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RESUMEN

Actualmente, la depresion es un trastorno psiquiatrico con mayor prevalencia en la
poblacién. Uno de los farmacos para tratar la depresion es la clomipramina (CMl), la cual
actua inhibiendo la recaptura de serotonina (5-HT) y en menor medida de noradrenalina. Al
respecto, se ha observado que la administracion temprana de CMI en machos genera
alteraciones en la conducta sexual, aumentando el nimero de montas y disminuyendo el
namero de intromisiones y de eyaculaciones, presentdndose una mayor latencia a estas
conductas, ademas de permanecer un menor tiempo explorando el area del incentivo
sexual, lo que indica que no solo se altera el componente ejecutorio, sino también el
componente motivacional. Mientras que en hembras dicho tratamiento genera alteraciones
en el ciclo estral, induciendo ciclos extendidos, ademas de generar una disminucion de la
conducta sexual. Sin embargo, adn hace falta evaluar las concentraciones hormonales y
los receptores hormonales en estructuras reproductivas. Por lo tanto, en el presente trabajo
se evaluo el ciclo estral, la concentracion de estradiol en suero y los receptores a estrdgenos
alfa (REa) que se encuentran en el Gtero y en los ovarios de ratas tratadas neonatalmente
con CMI. Para esto se utilizaron sujetos de la cepa Wistar de 3 meses de edad y se
formaron dos grupos; a) Grupo CMI, se le administré una dosis de 30 mg/kg de CMI del 8-
21 dias postnatal; b) grupo control, se le administré 0.1 ml de solucion salina durante el
mismo periodo, ambos grupos fueron administrados por via subcutanea. A los tres meses
de edad se evalué el ciclo estral a través de frotis vaginal durante 21 dias para determinar
el nimero y el tipo de ciclo estral que presentaron en un periodo de 14 dias. Una vez que
se evaluod el ciclo estral se procedié a sacrificar a los animales para extraer las muestras
sanguineas en las fases de P-E y M-D para realizar la cuantificacién de la concentracion de
estradiol, también se disectaron los cuernos uterinos y los ovarios para medir la expresion
de los receptores a estrogenos alfa (REa). Nuestros resultados indican que el tratamiento
neonatal con CMI disminuye el nimero de ciclos estrales, donde se puede apreciar que una
mayor proporcion de hembras CMI presentan ciclos extendidos, los cuales se
caracterizaron por la presencia de mas dias de diestro. Ademas, las ratas CMI presentaron
una disminucioén en la concentraciéon sérica de estradiol durante las fases de P-E y una
sobreexpresion de los REa en utero durante todo el ciclo estral, mientras que en los ovarios
la expresion de los REa disminuyd durante las fases de P-E. Lo anterior sugiere que el
tratamiento neonatal con CMI genera alteraciones en los procesos reproductivos durante la

edad adulta.




INTRODUCCION

La clomipramina (CMI) es un farmaco triciclico que se utiliza para el tratamiento de
la depresion, trastorno depresivo compulsivo y desorden del panico (Trimble, 1990).
También es utilizado por mujeres que sufren depresion durante la gestacion y
lactancia. Sin embargo, el uso de antidepresivos en mujeres embarazadas genera
diferentes alteraciones en la progenie en los primeros dias de vida, afectando
principalmente los patrones de suefio, el sistema nervioso central (SNC), problemas
gastrointestinales, cambios sométicos e hipertension pulmonar (Belik, 2008) asi
como anomalias durante la edad adulta entre las cuales encontramos disminucion
de la actividad sexual, problemas de suefio, entre otras (Kim et al., 2013). Las
acciones bioguimicas de este antidepresivo ocurren casi inmediatamente tras su
administracion, sin embargo, su efecto terapéutico se aprecia hasta después de
transcurridas 2-4 semanas de tratamiento. El mecanismo de accion de la CMI es
inhibir el transportador de serotonina (5-HT) (SERT) y en menor medida el de
noradrenalina (NA), promoviendo que haya una mayor disponibilidad de estos
neurotransmisores en el espacio sinaptico (Judd et al., 1991).

La 5-HT también participa en diversos eventos criticos durante el desarrollo
como la division celular, la diferenciacion celular, la migracion, la sinaptogénesis y
la mielinizacion (Gaspar et al., 2003). Por tanto, las alteraciones en la concentracion
de 5-HT en etapas criticas pueden ser perjudiciales en la edad adulta generando
anomalias en los procesos reproductivos (Gaspar et al., 2003; Homberg et al., 2010;
Homberg y Lesch, 2011). Por otro lado, la 5-HT es regulada por los estrogenos, se
ha visto que las concentraciones bajas de estrogenos afectan la sintesis de 5-HT
ocasionando una disminucion en su concentracion y afectando la regularidad del
ciclo estral modificando las fases del mismo (Zha et al., 2017). Ademas, estudios
realizados en etapas tempranas del neurodesarrollo reportan que la 5-HT controla
la proliferacion de las células precursoras de las neuronas de la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH) y su diferenciacion, asi como el aumento del nUmero de

neuronas GnRH en el cerebro anterior. Por lo tanto, la 5-HT parece contribuir a la
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regulacion del origen, diferenciacion y migracion de las neuronas de GnRH (Pronina
et al., 2003). Durante la edad adulta la 5-HT regula la liberacion de GnRH, la cual
inicia la cascada de regulacion del eje hipotalamo-hipéfisis-génada (HHG).

Por ello es de suma importancia conocer mas acerca del efecto de los
tratamientos antidepresivos a largo plazo, por lo que el uso de modelos animales
constituye una herramienta experimental que permite explorar los diferentes
procesos fisioldgicos que se modifican a largo plazo como los procesos involucrados

en la reproduccion.

1. ANTIDEPRESIVOS DURANTE EL EMBARAZO

La depresidn es un trastorno que se observa con mucha frecuencia durante el
embarazo, por lo que se ha considerado que este trastorno del estado de animo
puede afectar hasta al 20% de las mujeres embarazadas (Marcus et al., 2003). Se
ha reportado que la depresibn no tratada en mujeres embarazadas genera
consecuencias en el infante, tales como retraso en el desarrollo neurolégico
aproximadamente a los 18 meses de edad, problemas de desarrollo de lenguaje en
los afios posteriores y una reduccion del coeficiente intelectual durante la
adolescencia (Nulman et al., 2002; Deave et al., 2008; Hay et al., 2008). Por ello, es
de suma importancia tratar adecuadamente la depresion durante el embarazo.
Existen diversos farmacos que son usados para el tratamiento de la depresién, los
de la primera opcion son los inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT (ISRS),
inhibidores de la recaptura de 5-HT-norepinefrina (IRSN), aunque también se
utilizan los antidepresivos triciclicos (TCA). Se ha reportado que la exposicién a
farmacos antidepresivos durante la gestacion ocurre a través del paso placentario
a través del liquido amniético, esta via de exposicion puede ser la que transmita

concentraciones mas altas de farmaco hacia el feto, ademas de causar efectos
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adversos durante el neurodesarrollo (Loughhead et al., 2006). La lactancia también
es una via de exposicion a farmacos antidepresivos hacia los neonatos ya que se
sabe que dichos farmacos pueden excretarse por la leche materna, sin embargo,
cada antidepresivo se almacena a cierta concentracion en la leche materna. Se ha
visto que las concentraciones altas de ISRS en la leche generan cdlicos e
irritabilidad en los lactantes como respuesta inmediata, sin dejar de lado las
secuelas que puede causar al SNC que se encuentra en desarrollo en los neonatos
(Spencer et al., 2001).

Existen muchas contradicciones respecto al uso de este tipo de farmacos
durante el embarazo, aunque de forma general se ha reportado que la
administracion de antidepresivos durante el primer trimestre de gestacion,
compromete el desarrollo del cerebro del feto presentando alteraciones al nacer y
durante los afios posteriores. Por ejemplo, en los recién nacidos de madres
expuestas a farmacos antidepresivos se ha reportado bajo peso al nacer,
hipertension pulmonar, resistencia vascular pulmonar, hemorragia intraventricular,
y dafio al SNC (Kieler et al., 2012).

En ratas que han sido expuestas a antidepresivos durante la gestacion se ha
demostrado que presentan alteraciones en la funcién del sistema 5-HTérgico el cual
provoca dafio a los procesos de division, diferenciacion, migracion, mielinizacion y
sinaptogénesis (Gaspar et al., 2003). En humanos se ha observado que la alteraciéon
del sistema 5-HTérgico durante etapas tempranas del neurodesarrollo afecta
diferentes procesos cerebrales en la edad adulta, tales como la cognicion, la
atencion, el aprendizaje, el suefio, las emociones, la conducta sexual y la respuesta
al estrés (Chaouloff et al., 1999; Vijayakumar y Meti, 1999). Estas anomalias
presentadas en la edad adulta se deben a que los farmacos antidepresivos
administrados durante la gestacion o el periodo de lactancia actian sobre el sistema

5-HTérgico alterando el neurodesarrollo del infante (Whitaker-Azmitia, 2001).
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1.1 SEROTONINA (5-HT)

La 5-HT es una monoamina que se sintetiza a partir de la descarboxilacion e
hidroxilacion del aminoacido L— triptéfano (Pagano et al., 2017); se une a sus
receptores, los cuales son una familia de receptores que van desde el 5-HT1 hasta
el 5-HT7 (5-HT1A,1B, 1D, 1E, 1F; 2A, 2B, 2C, 3, 4, 5A, 5B, 6 y 7) estan acoplados
a proteinas G, excepto el 5HT3 de actividad ionotropica (Millan et al., 2008). La
concentracion de 5-HT en el espacio sinaptico dependera de la sintesis, del
mecanismo de recaptura y de la actividad de la monoamino oxidasa (MAO), enzima
que se encarga de la degradacion de las monoaminas (Pagano et al., 2017).

Las neuronas 5-HT (5-HTérgicas), a nivel del SNC, se encuentran en
los nacleos del rafé ubicados en el tallo cerebral. A partir de aqui, la 5-HT es capaz
de influir en la mayoria de las areas del SNC (Carlson, 2006). En el cerebro de
mamiferos los cuerpos celulares del sistema 5-HTérgico forman dos subdivisiones:
una rostral y una caudal. Ademéas, mediante técnicas de inmunohistoquimica,
inmunofluorescencia y neurohistolégicas se han podido identificar dos grupos de
nacleos 5-HTérgicos de acuerdo a su origen embrionario: en nucleo superior y
nudcleo inferior. El primero inerva casi todo el mesencéfalo y esta constituido por: el
nucleo caudal lineal (NCL), el nucleo rafé medial (NRM), el nucleo de rafé dorsal
rostral y caudal (NRD) y el nucleo lemniscus (NLM) o region supralemniscus. El
grupo inferior se origina del mielencéfalo y esta constituido por: nucleo de rafé
obscurus (NRO), nucleo de rafé pallidus (NRP), nucleo de rafé magnus (NRMa),
nuacleo centro lateral medular (NVLM) y nucleo reticular intermedio (NRI)
(Steinbushc y Nieuwenhuy, 1958). Asimismo, Dahistrom y Fuxe en 1964
demostraron que las neuronas que contenian 5-HT podrian ser agrupadas en nueve
nacleos que denominaron B1 a B9.

Por otro lado la 5-HT participa en procesos como la regulacion del estado de
animo, la conducta social, la alimentacién, el suefio, la conducta sexual y los ritmos

circadianos(Meltzer, 2002; Trueta y Cercos, 2012).
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1.2 SEROTONINA (5-HT) Y NEURODESARROLLO

En los ultimos afios se ha explorado el papel de la 5-HT en los eventos
neuroplasticos del desarrollo, reparacion y degeneracion el cerebro. La plasticidad
sinaptica es un proceso normal y fundamental para el desarrollo del SNC, el cual se
lleva a cabo durante toda la vida del individuo. En este aspecto la 5-HT actla como
un factor de crecimiento durante la embriogénesis, y la activacion de sus receptores
forman parte de la cascada de eventos que conducen a cambios en la estructura
del cerebro (Sodhi y Sanders-Bush, 2004). En el cerebro humano, las neuronas 5-
HTérgicas aparecen en la 52 semana de gestacion (Sundstrom et al., 1993) y
aumentan rapidamente hasta la 10® semana de gestacion, durante la semana 15 se
puede observar la organizacion tipica de los cuerpos celulares de 5-HT en los
nacleos del rafé (Takahashi et al., 1986). La concentracion de 5-HT aumenta
lentamente los dos primeros afios de vida y luego disminuye a la concentracion de
adultos a partir de los 5 afios de edad (Benes et al., 2000). La densidad sinptica
en la corteza cerebral humana se duplica desde el nacimiento hasta el primer afio
de edad alcanzando su maximo valor, el cual disminuye a los 10 afios de edad
(Huttenlocher y Dabholkar, 1997). La presencia de 5-HT en etapas tempranas en
las regiones cerebrales puede regular el crecimiento interno y el desarrollo terminal

de otras monoaminas, en particular la dopamina (Lambe et al., 2000). Ver figura 1.
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Figura 1.- Comparacion de lineas de tiempo para procesos de desarrollo en humanos.
El periodo prenatal de escala en meses y el desarrollo postnatal de escala en afios.
Tomada de Rice y Barone, 2000.
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En ratas, las neuronas 5-HTérgicas del tallo cerebral son las primeras neuronas en
diferenciarse y juegan un papel clave en la regulacion de la neurogénesis. Se sabe
que la 5-HT es uno de los primeros neurotransmisores que aparece en el SNC, por
lo que se ha sugerido que funciona como una sefial que estimula la proliferacion, la
diferenciacion y la apoptosis celular (Verney et al., 2002). En la rata, las
proyecciones axonales de los nicleos rostrales del rafé ascienden al cerebro medio
y al cerebro anterior, mientras que las de los ndcleos caudales descienden a la
meédula espinal (Wallace y Lauder, 1983). Las fibras descendentes ingresan en la
meédula espinal aproximadamente el dia 14 del desarrollo embrionario e inervan a
las neuronas simpéticas preganglionares y a las neuronas motoras somaéticas.
Posteriormente comienza a generarse el proceso de sinaptogénesis en el dia 17 del
desarrollo embrionario, las fibras mediales del fasciculo anterior del cerebro se
proyectan hacia el polo frontal del telencéfalo, mientras que las fibras laterales se
proyectan hacia el hipotdlamo y llegan al extremo rostral del cerebro, algunas cruzan
la linea media en la comisura supradptica. Las proyecciones rostrales son visibles
poco después de que se detecta la 5-HT en el tronco encefalico. Asimismo, hay una
entrada simultanea de fibras de 5-HT en el telencéfalo, la mayoria pasa a través de
las bandas diagonales, las areas septales, y luego se proyecta hacia la corteza
cerebral (Rubenstein, 1998).

Otros estudios demuestran que durante el desarrollo la concentracién de 5-HT
se incrementa de manera significativa en el rafé dorsal durante el dia 18 y 22
posnatal. También, se ha reportado que el transportador de 5-HT (SERT) es crucial
para la eliminacién de dicho neurotransmisor en la sinapsis y en la terminacién de
la sefial 5-HTérgica relacionandose con la sinaptogénesis (Hansson et al., 1998).
Por lo tanto, el transportador es otro componente importante del sistema 5-HTérgico
involucrado en el desarrollo postnatal del sistema nervioso. En la rata, la densidad
del transportador se incrementa en el dia 7 y alcanza su nivel maximo al dia 21 para

decrecer progresivamente hasta el dia 70 postnatal (Whitaker-Azmitia, 2001).
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La eliminaciéon de la 5-HT durante la etapa prenatal en ratas tiene como
consecuencia una reduccién permanente en el nimero de neuronas en el cerebro
adulto en el hipocampo y la corteza (Lauder y Krebs, 1976). Asimismo, la 5-HT
desempeiia un papel critico en la formacion y en el desarrollo de las espinas
dendriticas en el hipocampo y la corteza cerebral (Fabery y Haring, 1999). Sin
embargo, conforme avanza el desarrollo cerebral la concentracidon de 5-HT
disminuye (Norrholm y Ouimet, 2000).

Por otro lado, se ha propuesto un periodo critico del desarrollo cerebral para
el humano aproximadamente a partir de la 52 semana de gestacion hasta el
nacimiento, y en la rata del dia 8 al 21 postnatal (P8-P21). Este periodo coincide
con la ventana critica de crecimiento cerebral y un incremento en la sinaptogénesis
(Anand y Scalzo, 2000). Estudios realizados en ratas tratadas neonatalmente con
CMI han reportado que el periodo critico para el neurodesarrollo se encuentra a
partir del dia 14 al 20 de edad postnatal, dichos animales presentan anormalidades
conductuales significativas durante la edad adulta (Feng et al., 2001). Por lo tanto,
el tratamiento neonatal con antidepresivos durante el periodo de desarrollo del
sistema 5-HTérgico genera alteraciones en la concentracion de 5-HT, lo cual tiene

consecuencias sobre el desarrollo del SNC (Azmitia, 2001).

1.3 FARMACOS ANTIDEPRESIVOS Y NEURODESARROLLO

Existen farmacos antidepresivos que se utilizan en el tratamiento de los
trastornos depresivos, enfermedades obsesivo-compulsivas, trastorno bipolar y en
otras enfermedades mentales. Su efecto es incrementar la concentracion de las
monoaminas como 5-HT y/o NA en las neuronas 5-HTérgicas y noradrenérgicas
respectivamente. La primera generacion de antidepresivos llamados inhibidores de
la (MAO) actuan inhibiendo la degradacién de 5-HT, NA y dopamina, sin embargo,
estos farmacos presentan efectos secundarios muy severos, ya que inducen un

aumento en la presion arterial y pueden desencadenar algun accidente cerebro-
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vascular en los pacientes que los consumen (Loughhead et al., 2006). La segunda
generacion, llamada antidepresivos triciclicos (TCA), bloquean la recaptura o al
transportador de 5-HT y NA. El bloqueo de los sistemas de recaptura incrementa la
concentracion de estos neurotransmisores en el espacio sinaptico.

En los ultimos afios se han desarrollado nuevos farmacos antidepresivos
denominados de tercera generacion, los cuales son mas especificos y selectivos ya
que bloquean Unicamente la recaptura de 5-HT. Dichos farmacos son conocidos
como inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT (ISRS) (Azmitia, 2001) y tienen
la nobleza de presentar menores efectos secundarios que los TCA y los IMAO.
Cuando se administran farmacos antidepresivos como la CMI durante el periodo de
desarrollo del SNC es posible que existan alteraciones y anomalias en la funcion
cognitiva, sensorial y motora, tales alteraciones pueden estar interviniendo en la
informacion que es recibida, interpretada y ejercida por el SNC (Azmitia, 2001).

La CMI es un farmaco antidepresivo triciclico que actua sobre los sistemas de
neurotransmision 5-HTérgico y noradrenérgico provocando que estas monoaminas
permanezcan durante mas tiempo en el espacio sinaptico, por tanto, una
concentracion inadecuada de 5-HT y NA provoca un deficiente neurodesarrollo en
etapas tempranas (Oberlander et al., 2006).

Por otro lado, se ha visto que los farmacos que se emplean para el trastorno
de la depresion durante el embarazo generan alteraciones en el proceso de
embriogénesis en el feto, provocando alteraciones en el desarrollo del tubo neural
debido a que la placa neural todavia no se cierra completamente, lo que podria
provocar anencefalia en el individuo en desarrollo (Belik, 2008; Liao y Lee, 2011).
Ademas, se sabe que la exposicion a los antidepresivos durante el tercer trimestre
del embarazo genera complicaciones en los neonatos durante el nacimiento, tales
como: problemas sensoriales, motores, parto prematuro, dificultad para respirar,
cianosis durante la lactancia, problemas de talla, y apnea del suefio (Ward y
Zamorski, 2002). Otros estudios realizados en ratas sobre el desarrollo cerebral,
han demostrado que las manipulaciones farmacoldgicas durante la etapa neonatal
mediante la administracion de antidepresivos como la fluoxetina, sertralina,

imipramina y desipramina generan cambios importantes que se presentan durante
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la etapa adulta de la rata, entre los cuales se presentan alteraciones en los sistemas
de neurotransmision 5-HTérgico y noradrenérgico, ademas de inducir alteraciones
en la actividad motora, en el ciclo del suefio (insomnio) y disminucion de la conducta
sexual masculina en el componente ejecutorio (Bonilla-Jaime et al., 1998).

Por otro lado, se ha reportado que la administraciéon neonatal de CMI genera

modificacién en el ritmo circadiano de corticosterona, asi como una respuesta
alterada del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) ante estimulos como el estrés 'y
la conducta sexual masculina (Bonilla-Jaime et al., 2003). También se ha observado
gue existe una disminucion de la proteina de unién al calcio S-100B, que es
esencial para el crecimiento, diferenciacion celular, sintesis de mielina, migraciony
destino neural (Pawluski et al., 2009). Asimismo, se ha reportado la reduccién en la
densidad y longitud de las espinas dendriticas de las células aferentes
talamocorticales (Liao y Lee, 2011).
Se sabe, que la 5-HT se distribuye ampliamente en el cerebro, y sus vias de
sefializacion son esenciales para numerosas funciones, incluida la conducta sexual
(Olivier et al., 2010). Las éareas cerebrales criticas para la orquestacion de
comportamientos sexuales incluyen varios nucleos hipotalamicos entre los cuales
se encuentran, el area predptica medial, el nicleo del lecho de la estria terminal, la
amigdala y las &reas olfativas, todas ellas con inervaciones 5-HTérgicas (Lu et al.,
2003; Bonthuis et al., 2010; Veening y Coolen, 2014). Existe una fuerte evidencia
de que la modulacién 5-HTérgica de los comportamientos sexuales se produce
principalmente a nivel del hipotdlamo ventromedial (HVM) y del area predptica
(APO) (Kanno et al., 2008).

Por otro lado, los esteroides sexuales actian sobre el cerebro en desarrollo y
promueven el crecimiento neural. Ademas, pueden influir en el metabolismo de los
neurotransmisores, la comunicacion, conexion y el crecimiento neuronal, 1o que
puede conducir a cambios permanentes en la transmision sinaptica y la actividad
neuronal en general. La 5-HT activa el proceso de diferenciacién sexual durante el
neurodesarrollo y por lo tanto al estar en contacto con el eje HHG activara los

procesos reproductivos durante la edad adulta (Dohler, 1991).
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Se ha demostrado que una serie de estructuras cerebrales y un gran
namero de funciones cerebrales son sexualmente dimorficas, también que el
desarrollo y la diferenciacion de estas estructuras y funciones se generan durante
un periodo critico pre y postnatal de mayor susceptibilidad, el cual es regulado
por esteroides gonadales y neurotransmisores. El cerebro de los mamiferos
machos y hembras parece estar todavia indiferenciado antes de que comience
el periodo de mayor susceptibilidad a los esteroides gonadales y a los
neurotransmisores, por tanto, estos factores internos son los que van a regular

la maduracion sexual del cerebro en etapas tempranas (Dohler, 1991).

1.4 EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

El aparato reproductor femenino de la rata se encuentra constituido por diferentes
estructuras anatomicas las cuales se encuentran intercomunicados; con fines
anatomicos podemos enumerarlos de acuerdo a su localizan distal a proximal en:
1) ovarios, los cuales encuentran justo atras de los rifiones cuya funcién es producir
estrogenos y células germinales femeninas susceptibles a ser fecundadas para
generar nuevos individuos; 2) oviductos, los cuales se dividen regionalmente en
infundibulo, &mpula e istmo; 3) cuernos uterinos, estructuras bilaterales en donde
cada cuerno es independiente y solo existe un solo cérvix, en donde se implantan
los embriones y ocurre la gestacién; 4) vagina cuya funcion es ser el receptaculo
anatomico del miembro masculino y finalmente 5) vulva la cual es la region externa
de todo el tracto reproductor femenino y donde se localiza la vaina clitorial
(Villanueva y Hernandez, 2004).

La produccidon de gametos esta sujeta a un fino control de eventos
neuroenddcrinos regido por el eje hipotalamo- hipdfisis- ovario (HHO), que se activa
a través de la secrecion de la GnRH. Esta hormona tiene un papel fundamental en
la regulacion del control neuroendocrino en la reproduccion, ya que es la principal

sefal cerebral responsable de la sintesis y liberacion de la hormona luteinizante
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(LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) (Smith y Jennes, 2001). La FSH actua
sobre las células de la granulosa en el ovario estimulando el crecimiento y el
desarrollo de los foliculos, los cuales durante su crecimiento sintetizan estradiol. La
LH estimula a las células de la teca para producir andrégenos, los cuales son
captados por las células de la granulosa para ser aromatizados a estrégenos, por
medio de la enzima aromatasa. Los estrogenos a su vez regulan el eje HHO,
actuando a dos niveles: a) hipotalamico, estimulando y aumentando la descarga de
GnRH, y b) a nivel de adenohipdfisis, aumentando la sensibilidad de los
gonadotropos a la GnRH, lo que resulta en un aumento importante en la descarga
de LH, induciendo la ovulacion. De esta manera, el aumento de estradiol a nivel
sérico por la maduracion del foliculo de Graff genera una retroalimentacién positiva
directamente en el eje HHO. Adicionalmente, los estrogenos pueden inhibir la
secrecion y liberacion de GnRH, dando como resultado efectos de retroalimentacion
negativa (Redondo, 2003; d’Anglemont de Tassigny y Colledge, 2010), de tal
manera que los estrégenos actian en el HHO regulando diversos procesos
reproductivos como son: la diferenciacién sexual, el ciclo estral y la conducta sexual
femenina.

Las concentraciones hormonales varian dependiendo de la fase del ciclo
estral, es decir, durante el proestro la concentracion de estradiol se encuentra en
sus niveles mas altos comenzando un decremento al iniciar el estro manteniéndose
bajo durante el metaestro y a mediados del diestro; sin embargo, la concentracion
de estradiol comienza a aumentar a finales del diestro. Como bien se sabe la
concentracion de progesterona varia de forma similar que el estradiol. La LH
alcanza su maxima concentracion durante la etapa de proestro y finalmente la FSH
se mantiene en altas concentraciones al final del proestro y a principios del estro y
posteriormente disminuye en las siguientes fases del ciclo estral (Scharfman y
MacLusky, 2006). Ver figura 2.
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Figura 2. Mediciones hormonales de 17B-estradiol, progesterona, hormona luteinizante (LH)
y hormona foliculo estimulante (FSH) durante el ciclo menstrual. B. Mediciones hormonales
durante el ciclo estral de la rata. Tomada de Scharfman y MacLusky, 2006.

Por lo tanto, el eje HHO sera el encargado de regular todos los procesos
reproductivos por medio de la secrecion y liberacion de hormonas, entre las cuales

encontramos a los estrogenos.

1.5 ESTROGENOS

Los estrégenos forman parte del grupo de hormonas esteroideas que participan en
el proceso de diferenciacion sexual durante el neurodesarrollo, asi como en el
mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias femeninas, ademas,
intervienen en la regular el ciclo estral y aseguran el buen funcionamiento del eje
HHG (Rochira et al., 2005).

Durante la etapa prenatal el cerebro se encuentra expuesto tanto al estradiol
que produce la madre, como al que es sintetizado localmente por las propias
gonadas del feto. Se sabe que durante el desarrollo el cerebro expresa altos niveles

de receptores a estrogenos (RE) (Bakker et al., 1997). Los estrégenos actian en el
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cerebro en desarrollo, precondicionando la red neural para que en el adulto las
hormonas ejerzan la respuesta correcta (Calizo y Flanagan-Cato, 2000).

Por otro lado, las acciones de los estrogenos en el cerebro en desarrollo son
generalmente permanentes y generan diferencias sexuales, de hecho, la aromatasa
cerebral, al regular los niveles locales estrogénicos, participa en la diferenciacion
sexual de las regiones del cerebro implicadas en el control de la secrecién de
gonadotropinas y del comportamiento sexual que tiene lugar durante el desarrollo
(Fusani y Gahr, 2006). En la edad adulta los estrégenos seran sintetizadas
principalmente en los ovarios, aunque en menor cantidad, también seran
sintetizados en la corteza suprarrenal y el tejido adiposo, asi como en la placenta
durante el embarazo (Boukari et al., 2017). Su sintesis tiene lugar a partir del
colesterol (Lépez y Tena-Sempere, 2016). Se pueden distinguir distintos tipos de
estrogenos en el plasma, tales como el estriol, la estrona y el 173- estradiol, siendo
este Ultimo el principal estrégeno secretado. Los estrogenos como el 17 -estradiol,
son producidos a partir de la aromatizacion de andrégenos como la testosterona por
funcién de la enzima aromatasa principalmente en los ovarios. Los estrogenos
ejercen sus funciones biolégicas mediante su union a los RE, los cuales pertenecen

a la superfamilia de receptores nucleares (Lemini-Guzman, 2008).

1.5.1 RECEPTORES A ESTROGENOS

Existen dos subtipos del RE codificados por genes distintos y son conocidos como
REa y REB (Sharma et al., 2017). Los RE estan conformados por seis dominios
denotados de la A a la F (Kuiper et al., 1997). Tienen un dominio central de unién
al ADN (DBD) que se encuentra muy conservado entre ambos receptores. Sin
embargo, en los dominios restantes presentan una elevada variabilidad lo que
implica una distinta afinidad por el ligando y la generacion de diversos efectos,
incluso opuestos, en funcién del tipo celular o del tejido en el que se encuentran
(Richard et al., 2017). En ellos se pueden distinguir varios dominios que difieren

funcionalmente: el dominio amino-terminal de interaccion con otras proteinas y
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activacion de la transcripcion (AF1), el dominio de unién al DBD, el dominio
carboxilo-terminal de unién al ligando y transactivacion (LBD/AF2), el dominio que
contiene la sefial de localizacion nuclear (D) y, finalmente, el dominio encargado de
modular la actividad del receptor (F). De hecho, ambos subtipos de RE se expresan
en varios tejidos y tipos celulares de manera diferencial , lo que también contribuye
a la posibilidad de que existan distintos genes bajo el control de cada subtipo
dependiendo del tipo celular, asi como modelos de accion que podrian incluir
cooperacion o bien competicion entre REa y REB (Dworatzek y Mahmoodzadeh,
2017).

1 180 263 302 554 595
| Fi T TEBEFT—TF)

ERa NH2-( AFA DBD_ D[ LBD/AF2 F_)-COOH
i 144 227 255 504 530

I
ERB NH2-( AF1 D’B’B—fﬁ‘-—EBMFT_'!'F“J-COOH

Figura 3.- Esquema de los dominios funcionales de los receptores de estrégenos ay B (REa
y REB). Tomada de Lanzino et al., 2001.

De este modo, tras la interaccion hormona-receptor, llevan a cabo acciones
lentas 0 gendmicas que suponen la regulacion de la transcripcién génica de
determinados genes que se encuentran bajo su control. Ademas, los estrogenos
también ejercen acciones rapidas o no gendmicas que, abarcan distintas vias de
accion (Chandrasekar et al., 2010).

Los REa se encuentran localizados en el Utero, en los ovarios, en las
glandulas mamarias y también se sabe que se encuentran distribuido en el SNC,
mientras que el RE [ se localiza en las células del endotelio vascular, el sistema
nervioso, testiculos y hueso. De esta manera los estrégenos regulan diferentes
procesos reproductivos. En humanos actian en la diferenciacion sexual a nivel
cerebral durante el desarrollo temprano, la formacion de las caracteristicas sexuales
secundarias femeninas y el ciclo menstrual; asimismo en la rata regulan el ciclo

estral y el despliegue de la conducta sexual (Bondesson et al., 2015).
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1.6 CICLO ESTRAL

El ciclo estral se ha definido como el periodo de inicio del celo o estro hasta el inicio
del siguiente (Ramirez 2006), durante el ciclo estral suceden cambios morfoldgicos,
histolégicos y hormonales en los érganos reproductivos. Estos procesos se
encuentran regulados neuroendocrinamente por el eje HHO (Rosell, 2004).

En la rata el ciclo estral esta conformado por cuatro fases: proestro, estro, metaestro
y diestro; cada una de estas fases varia en cuanto a su duracion y esta determinada
por caracteristicas citolégicas especificas que pueden identificarse a través de un
frotis vaginal (Goldman et al., 2007). A continuacion, se describe brevemente la
fisiologia de cada fase del ciclo estral.

A) La fase de proestro tiene una duracion aproximadamente de 12 horas, en
donde los ovarios se encuentran en la fase folicular, a principios de esta fase se
encuentran niveles altos de estrogenos, manteniéndose uniformes durante la mitad
de la fase (Puerta 'y Lopez, 2005), ver figura 5. Por otro lado, las paredes vaginales
se engrosan y se tornan secas y comienzan a producir cornificacién de las células
de la mucosa, las células epiteliales vaginales se muestran grandes, redondeadas
y nucleadas (Marcondes et al., 2002), ver figura 4.

B) La segunda fase que forma parte del ciclo estral es el estro, que tiene una
duracion aproximadamente entre 9 y 15 horas, durante esta fase se realiza la
ruptura del foliculo ovarico y la ovulacién, los estrégenos desencadenan los cambios
conductuales en la hembra, los cuales son la conducta proceptiva y receptiva, en
esta fase las células epiteliales vaginales se pueden observar descamadas y
transparentes (Marcondes et al., 2002), ver figura 4.

C) La tercer fase del ciclo estral es la denominada metaestro, que tiene una
duracion de aproximadamente 15 horas, en esta fase se produce el pico de LH 'y
por consecuencia la ovulacion, en los 2 dias posteriores hay un incremento de la
FSH, a principios de esta fase los niveles de estrégenos disminuyen, el cuerpo lateo
comienza a formarse y se incrementa la produccion de progesterona, ver figura 5,
al final del metaestro se observa la vagina himeda, los évulos que se han liberado

se encuentran en el oviducto (Marcondes et al., 2002; Zheng, 2009). Las células
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epiteliales vaginales que se observan son células epiteliales cornificadas y algun
leucocito, ver figura 4.

D) La ultima fase del ciclo estral es el diestro, que se caracteriza por tener
mayor duracion en el ciclo aproximadamente de 57 horas. En la etapa temprana de
esta fase los niveles de estrégenos se incrementan, el cuerpo lateo produce niveles
altos de progesterona (Marcondes et al., 2002), posteriormente la progesterona que
se ha producido comienza a disminuir lo que provoca que haya una produccion de
FSH, por otro lado, la LH comienza nuevamente con el desarrollo de nuevos
foliculos (Puerta-LOpez, 1994) y se observan células epiteliales vaginales

cornificadas y abundantes leucocitos, ver figura 4.

Figura 4. Frotis vaginal de ratas hembras en proestro (A), estro (B), metaestro (C) y
diestro (D) (Tomada con objetivo 10X en el bioterio de la UAM Iztapalapa).
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Figura 5. Fases del ciclo estral y los niveles de estradiol en la rata. Podemos observar que
los niveles mas altos se encuentran en la fase de proestro y los mas bajos en la fase de
estro. Tomada de Levine, 2015.

Cabe sefialar que el ciclo estral no solo es un proceso regulado por diversas
hormonas tales como la LH, progesterona y los estrogenos, sino también por
neurotransmisores entre los cuales se encuentra la 5-HT y algunos de sus
receptores juegan un papel importante en la modulacion de los parametros

reproductivos.

1.7 SEROTONINA'Y CICLO ESTRAL

En los mamiferos, la 5-HT patrticipa en una amplia gama de procesos reproductivos
como en la secrecion de GnRH, la liberacion de gonadotropinas, la maduracion
gonadal y los procesos socio-sexuales. En varias especies de mamiferos, las
neuronas 5-HTérgicas expresan RER (Gundlah et al., 2005) por lo tanto el sistema
5-HTérgico puede ser regulado por factores hormonales como los estrégenos

(Prasad et al.,, 2015) lo cual sugiere que la 5-HT y las vias de sefializacion
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enddcrinas reproductivas estan estrechamente asociadas controlando los procesos
reproductivos mediante el mecanismo de retroalimentacion negativa de los
esteroides sexuales hacia el hipotdlamo y la hipéfisis (Fink, 1979). Por otro lado, las
neuronas 5-HTérgicas envian sus proyecciones hacia las neuronas GnRH que se
encuentran ubicadas en el hipotalamo, empleando el uso de neurotransmisores
como la 5-HT (Campbell y Herbison, 2007). En el hipotadlamo, la 5-HT participa en
la modulacion de la secrecién de la GnRH y a su vez, GnRH estimula la secrecién
de las gonadotropinas, la FSH y la LH, en la hipofisis (Wada et al., 2006).

En estudios realizados en ratas hembras han demostrado que los axones 5-
HTérgicos envian sus proyecciones a las neuronas GnRH, por lo que se sugiere
que la 5-HT tiene un papel directo en la regulacion de la actividad de las neuronas
GnRH (Vitale y Chiocchio, 1993). Por otro lado, se ha demostrado la presencia de
5-HT en la capa de tejido muscular que se encuentra en oviducto, Utero y ovario de
rata por medio de la técnica de HPLC con deteccion electroquimica; mientras que
su origen se atribuye a las terminales nerviosas que se extienden dentro del ovario,
ademas de que las fluctuaciones de la concentracién de 5-HT en estos tejidos se
relacionan con las diferentes etapas del ciclo estral (Amenta et al., 1992). Esta idea
se ve reforzada por el hecho de que en los foliculos preovulatorios la secrecion de
estradiol es estimulada por la 5-HT, el estradiol en concentraciones adecuadas
promueve la ovulacion (Tanaka et al., 1993), la cual que se lleva a cabo cuando la
5-HT se une y activa al receptor 5-HT2 para estimular la secrecién de GnRH, FSH
y LH (Gouveia y Franci, 2004). La 5-HT se ha identificado en las células del cdmulo
y células de la granulosa; asimismo se ha reportado la presencia de SERT en el
ovario de rata (Amireault y Dubé, 2005). La presencia de tales elementos del
sistema 5-HTérgico en el ovario apunta la posibilidad de que la 5-HT desempefie un
papel en la esteroidogénesis.

Como ya se menciond, durante el ciclo estral, se presentan fluctuaciones en
la concentracién de 5-HT asociada a la ovulacion, considerandose que la 5-HT tiene
un papel muy importante dentro de la regulacién ovarica, observandose altas
concentraciones de 5-HT durante la fase de estro (Clausell y Soliman, 1978).

Aunado a esto, la 5-HT esta implicada en la secrecion de hormonas que regulan la
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maduracion sexual, asimismo, actia en el inicio de la pubertad de la rata hembra
(Romero-Reyes et al., 2016). Al respecto, existen estudios sobre la exposicion a
fluoxetina durante la etapa postnatal (0-28 PN) en donde se observa la facilitacion
de la conducta sexual femenina en ratas adultas (Rayen et al., 2014). De manera
contraria, la exposicion de fluoxetina durante la gestacion y periodo de lactancia
aumenta la concentracion de estradiol, incrementa el nimero de foliculos en el
ovario, retrasa la pubertad y modifica genes que regulan la sefializacion y accion de
la 5-HT en el ovario (Moore et al., 2015; dos Santos et al., 2016). También se ha
evaluado el tratamiento de farmacos antidepresivos en ratas macho mediante la
administracion neonatal con CMI, y se ha observado que dicho tratamiento genera
anomalias en la conducta sexual masculina (Bonilla-Jaime et al., 1998; Limon-
Morales et al., 2014).

Por tanto, el uso de farmacos antidepresivos en etapas perinatales y posnatales
altera el sistema 5-HTérgico generando anomalias en algunos pardmetros

reproductivos durante la edad adulta.

1.8 TRATAMIENTO NEONATAL CON CMI

La CMI es un antidepresivo triciclico que se utiliza para el tratamiento de la
depresion, trastorno depresivo compulsivo y desorden del panico (Trimble, 1990).
La CMI esta constituida por un anillo central con siete elementos y un nitrégeno
terminal que contiene tres elementos (aminas terciarias) (Figura 6). Las acciones
bioguimicas de este antidepresivo ocurren casi inmediatamente tras su
administracion, su efecto terapéutico no se aprecia hasta después de transcurridas
2-4 semanas de tratamiento. EI mecanismo de accion de la CMI es inhibir el
transportador de 5-HT (SERT) y en menor medida el de noradrenalina (NA),
promoviendo que haya una mayor disponibilidad de estos neurotransmisores en el

espacio sinaptico (Judd et al., 1991).
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Figura 6.- Estructura quimica de clomipramina

A nivel clinico, la CMI es un antidepresivo que puede ser utilizado para el
tratamiento de depresion durante la gestacion (Gentile, 2014). Inclusive ya se ha
reportado que este farmaco es liberado en la leche materna y recibido por él bebe
durante la lactancia (Thomson y Sharma, 2017). El uso de CMI en mujeres
embarazas induce efectos en los recién nacidos entre las cuales podemos
mencionar nacimientos prematuros, problemas respiratorios, anomalias
cardiovasculares e irritabilidad, bajo peso en recién nacidos, problemas en la
ingestién de alimento y algunas veces suelen presentar convulsiones (Cowe et al.,
1982; Bromiker y Kaplan, 1994; Kallén y Otterblad Olausson, 2003). Sin embargo,
poco se sabe sobre las alteraciones durante la edad adulta de neonatos expuestos
en etapas criticas del neurodesarrollo.

En ratas macho, el tratamiento neonatal con CMI durante los dias 14 al dia 20
PN reportan alteraciones en la sinaptogénesis lo cual es sabido que genera
deficiencias conductuales, endocrinas Yy fisioldgicas en la edad adulta (Vogel et al.,
1990b; Feng et al.,, 2001). Dentro de las alteraciones conductuales se observa
disminucién en las respuestas de lucha, anomalias del suefio MOR, hiperactividad
motora, disminucion en la agresividad, desesperanza evaluada en la prueba de
nado forzado, ademas de presentar alteraciones fisiolégicas como hipersecrecion
de corticosterona, alteraciones en los sistemas de neurotransmision (Vogel et al.,
1990; Velazquez-Moctezuma y Diaz Ruiz, 1992; Yanielli et al., 1995; Bonilla-Jaime
et al., 1998; Feng et al., 2001), y de las conductas de busqueda de recompensa
como la conducta sexual (Neil et al., 1990; Bonilla-Jaime et al., 1998; Limon-

Morales et al., 2014), alteraciones en los parametros del suefio REM y procesos
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cognitivos que pueden afectar el aprendizaje y la memoria( Vogel et al., 1990; Feng
et al., 2001; Bhagya et al., 2008; Savelyev et al., 2012). Ademas de presentar
alteraciones neuroquimicas en los sistemas de neurotransmisién dopaminérgico y
5-HTérgico (Andersen et al., 2002) se ha descrito la hiperactividad del eje
HPA (Bonilla-Jaime et al., 2010). Por otro lado, estudios realizados en hembras
reportan que el tratamiento neonatal con CMI genera desesperanza y alteraciones
en el ciclo estral y la conducta sexual femenina (Molina-Jiménez et al., 2018). Esta
altima es una conducta que se encuentra intrinsecamente regulada por las
hormonas esteroideas, principalmente el estradiol, sintetizado por los ovarios, los

cuales a su vez son regulados por el eje HHO.

1.9 ANTECEDENTES

Se ha observado que el tratamiento neonatal con CMI altera la conducta sexual
masculina durante la edad adulta, aumentando el numero de montas y
disminuyendo el numero de intromisiones y eyaculaciones en los sujetos
experimentales, ademas se presenta una mayor latencia a estas conductas y
permanecen menor tiempo explorando el area del incentivo sexual, lo que indica
gue no solo se altera el componente ejecutorio sino también el componente
motivacional (Neil etal., 1990; Bonilla-Jime et al., 1998; Limon-Morales et al., 2014),
estas alteraciones son revertidas por la administracion de estradiol mas
dihidrotestosterona, hormonas esteroideas involucradas en la expresion de la
conducta sexual masculina. Sin embargo, las concentraciones periféricas de
testosterona y estradiol no se ven afectadas por el tratamiento neonatal con CMI.
Por otro lado, el tratamiento neonatal con CMI induce una disminucion en la
expresion de los RE en el nucleo del rafe dorsal y en la region CA3 del hipocampo,
mientras que en el ndcleo predptico medial (NPOm) se observé un aumento en la

expresion de los REa y REB, estos resultados nos podrian indicar el probable
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mecanismo por el cual la CMI produce las alteraciones en la CSM (Limon-Morales
et al., 2014).

En hembras la administracion neonatal de CMI genera ansiedad en la prueba
de laberinto en cruz y se presentan alteraciones en los sistemas de
neurotransmision (5-HTérgico y dopaminérgico), caracterizadas por una
disminucién de 5-HT y dopamina en el lado derecho del hipocampo, amigdala y
estriado (Andersen et al., 2002). Ademas, se observo que el tratamiento con CMI
genera desesperanza en la prueba de nado forzado, donde los animales CMI
tuvieron mayor tiempo de inmovilidad y un menor nado, efecto que fue revertido con
el tratamiento crénico con estradiol (Molina-Jimenez et al., 2017). En el ciclo estral,
las hembras CMI presentaron una disminucion en el numero de ciclos, con una
mayor proporcion de ciclos extendidos y una reduccion de la conducta sexual
(Molina-Jimenez et al., 2018), lo cual nos indica que el tratamiento neonatal con
CMI aumenta la concentracion de 5-HT vy altera los procesos reproductivos como el

ciclo estral y la conducta sexual tanto masculina como femenina.

Sin embargo, no se ha evaluado la concentracion sérica de estradiol y los REa en
estructuras reproductivas como Gtero y ovarios, los cuales son muy importantes en

los procesos reproductivos.

2. JUSTIFICACION

El uso de antidepresivos durante el embarazo y la lactancia se ha incrementado en
un 300% desde 1998 al 2005. En este sentido, actualmente existen diversas
terapias farmacologicas para el tratamiento de la depresion, dentro de las cuales, la
primera eleccién son los ISRS, como la fluoxetina. Sin embargo, también existen
aguellos de segunda eleccion como la CMI, que al ser administrada durante la

gestacién o lactancia genera alteraciones en el producto. Dichas alteraciones son
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bajo peso al nacer, problemas respiratorios y cardiacos, asi como dificultad para
comer (Bromiker y Kaplan, 1994; Kallén y Otterblad Olausson, 2003).

La CMI actua a nivel de SNC modulando las concentraciones de noradrenalina y 5-
HT principalmente, y se ha visto que la 5-HT y su transportador (SERT) regulan el
ciclo estral de la rata mediante la secrecion de estradiol el cual tiene como funcion
regular los cambios en el epitelio vaginal que se presentan en cada etapa del ciclo
(Rehavi et al., 2000a).

En modelos animales se sabe que el tratamiento neonatal con CMI
induce alteraciones en el despliegue y el componente motivacional de la conducta
sexual asi como en la expresién de RE a y B en el hipotalamo en machos adultos
(Bonilla-Jaime et al., 1998; Limon-Morales et al., 2014), en hembras genera
desesperanza, altera el ciclo estral y la conducta sexual femenina (Molina-Jiménez
et al., 2017; Molina-Jiménez et al., 2018).

Por lo tanto, la alteracion en la actividad del sistema 5-HTérgico durante el
neurodesarrollo a través del uso de farmacos antidepresivos como la CMI genera
cambios, con una posible consecuencia en las funciones ovaricas y a su vez en la
reproduccion del organismo. Hoy en dia existen pocos trabajos que indican que la
CMI modifica algunos parametros reproductivos, por ello, en este trabajo se
evaluaron los efectos de CMI sobre aspectos fisiol6gicos de la conducta sexual
femenina como el ciclo estral, la concentracion sérica de estradiol durante el ciclo
estral y las posibles modificaciones en los REa que se encuentran en el Utero y los

ovarios.

Los resultados obtenidos aportaran informacion importante respecto a los posibles
efectos deletéreos que puede estar ocasionando la exposicion de farmacos

antidepresivos en etapas tempranas sobre la poblacién femenina.
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2.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son los efectos que tendran las ratas hembras administradas con CMI
durante la etapa neonatal, sobre el ciclo estral, la expresion REa en aparato

reproductor (Utero y ovarios) y la concentracion de estradiol en sangre?

2.2 HIPOTESIS

La administracion de CMI en la etapa neonatal modifica la concentracion de
estradiol, la expresion de REa en ovarios y Utero alterando el ciclo estral en rata

hembra adulta de la cepa Wistar adultas.

2.3 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la administracion neonatal de CMI en ratas hembras sobre la
concentracion de estradiol, la expresion del REa en Utero y ovarios en diferentes

fases del ciclo estral.

2.4 OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar el efecto del tratamiento neonatal de CMI sobre las fases del ciclo
estral de la rata.

e Evaluar el efecto del tratamiento neonatal con CMI sobre la concentraciéon de
estradiol en las diferentes fases del ciclo estral de la rata.

e Evaluar el efecto del tratamiento neonatal con CMI sobre la expresién de los

REa en utero y ovarios durante las diferentes fases del ciclo estral de la rata.
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2.5 MATERIAL Y METODO

2.6 SUJETOS EXPERIMENTALES

El presente proyecto de investigacion que se basé en la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio “. Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar de 3
meses de edad que fueron criadas en el bioterio de la Universidad Autonoma
Metropolitana campus Iztapalapa; los sujetos experimentales fueron mantenidos en
un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas encendiendo la luz a las 22:00 horas con

una temperatura de 24 °C, con agua y alimento ad libitum.

2.7 TRATAMIENTO NEONATAL CON CMI

Como parte del modelo de tratamiento neonatal con CMI, se utilizaron 9 hembras
gestantes a partir de las cuales, a los 3 dias posteriores al parto, las crias fueron
sexadas y separadas de la madre para seleccionar Unicamente a las hembras
mientras que los machos fueron utilizados para otros fines experimentales. Este
periodo de separacion se utilizé con el fin de evitar que los sujetos experimentales
presentaran ansiedad y/o estrés por separacion de la madre (Riveros-Barrera y
Duefias, 2015). Las hembras fueron colocadas con una nodriza en una caja de
acrilico, de tal manera que el nimero de crias por cada nodriza se estandarizé a 6
crias. Posteriormente se formaron 2 grupos experimentales: 1) el grupo control al
cual Unicamente se le administro 0.1ml de solucion salina por via subcutanea
diariamente del 8 al dia 21 de vida posnatal; 2) el grupo CMI, al cual se le administro
30mg/kg de clorhidrato de clomipramina una vez al dia a las 11 am a partir del dia
8 al dia 21 de vida posnatal, via subcutanea (Vogel et al., 1988).

A los 21 dias de edad se realiz6 el destete y los individuos fueron colocados

en cajas de acrilico en grupos de 6 animales, respetando el tratamiento al cual
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fueron sometidos. A los 3 meses de edad, se registré diariamente el ciclo estral a
través de frotis vaginales durante 21 dias, de los cuales 7 dias fueron de
habituacién, con el fin de identificar el tipo de ciclo presentado, posteriormente se
formaron grupos de acuerdo a las fases del ciclo estal, agrupando a en proestro-
estro y metaestro- diestro para darles muerte por decapitacion y obtener las
muestras sanguineas, ademas de realizar la extraccion de las estructuras

reproductivas (ovario y cuernos uterinos).

2.8 CICLO ESTRAL

Para analizar el efecto que tiene la CMI durante la etapa neonatal sobre el ciclo
estral se realizaron frotis vaginales durante 21 dias. Los frotis se obtuvieron con un
gotero de vidrio que contenia una pequefia cantidad de solucién salina insertando
la punta del gotero en la vagina de la rata con mucho cuidado para no lastimarla, la
punta del gotero se introdujo en la entrada vaginal. Posteriormente la muestra se
colocd en un porta objetos y se observo en un microscopio de luz en los objetivos
10X y 40X para determinar mediante citologia vaginal la fase del ciclo estral en la
cual se encontraba la rata: proestro (células redondas y nucleadas), estro (células
cornificadas), metaestro (mezcla de células redondas, nucleadas, células
cornificadas y leucocitos) y diestro (predominio de leucocitos) (Marcondes et al.,
2002). El tipo de ciclo se clasificé de la siguiente manera: a) regular, caracterizado
por 4 o 5 dias con 1-2 dias de estro 0 2-3 dias de diestro; b) extendido, caracterizado
por la presencia de 3-4 dias de estro o 4-5 dias de diestro; y 3) anormal,
caracterizado por mas de 4 dias consecutivos de estro o 6 dias de diestro (Goldman
et al., 2007).
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2.9. CONCENTRACION DE ESTRADIOL POR MEDIO DE LA PRUEBA DE RIA

La cuantificacion de estradiol se realizé mediante la prueba de radioinmunoanalisis
(RIA) en ambos grupos de individuos. A los 3 meses de edad las ratas se
sacrificaron por decapitacion (no se pudo utilizar ningun tipo de anestesia ya que
podia influir en la cuantificacién hormonal) en cada una de las fases del ciclo estral
(estro, metaestro, diestro y proestro) para obtener las muestras de sangre y realizar
la cuantificacibn hormonal. Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1500
rom durante 30 minutos para obtener el suero y poder evaluar los niveles de
estradiol haciendo uso del kit comercial TKE-21 (Diagnostic Product Corporation,
CA, Estados Unidos). El método consistié en un RIA con marcador '2°l, disefiado
para la determinacion cuantitativa de estradiol. El procedimiento se describe a
continuacion; se utilizaron tubos recubiertos con anticuerpos (anti-estradiol), en
donde la hormona marcada con 25| 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 determiné comparando las cuentas con una curva de calibracion.

3. EXPRESION DE REa

El tejido disectado (cuernos uterinos y ovarios) se limpié con solucion salina, se
utilizé un aproximado de 0.30gr — 0.50 gr de tejido fresco, que fue pre tratado en
1ml de ARN later (QIAGEN Science, Germantown, MD, EE.UU.) 24h a temperatura
ambiente, posteriormente el tejido se almaceno a -70 °C hasta el dia de su
utilizacion. Para procesar las muestras, el tejido se descongelé y se elimind el
excedente de ARN later con una gasa estéril, el tejido se coloc6 en 1 ml de reactivo

de lisis Quiazol y se homogenizé con el aparato politron; una vez que el tejido se
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homogenizo, se adicionaron 200 pl de cloroformo, se dejé reposar 10 min y
centrifugar a 12000 rpm durante 15 min a 4 °C. La fase acuosa fue recuperada y se
adicionaron 500 pl de isopropanol, dejando reposar 30min y centrifugando
12000rpm 15min 4 °C. El sobrenadante se decant6 y el boton se lavo con alcohol,
posteriormente el botdn se disolvido con 35ul de agua inyectable y se analizo la
pureza del ARN usando 5 pl de la mezcla anterior en el Nano Drop- 2000. Para
comprobar la integridad del ARN se realizé un gel de agarosa al 1% con red gel. A
partir de ARN total y usando el sistema de transcripcion inversa ImProm Il
(Promega, Madison, WI, EE.UU.), se obtuvo un cDNA (acido desoxirribonucleico
complementario); la reaccion se realiz6 siguiendo las indicaciones del proveedor,
dicha reacciébn de 20 pl se incubo en un termociclador (Applied Biosystems
GeneAmp PCR System 2700HT, Foster City, E.E.U.U) con el programa de ciclos:
incubacion de 5 min a 25 °C, extension de 55 min a 42 °C, la enzima fue inactivada
a 70 °C por 15min, las muestras se enfriaron a 4 °C por 5min, el cDNA que se obtuvo
fue amplificado con Master Mix (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Alemania) y las reacciones se evaluaron en un sistema de tiempo real LightCycler
2.0 (Roche Molecular Biochemicals), con 0.5mM de primer (tabla 1) , las reacciones
finales fueron condicionales para la PCR en tiempo real que fueron pre incubadas
con la enzima: 10min a 95 °C, 40 ciclos con desnaturalizacion a 95 °C por 10
segundos, temperatura de alineamiento 61 °C por 7 seg, amplificacion a 72 °C por
10 segq.

Los valores ACt se calcularon con Ct de problema — Ct de referencia donde
GAPDH se tom6 como el gen de referencia, los cambios relativos en la expresion
de un gen en especifico (AACt) se calcularan con el ACt de la muestra menos el ACt

de la referencia y se representara como 2-24Ct
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Tabla 1. Secuencia de oligonucleotidos para la cuantificacion de la expresion del
RNAmM de REo.

Gene Secuencia (F- sentido/ R- | Gene Bank Tamafho del
antisentido) producto
GAPDH | F- CCTGCACCACCAACTGC NM_017008.4 | 453pb

R- CAATGCCAGCCCCAGCA
RE a F- TTCACACCAAAGCCTCGGG XM_0062278 | 337pb
R- TGCAGCAGCATCAGCGGA 32.2
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3.1 ANALISIS ESTADISTICO

Para comparar el nUmero de ciclos estrales se realiz6 una prueba t de Student para
grupos independientes, donde los grupos fueron CMI (tratamiento neonatal con
clomipramina) vs CTRL (tratamiento neonatal con solucion salina), con una

significancia de p<0.05.
El porcentaje de hembras que presentaron ciclo estral regular, extendido y anormal
en sus ciclos consecutivos se evalué por medio de una prueba de Xi? con una

significancia de p<0.05.

Para analizar la concentracion sérica de estradiol se realizé una prueba t de Student

para grupos independientes, con una significancia de p<0.05.

Por ultimo, la expresion de los REa en utero y ovarios se analizé con una prueba t

de Student para grupos independientes, con una significancia de p<0.05.
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3.2 RESULTADOS

A) Evaluacion del ciclo estral

El efecto de la administracion de CMI sobre el ciclo estral se muestra en la figura 7.
El andlisis estadistico revel6 diferencias significativas (t=4.661, 17 gl, p<0.0002) en
el numero de ciclos que presentaron las ratas. El grupo CMI presenté menos ciclos
(2.1 £ 0.1) respecto al grupo CTRL (3.1 + 0.2) durante un periodo de 14 dias.

NUmero de ciclos en 14 dias
N
1

Figura 7. Numero de ciclos estrales durante un periodo de 14 dias en ratas tratadas
neonatalmente con CMI. Las ratas CMI presentaron un menor numero de ciclos
estrales respecto al grupo CTRL. Media = E.E prueba t-Student. * p<0.05
comparado con el CTRL. CTRL: control, CMI: clomipramina.
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La figura 8 muestra la proporcion de hembras que presentaron ciclos normales,
extendidos y anormales en sus ciclos consecutivos durante un periodo de 14 dias
de registro. Durante su primer ciclo estral el 80%de las hembras CMI presentaron
ciclo normal (A), mientras que el 10% de ellas presentaron ciclo extendido (B) y el
resto (10%) tuvieron ciclo anormal (C). En el caso de las hembras del grupo CTRL,
el 100% tuvieron su primer ciclo normal (Xi= 18.82, p<0.0001) (A). Durante su
segundo ciclo, el 20% de las hembras CMI presentaron ciclo normal (A), ya que el
50% de ellas presento ciclo extendido (B) y el 30% restante tuvieron ciclo anormal
(C), respecto a las hembras control el 70% del grupo presenté su segundo ciclo
normal (A), el 20% tuvieron ciclo extendido (B) y el 10% presenté ciclo anormal (Xi=
63.44, p<0.0001) (C). Solo las hembras control presentaron un tercer ciclo (A).
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Figura 8. Tipo de ciclo estral que presentaron las hembras tratadas neonatalmente
con CMI durante sus ciclos consecutivos (1C, 2C, 3C). Las ratas CMI presentaron
menos ciclos estrales normales con una mayor ocurrencia de ciclos estrales
extendidos y anormales. Xi cuadrada, *p<0.05 comparado con el CTRL. CTRL:

control, CMI: clomipramina.
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B) Concentracion de estradiol durante el ciclo estral

La figura 9 (panel A y B) muestra las concentraciones séricas de estradiol durante
las fases de proestro-estro y metaestro-diestro en hembras del grupo CTRL, asi
como en hembras tratadas neonatalmente con CMI. El andlisis estadistico mostré
diferencias significativas entre los grupos en las fases de proestro-estro (t=2.223,
11 gl, p=0.0482), ya que el grupo CMI tuvo menor concentracion de estradiol (19.79
+0.9503), respecto al grupo control (27.07 £ 3.384). Sin embargo, no se encontraron
diferencias en las concentraciones séricas de estradiol en las fases de metaestro-
diestro (t=0.3071, 10 gl, p=0.7650) entre el grupo de hembras CMI (19.33 £ 0.3333)
y el grupo control (19.50 + 0.4282).

Proestro-Estro Metaestro-Diestro

40 251
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Concentracion de Estradiol en pg/m|
Concentracion de Estradiol en pg/m|

Figura 9. Concentracion sérica de estradiol en las etapas proestro-estro (A) y
metaestro-diestro (B). El tratamiento neonatal con CMI induce una disminucién en
la concentracion sérica de estradiol en la etapa de proestro-estro. Media * E.E
prueba t-Student. *p<0.05 comparado con el CTRL. CRTL: control, CMI:
clomipramina.
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C) Evaluacion de la expresion relativa de los REa en los cuernos uterinos

La figura 10 muestra la expresion relativa del REa en cuernos uterinos durante las
fases de metaestro-diestro y proestro-estro de ambos grupos. El analisis estadistico
mostré diferencias significativas en la etapa de metaestro-diestro (t= 3.386, 20 gl,
p= 0.0029) el grupo de hembras CMI presenté una mayor expresion relativa de los
REa en los cuernos uterinos (282.8 + 74.85) comparado con el grupo CTRL (27.3 £
9.45) de manera similar, el analisis estadistico mostroé diferencias significativas
durante las fases de proestro-estro (t=2.505, 18 gl, p=0.0221), donde las hembras
CMI también presentaron una mayor expresion relativa de los REa en los cuernos
uterinos (215.8 + 61.2) respecto al grupo CTRL (39.11 + 35.1).
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Figura 10. Expresion relativa de los REa en cuernos uterinos durante las fases de
metaestro-diestro (A) y proestro-diestro (B). Podemos observar que el tratamiento
neonatal con CMI induce una mayor expresion de los REa en los cuernos uterinos
durante todas las fases del ciclo estral. Media + E.E prueba t-Student. *p<0.05
comparado con el CTRL. CTRL: control, CMI: clomipramina.
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D) Evaluacion de la expresion relativa de los REa en los ovarios

La figura 11 muestra la expresion relativa de los REa en ovarios durante las fases
de metaestro-diestro y proestro-estro en hembras CTRL, asi como en hembras
tratadas neonatalmente con CMI. El analisis estadistico nos indica que durante las
fases de metaestro-diestro no existen diferencias significativas en los REa (t=
0.2638, 18 gl, p= 0.7949) en el grupo de hembras CMI (82.09 + 53.82) comparado
con el grupo CTRL (66.78 £ 21.69). Sin embargo, el grupo de hembras CMI durante
las fases de proestro-estro disminuy6 significativamente (t=3.501, 20 gl, p= 0.0022)
a expresion relativa de los REa (67.78 + 22.81) respecto al grupo CTRL (182.80 +
23.64).
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Figura 11. Expresion relativa de los REa en ovarios durante las fases de metaestro-
diestro (A) y Proestro-Diestro (B). Durante las fases de metaestro-diestro no se
observaron diferencias para ambos grupos, sin embargo, durante las fases de
proestro-estro las hembras CMI presentan una disminucion de la expresion relativa
de los REa en los ovarios. Media + E.E prueba t-Student. *p<0.05 comparado con
el CTRL. CTRL: control, CMI: clomipramina.
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3.3 DISCUSION

El uso de farmacos durante la gestacion o lactancia induce alteraciones que afectan
algunos parametros reproductivos (Loughhead et al., 2006). En nuestros resultados
encontramos que en ratas hembras adultas expuestas a CMI durante la etapa
neonatal presentan un menor nimero de ciclos estrales, con mayor presencia de
ciclos extendidos, una menor concentracion de estradiol y una mayor expresion de
REa en el utero tanto en la etapa de P-E como en M-D y una disminucién en la
expresion de REa en ovario en la etapa de P-E. Por lo tanto, nuestros hallazgos
indican que la administracion neonatal con CMI altera de manera importante la

reproduccion femenina.

La CMI como los ISRS, inhiben la recaptura de 5-HT, neurotransmisor que
tiene diversas funciones, durante el neurodesarrollo, participa en la formacién de
circuitos que inervan distintas areas cerebrales; mientras que durante la edad regula
procesos fisiolégicos como la reproduccion (Dohler, 1991). También se sabe que es
uno de los primeros neurotransmisores que aparecen en el (SNC) y se ha propuesto
que actia como una sefial en la proliferacion, diferenciacion y apoptosis
celular (Azmitia, 2001; Verney Lebrand, y Gaspar, 2002). De hecho, la génesis
temprana de las neuronas monoaminérgicas en mamiferos es de gran importancia
debido a su papel trofico sobre la morfogénesis cerebral, esto debido a la presencia
de la 5-HT en etapas tempranas en las regiones cerebrales, por delante de otros
neurotransmisores, ademas de regular el crecimiento interno y el desarrollo terminal

de otras monoaminas, en particular de la dopamina (Lambe et al., 2000).

Por su parte se ha reportado que el tratamiento neonatal con CMI modifica
la conducta sexual masculina (Bonilla-Jaime et al., 1998), sin cambios en las
concentraciones de testosterona y estradiol (Limon-Morales et al., 2014a). Ademas,
Molina-Jiménez y cols (2018) demostraron que el mismo tratamiento con CMI altera
el ciclo estral, al inducir una reduccién en el nimero de ciclos estrales, ademas de

afectar la conducta sexual femenina. Un efecto contrario se observé con la
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administracion de fluoxetina durante el periodo de gestacion y lactancia en ratas
hembras, dicho tratamiento generd un aumento en la concentracion de estradiol sin
alterar el ciclo estral, ni la conducta sexual femenina. Sin embargo, indujo retrasé
en el inicio de la pubertad con una disminucién en la concentraciéon de LH (dos
Santos et al., 2016); por lo que se puede sugerir que la exposicion de farmacos
como la fluoxetina durante la gestacion y la lactancia compromete algunos
parametros reproductivos en la descendencia de las ratas hembras tales como: el
primer estro, asi como la concentracion de estradiol y LH (dos Santos et al., 2016).
En conjunto estos datos muestran que tras modificar el sistema 5-HTérgico por
efecto de farmacos como la CMI o fluoxetina durante el neurodesarrollo parece
afectar la funcion del eje hipotalamo-hipofisis-gobnada en particular el ovarico vy

repercutir en los procesos reproductivos como el ciclo estral y la conducta sexual.

El eje HHO regula los procesos reproductivos tales como: la conducta sexual
femenina, el ciclo estral y la esteroidogénesis. En el hipotalamo se lleva la sintesis
y liberacion de GnRH, hormona que tiene un papel fundamental en la regulacién del
control neuroendocrino en la reproduccioén. En la hipdfisis la GnRH es la principal
sefal neural responsable de la sintesis y liberacion de la LH y la FSH, las cuales
ejerceran su efecto en el ovario, en el caso de la FSH inducira la sintesis de
estrogenos en las células de la granulosa y la LH ser& la encargada de inducir la
ovulacion, asi como estimular la sintesis de progesterona en las células de la teca
(Smith y Jennes, 2001).

Existen evidencias, que en varios nucleos del hipotdlamo, tales
como el ndcleo ventromedial (VMN), ndcleo arcuato (NA), hipotalamo
anterior y area preoptica (APO, estructura encargada de regular la secrecién de
GnRH, la conducta sexual femeninay el ciclo estral) reciben aferencias 5-HTérgicas
provenientes del rafé dorsal y medial (Kanno et al., 2008a). Por otro lado, Pronina
y cols. (2003) analizaron la participacion de la 5-HT en el origen, diferenciacién y
migracion de las neuronas GnRHérgicas, mediante la inhibicion de la sintesis de 5-
HT con p-clorofenilalanina (pCPA), a partir del dia 11 hasta el 15, 17 y 20 dias de

gestacion para evaluar los efectos sobre las alteraciones metabdlicas en el
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desarrollo del cerebro. En este sentido reportaron que el tratamiento con pCPA
disminuye la concentracion de 5-HT en un 50-70% en la region craneo nasal y el
cerebro anterior a cualquier edad estudiada. Ademas, disminuyd la migracion de las
neuronas GnRHérgicas de la placa olfatoria al hipotalamo, sugiriendo que actla
estimulando la migracion de la neurona GnRH, y contribuye a la regulacion del
origen, diferenciacion y migracion de las neuronas GnRHérgicas (Pronina y cols.
2003). Sin embargo, la CMI induce un efecto contrario al pCPA, ya que aumenta la
5-HT en el espacio sinaptico, lo cual podria modificar mecanismos de sefializacion
de los receptores 5-HTérgicos o el transportador de 5-HT, que estan relacionados
con procesos de migracion y proliferacion en otros sistemas de neurotransmision y
de sinaptogénesis (Hansson et al., 1998).

Algunos estudios reportan que la administracion de farmacos como los ISRS
durante etapas tempranas influye en el sistema 5-HTérgico afectando el desarrollo
del mismo. Ratas hembras adultas tratadas perinatalmente con fluoxetina
mostraron un aumento en las concentraciones de 5-HT en la corteza prefrontal y
en la corteza cingulada (Gemmel et al., 2018). Dicho efecto es dependiente del
sexo, ya que existen evidencias que indican que las hembras expuestas a fluoxetina
a partir del dia 10 de gestacion presentan concentraciones mas altas de 5-HT en la
corteza prefrontral respecto a los machos que estuvieron expuestos al mismo
tratamiento. Por lo tanto, estos datos indican que las hembras son mas vulnerables
a sufrir cambios en las concentraciones de 5-HT mediante un incremento de este
neurotransmisor en la corteza prefrontal, estructural cerebral que se encarga de
regular algunos procesos como las emociones, la memoria y la atencion (Gemmel
et al., 2018).

Todo lo anterior sustenta que la modificacion del sistema 5-HTeérgico por inhibir su
sintesis o inhibir el sistema de recaptura por la administracion de CMI o fluoxetina,
parece modificar la migracion, proliferacion y/o su funcién de las neuronas GnRH y
por ende la actividad de la 5-HT sobre el eje HHO, circuito neuroenddcrino que

regula el ciclo estral.
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Nuestros resultados indican que el tratamiento neonatal con CMI altera el ciclo
estral, de tal forma que disminuye el numero de ciclos estrales en las hembras
CMI (2.1 £0.1) respecto al grupo CTRL (3.111 £ 0.2) durante un periodo de 14 dias,
observandose que una gran proporcion de las hembras CMI presentaron ciclos
estrales extendidos, los cuales se caracterizaron por la presencia de mas dias de
diestro. Otro estudio reciente reporta que el tratamiento neonatal con CMI causa
alteraciones en el ciclo estral, reduciendo los dias de estro, ademéas una gran
proporcion de las hembras CMI presentan al menos 1 ciclo extendido, asi como una
reduccion en el numero de ciclos estrales comparado con las hembras
CTRL (Molina-Jiménez et al., 2018). De manera similar, la administracion de
clorhidrato de fluoxetina dos semanas antes de la gestacion y hasta el dia del
destete a una dosis de 10mg/kg indujo ciclos irregulares, con mayor presencia de
ciclos extendidos durante la edad adulta, que se caracterizaron por una fase de
estro prolongada, y una mayor cantidad de células apoptéticas en el ovario,
mostrando que los genes que regulan la sefializacion y accion de 5-HT en el ovario
se alteran en las ratas expuestas a fluoxetina durante la etapa neonatal (Moore et
al., 2015b). Este efecto parece depender de la dosis, ya que la administracion de 5
mg/kg de fluoxetina durante la gestacion y la lactancia no genera modificaciones en
el ciclo estral (dos Santos et al., 2016).

Al respecto, el ciclo estral es regulado por el estradiol (Butcher et al., 1974),
por lo que las alteraciones que se presentaron en el ciclo estral podria deberse a
las bajas concentraciones de estradiol debido al tratamiento con CMI.
Si bien el ciclo estral esta regulado por el eje HHO, la actividad de esté eje es
antagonizada por el eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal (HHA), se ha observado que
ratas macho tratadas con CMI presentan hiperactividad en el eje HHA al
incrementarse la concentracion sérica de corticosterona (Prathiba et al., 1998;
Bonilla Jaime et al, 2003), dicho glucocorticoide causa un efecto inhibitorio sobre el
eje HPG al inhibir las funciones reproductivas (Geraghty y Kaufer, 2015). Por
ejemplo, a través de la activacién de los receptores de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y glucocorticoides que se expresan en neuronas GnRH, se

inhibe la sintesis y liberacion de GnRH (Calogero et al., 1999; Bowe et al., 2008;
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Whirledge y Cidlowski, 2010). Ademas, concentraciones elevadas de CRH
inhiben el pico de LH (Cates et al., 2004; Breen et al., 2012), mientras que un
aumento de corticosterona inhibe la sintesis de testosterona, estradiol y
progesterona (Whirledge y Cidlowski, 2010; Geraghty y Kaufer, 2015). Aunque los
glucocorticoides son necesarios para el desarrollo folicular, las concentraciones
altas pueden conducir a una disfuncion ovarica (Dorfman et al., 2003; Geraghty y
Kaufer, 2015).

Por otro lado, la 5-HT ejerce sus funciones a través de la interaccion con
sus diferentes tipos de receptores ubicados en diversas areas del cerebro. En el
hipotdlamo existe la presencia de receptores 5-HT1A, 5-HT2A/C y 5-HT7. Sin
embargo, los receptores ejercen su efecto de manera diferencial dependiendo del
género y la edad (Wang et al., 2016). En el caso de las ratas hembras los
receptores 5HT1A, 5-HT2A/C y 5-HT7 son los encargados de regular los procesos
reproductivos a través del eje hipotalamo-hipéfisis- ovario (Wang et al., 2016). En
ratas adultas, la 5-HT tiene accion bimodal al interactuar con sus receptores 5-HT1A
y 2-HT2C, en el area preoptica se libera la LH para llevarse a cabo la ovulacion,
mientras que en el hipotdlamo mediobasal (MBH) es inhibida (Kordon y Glowinski,
1972). Al respecto, se ha demostrado que la microinyeccion de metiotepina
(antagonista del receptor 5HT1A) en el APOm induce un incremento de LH, sin
modificar las concentraciones de FSH en ratas ovariectomizadas tratadas con
estrogenos (Johnson y Kitts, 1988). Mientras, la microinyeccion de ketanserina
(antagonista del receptor 5-HT2C) en el APOm reduce las concentraciones de LH y
FSH en plasma en los animales sometidos al mismo tratamiento esteroideo, efecto
gue es revertido mediante la administracion de estrogenos (Johnson y Kitts, 1988).

Respecto a los receptores 5-HTérgicos, en machos se ha reportado que el
tratamiento neonatal con CMI induce una regulacion negativa del ARNm de los
autorreceptores 5-HT1A en el rafé dorsal, y un incremento en la expresion de los
receptores postsinapticos 5-HT1A en el hipocampo e hipotalamo (Limon-Morales et
al., 2014c), por lo que cabe la posibilidad, que la expresion de los receptores 5-
HTérgicos 5-HT1A y 5-HT2C esté alterada por efecto del tratamiento neonatal de

CMlI, y por lo tanto, la alteracion de dichos receptores genere un déficit en la
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concentracion de LH y FSH con una repercusion en la disminucion en la sintesis de
estrogenos (Gouveia y Franci, 2004), ademés de inducir anomalias en el ciclo estral
y la conducta sexual femenina (Molina et al, 2018).

Los estrogenos tienen como funcién regular el ciclo estral e inducir cambios ciclicos
en la morfologia celular e histologia del epitelio uterino de la rata (Spornitz et al.,
1994). Durante el ciclo estral, las concentraciones de estrégenos varian
dependiendo de la fase del ciclo estral. En este sentido, el tratamiento con CMI
disminuyo la concentracion de estrogenos en las hembras durante las fases de
proestro-estro respecto al grupo CTRL, sin efecto en las fases de metaestro-
diestro. Se ha reportado un efecto contrario en hembras tratadas con 5 mg/kg
fluoxetina durante la gestacién y la lactancia, es decir un incremento en la
concentracion de estradiol (dos Santos et al.,, 2016). Sin embargo, otro estudio
reporta que la administracién de 10 mg/kg de fluoxetina durante la gestacion y la
lactancia por via intragastrica no afecta la concentracion de estradiol (Moore et al.,
2015b).

En conjunto, estos datos respaldan la hipotesis de que la interrupcion del ciclo estral
puede deberse a una disminucién de las concentraciones de estrégenos por efecto
del tratamiento neonatal con CMI que altera el eje HHO, que pudiera ser causada
por un aumento prolongado de glucocorticoides producidos por una hiperactividad
del eje HHA (Whirledge y Cidlowski, 2010) y/o modificaciones en los receptores 5-
HTérgicos que regulan la liberacién de GnRH y en consecuencia de LHy FSH, en
las estructuras cerebrales implicadas en la reproduccién como el hipotalamo.

Los estrogenos ejercen su funcion mediante la unidn a sus receptores
especificos en las células diana, lo que conduce a la activacion transcripcional de
los genes que responden a los esteroides y, posteriormente, a una modificacion de
las respuestas celulares. En el aparato reproductor femenino de la rata los REa son
el subtipo de receptor dominante en el Utero, el oviducto, el cuello uterino y la vagina,
con una distribucién variable en el estroma y el epitelio durante el ciclo estral. (Wang
et al., 2000a). No obstante, la expresion relativa de los niveles del REa que se

localizan en el Utero y los ovarios varia de acuerdo a la fase del ciclo estral en que
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se encuentre la hembra. La expresion relativa de dichos receptores es mas alta
durante la etapa de proestro, habiendo un decremento de la expresion de estos
receptores durante la etapa de estro, sin embargo la expresion relativa de los
REa es mas baja durante el metaestro, mientras que en el diestro dicha expresion
comienza aumentar ligeramente (Wang et al., 2000b).

El tratamiento neonatal con CMI modifico la expresién relativa del REa que
se localiza en los cuernos uterinos, dichos receptores presentaron un aumento en
su expresion durante las fases de proestro- estro y metaestro- diestro, mientras que
en ovario la expresion de los REa disminuy6 en las fases de proestro-estro sin
mostrar cambios en las fases de metaestro-diestro. Un efecto similar se observo por
efecto del tratamiento neonatal con fluoxetina; en los ovarios la expresion de los
REa disminuyé durante las fases de proestro-estro y metaestro-diestro (Moore et
al., 2015b). En este sentido, se ha reportado que la 5-HT juega un papel inhibitorio
en la expresion de los REa que se encuentran en los nucleos hipotalamicos
periventricular anteroventral, ventromedial anteroventral y el nucleo arcuato (Ito et
al., 2014). En el caso del nucleo ventromedial anteroventral, el REa juega un papel
critico, ya que induce la liberacion de GnRH en respuesta a los estrogenos durante
la fase folicular (Wiegand y Terasawa, 1982), por lo que la regulacion de la
expresion del REa en el nlcleo anteroventral es importante en los mecanismos
inductores de la ovulacion (Yamada et al., 2009), por lo tanto, la alteracién en la
expresion del REa podria desregular la funcién del eje HHO y en consecuencia
inhibir la sintesis de estrégenos y por lo tanto generar alteraciones en el ciclo estral.

Por otra parte, existe la evidencia de la presencia de 5-HT en las células de
la granulosa y del cimulo; asi como, del transportador de 5-HT en la membrana del
ovocito y de la enzima triptéfano hidroxilasa en las células foliculares, sugiriendo
gque ambos componentes pueden actuar localmente y regular procesos como la
esteroidogénesis y la maduracion ovarica (Dubé y Amireault, 2007; Nikishin et al.,
2018). Por lo que cabe la posibilidad que el tratamiento con algunos farmacos que
actuan a nivel de SNC como los ISRS, pueden modificar la dinamica de los foliculos
ovaricos y por consecuencia la actividad del REa (Moore et al., 2015¢) podria estar

desregulada.
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3.4 CONCLUSION

El  tratamiento  neonatal con clomipramina en ratas hembras
afecta el ciclo estral induciendo una mayor proporcion de hembras
gue presentaron ciclos extendidos, los cuales se caracterizaron por la presencia de
mas dias de diestro, dicho efecto puede deberse a la baja concentracion de estradiol
en la etapa de proestro-estro y/o por una modificacion de la expresion relativa del
REa en los cuernos uterinos durante las fases del ciclo estral, asi como en los
ovarios, donde se observé una disminucién de la expresion de los REa durante las

fases de proestro-estro.
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