsen, 2003). Similar results were seen in
the CON rats, where an increase in incentive sexual motivation in
sexually-expert males was observed in comparison to inexpert males
as a reflex of previous sexual interaction.

In conclusion, neonatal treatment with CMI caused alterations in
male sexual conduct and reduced incentive sexual motivation. Also,
this treatment seems to trigger alterations in the production of, or re-
sponse to, estrogens at the central level, since administering E; + DHT
reestablishes both sexual motivation and execution completely; in
contrast to T, which does so only deficiently, perhaps by inducing an

Table 3
Plasma T and Ez levels in male CON and CMI rats measured by RIA. Treatment with CMI did
not modify hormonal levels. Mean & E.EM.; Student's t test *p < 0.05.

17B-estradiol pg/mL Testosterone ng/mL

CON 7.808 £0.019 1.2548 + 0.083
n=238

Ml 7.452 + 0,022 1.6493 + 0.102
n=10
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alteration of aromatase at the cerebral level, or changes in ERs expression
in areas related to copulation which exercise effects through both its
genomic pathways and its membrane-initiated (non-genomic) pathway
(Vasudevan and Pfaff, 2008), in addition to the participation of the sero-
toninergic in areas involved in execution and sexual motivation.
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