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Resumen

El estrés es la respuesta del organismo ante la pérdida de la homeostasis ya
que activa el eje Hipotalamo-Hipofisis-glandula Adrenal (HHA) liberando
glucocorticoides (GCs) que le permiten al organismo adaptarse. La exposicion
intensa o prolongada a los glucocorticoides, se ha relacionado con alteraciones en el
hipocampo, una estructura que ademas de expresar gran numero de receptores para
esta hormona, esta involucrada con las emociones, la memoria, el aprendizaje y en

donde ocurre de manera constitutiva la neurogénesis.

Es sabido que los ejes HHA e Hipotadlamo-Hipdfisis-Gonadas (HHG)
interactian afectando los niveles de glucocorticoides, asi como la expresién de sus
receptores en el hipocampo, por tal motivo se propone que los niveles y tipo de
hormonas gonadales son un factor que afecta la neurogénesis hipocampal ante el
estrés y con ello el desarrollo de conductas depresivas. Siendo el estrés prolongado
un factor relacionado con el deterioro de la neurogénesis, es de llamar la atencion
que los efectos reportados en individuos expuestos a una sola sesion de estrés no
son consistentes y que estos varian segun el tipo y la intensidad del estresor, asi

como las caracteristicas y antecedentes del individuo.

Por tal motivo el presente trabajo evalué el efecto del estrés agudo que induce
la prueba de Porsolt también llamada prueba de nado Forzado (FST) sobre la
proliferacion, sobrevivencia y apoptosis de células hipocampales, asi como el
desarrollo de conductas tipo depresivas en ratas hembra que se encontraban en las
fases de proestro-estro, donde los niveles de hormonas gonadales son elevados y en
metaestro-diestro, fases caracterizadas por bajos niveles de hormonas gonadales.

Aunado a esto, se evalu6 un tercer grupo de animales que habian sido privados de
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su principal fuente natural de hormonas gonadales a través de la ovariectomia, por lo

que su condicién endocrina es considerada como nula.

En cuanto a la parte conductual esta se determino cuantificando las conductas
de movilidad e inmovilidad que el animal mostro durante la FST, mientras que la
proliferacion celular, sobrevivencia temprana y apoptosis de las células hipocampales
se realiz6 mediante la técnica de inmunohistoquimica utilizando los marcadores Ki67,

BrdU y Caspasa 3 respectivamente.

Los resultados obtenidos mostraron en la parte conductual una disminucion de
la conducta de desesperanza en animales en proestro-estro (hormona gonadal
elevada) que fueron sometidos a una segunda sesion de nado forzado (p<0.05), no
asi en los animales que se encontraban en metaestro-diestro (hormona gonadal
baja) u ovariectomizados (sin hormonas gonadales), lo que nos lleva a corroborar el

efecto neuroprotector que propone la presencia de las hormonas gonadales.

En cuanto a los niveles de corticosterona en sangre se observa un aumento
en los animales sometidos a estrés que se encontraban gonadalmente intactos
(p<0.01), no asi en los ovareictomizados que también fueron sometidos a estrés (ns)
lo que nos lleva a proponer a las hormonas gonadales como factores que favorecen

la activacion del eje HHA ante el estrés.

En relacion a la Neurogénesis, se observo un incremento en la proliferacion
celular de animales sometidos a estrés vs aquellos que no lo fueron, también
llamados grupo control, dato significativo solo en los animales que se encontraban en
las fases de proestro-estro (hormona alta) (p<0.001), lo que nos lleva a proponer que
la activacion del eje HHA en presencia de hormonas gonadales favorece la

proliferacion de células hipocampales.

Vil



Al comparar los grupos de animales no sometidos a estrés, los niveles de
hormonas gonadales parecieran actuar de manera inversamente sobre Ila
proliferacion con diferencias significativos solo entre los animales ovx y en proestro-
estro (p<0.05), lo que suguiere la presencia de corticosterona a causa del estrés un
factor que afecta la Neurogénesis de manera diferencial segun la cantidad de

hormonas gonadales presentes en el organismo.

En cuanto a la sobrevivencia temprana se observd disminucion en los
animales estresados respecto a su grupo control, valor significativo solo en los
grupos que contaban con su fente natural de hormonas gonadales (p<0.01), esto y
los datos presentados en la proliferacion celular de animales en metaestr-diestro y
ovx hace sugerir la ausencia de hormonas gonadales un factor que incapacita a los

animales a contender con el estrés a nivel de la neurogénesis.

En el grupo de animales en proestro—estro (niveles de hormonas gonadales
elevados) se observa que la FST es capaz de inducir la proliferaciéon de células
hipocampales no asi la supervivencia de estas nuevas células, la cual se ve

favorecida por la presencia de hormonas gonadales, no asi por el estrés.

Al evaluar la apoptosis se observa que efectivamente es en el grupo en
proestro—estro que fue sometido a la prueba de Porsolt donde se observa mayor
muerte (p<0.001); sin embargo, el nUmero de cuentas esta muy por debajo de la
diferencia que resulta de la expresion de Ki67 y BrdU, por lo que se propone que
estas células estan en arresto en la fase GO del ciclo celular, muy probablemente a

consecuencia del estrés que induce la prueba de porsolt.

Es asi que proponemos a las hormonas gonadales femeninas como factores
gue disminuyen las conductas tipo depresivas, promueven la reactividad del eje HHA
con el aumento de la corticosterona, incrementan la proliferacién hipocampal incluso

frente al estrés y proporcionan efecto neuroprotector respecto a la sobrevivencia

viii



celular, que a pesar de verse disminuida por el estrés que induce la FTS, no se
refleja en una muerte celular importante, haciendo suponer que las células

proliferantes han sido arrestadas.



Abstrac

Stress is the body's response to the loss of homeostasis by activating the
hypothalamic-pituitary-adrenal gland (HHA) axis by releasing glucocorticoids (GCs)
that allow the body to adapt. Intense or prolonged exposure to glucocorticoids has
been associated with alterations in the hippocampus, a structure that in addition to
expressing a large number of receptors for this hormone, is involved with emotions,

memory, learning and where it occurs in a constitutive way Neurogenesis.

It is known that the HHA and Hypothalamus-Pituitary-Gonadal (HHG) axes
interact to affect glucocorticoid levels, as well as the expression of their receptors in
the hippocampus, so it is proposed that levels and types of gonadal hormones are a
factor that Affects hippocampal neurogenesis in the face of stress and with it the
development of depressive behaviors. Since prolonged stress is a factor related to
the deterioration of neurogenesis, it should be noted that the effects reported in
individuals exposed to a single stress session are not consistent and that these vary
according to the type and intensity of the stressor, as well as Characteristics and

background of the individual.

For this reason, the present study evaluated the effect of acute stress that
induces the Porsolt test also called forced swimming test (FST) on the proliferation,

survival and apoptosis of hippocampal cells, as well as the development of



depressive type behaviors in female rats were in the stages of proestrus-estrus,
where the levels of gonadal hormones are high and in metaestrus-diestro, phases
characterized by low levels of gonadal hormones. In addition, we evaluated a third
group of animals that had been deprived of their main natural source of gonadal

hormones through ovariectomy, so that endocrine condition is considered to be null.

The behavioral part was determined by quantifying the mobility and immobility
behaviors that the animal showed during FST, whereas cell proliferation, early
survival and apoptosis of hippocampal cells were performed by the
immunohistochemistry technique using Ki67, BrdU and Caspase 3 markers

respectively.

The results showed a decrease in the behavioral part of hopelessness in
animals in proestrus-estrus (high gonadal hormone), which were submitted to a
second forced swimming session (p<0.05), but not in the animals that were found
(Low gonadal hormone) or ovariectomized (without gonadal hormones), which leads

us to corroborate the neuroprotective effect of the presence of gonadal hormones.

Regarding blood corticosterone levels, an increase was observed in animals
subjected to stress that were gonadally intact (p <0.01), but not in the ovareictomized
ones that were also subjected to stress (ns), which leads us to propose Gonadal

hormones as factors that favor the activation of the HHA axis in the face of stress.
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In relation to Neurogenesis, there was an increase in the cellular proliferation
of animals subjected to stress vs those that were not, also called control group,
significant data only in the animals that were in the phases of proestrus-estrus (high
hormone) (P <0.001), which leads us to propose that the activation of the HHA axis in

the presence of gonadal hormones favors the proliferation of hippocampal cell.

When comparing groups of non-stressed animals, gonadal hormone levels
appear to act inversely on proliferation with significant differences only between ovx
and proestrus-estrus animals (p <0.05), suggesting the presence of corticosterone
due to Of stress a factor that affects the Neurogénesis of differential way according to

the amount of hormones gonadales present in the organism.

As for early survival, there was a decrease in stressed animals compared to
their control group, a significant value only in the groups that had their natural source
of gonadal hormones (p <0.01), this and the data presented in the cell proliferation of
Animals in metaestrus-dexter and ovx suggest the absence of gonadal hormones a

factor that incapacitates animals to cope with stress at the level of neurogenesis.

In the group of animals in proestrus-estrus (levels of elevated gonadal
hormones) it is observed that FST is able to induce the proliferation of hippocampal
cells and thus the survival of these new cells, which is favored by the presence of

gonadal hormones, but not so for stress.
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When evaluating apoptosis, it was observed that it was in the pro-estrus group
that the Porsolt test showed the highest death (p <0.001); However, the number of
beads is well below the difference resulting from the expression of Ki67 and BrdU, so
it is proposed that these cells are under arrest in the GO phase of the cell cycle, most

likely as a result of stress induced by Porsolt test.

Thus, we propose female gonadal hormones as factors that decrease
depressive type behaviors, promote the reactivity of the HHA axis with the increase of
corticosterone, increase hippocampal proliferation even in the face of stress and
provide neuroprotective effect with respect to cellular survival in despite diminished by
stress induced by FTS, is not reflected in a significant cell death, suggesting that

proliferating cells have been arrested.
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Introduccion

El estrés es la respuesta que tiene el organismo ante cualquier estimulo que
afecte su homeostasis (Selye 1936; Pasqualini 2013). En niveles moderados es
necesario ya que inicia mecanismos de auto-defensa mediante la activacion del eje
Hipotalamo-Hipofisis-glandula Adrenal (HHA) que ponen en estado de alerta al
organismo, permitiendo se adapte y enfrente la situacion que se le presenta (De
Kloet 2009; Karatsoreos y McEwen 2013). Sin embargo, se ha visto que
dependiendo de la intensidad y el tiempo de exposicion al agente estresor, puede
crearse la percepcion de «no existe salida o remedio a la situacién que se enfrenta»,
generando alteraciones hormonales y morfolégicas que impactan en la funcién de
ciertas areas del sistema limbico, como el hipocampo (Gould y cols; 1999, Lee,
2012), la amigdala y la corteza prefrontal (Dedovic, 2009), incrementando la
vulnerabilidad del individuo para desarrollar algan trastorno psiquiatrico como la
depresion. Tal es el caso de la relacion que existe entre la disminucion del volumen
hipocampal y el estrés cronico, (Duman 2004), no asi en el estrés agudo, donde los
reportes no son consistentes respecto a sus efectos en el cerebro y las conductas
(Galea 1996, Gould 1997, 1998; Thomas y cols., 2006, 2007 Dagyte y cols., 2009;

Kirby y cols., 2013, Vega-Rivera y cols., 2014).

Los ejes Hipotalamo Hipdfisis Glandula Adrenal (HHA) e Hipotalamo Hipdfisis

Gonadas (HHG) interactuan afectando la morfologia (Brown y Spencer 2013; Galea y



cols., 2014) y funcién neural (Carey y cols., 1995; Seale y cols. 2004; Toufexis,
2014), asi como el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Dux y cols.,
2015). En roedores hembras se ha observado que el estradiol y la progesterona son
capaces de regular los niveles de hormona adrenocorticotropa (ACTH),
corticosterona (Kalil y cols., 2013; Barbaccia y cols., 1996) y la expresién de
receptores a glucocorticoides y mineralocorticoides en el hipocampo (Carey y cols.,
1995; Torpy y cols., 1997; Hine y cols., 2004) afectando la neurogénesis (Falconer y
Galea 2003; Ormerod y cols., 2003; Tanapat y cols., 2005; Galea y cols., 2006;
Barker y Galea 2008; Pawluski y cols., 2009; Kirby y cols 2013; Bredemann y cols.,
2014; Vega-Rivera y cols., 2014) y con ello el desarrollo de la conducta tipo

depresiva.

Debido a que se ha reportado a los individuos del sexo femenino mas
propensos a desarrollar trastornos psiquiatricos asociados al estrés, tales como
cuadros depresivos (Caraveo-Arduaga y cols., 1999; Bello y cols., 2005), se ha
considerado que los niveles y el tipo de hormonas gonadales podrian ser un factor
que contribuye a estas diferencias de género observadas en algunas etapas de la
vida de la mujer; lo que sugiere la necesidad de evaluar el efecto del estrés agudo en
hembras con diferentes condiciones endocrinas. Por lo anterior, el presente trabajo
evaluo el efecto del estrés que implica la prueba de Porsolt en el desarrollo de
conductas tipo depresivas y las alteraciones en la neurogénesis hipocampal que este

produce en la rata hembra adulta asociada a diferentes condiciones endocrinas.



Antecedentes

Capitulo 1. Estrés y trastornos depresivos

1.1 Estrés

En 1936 aparece por primera vez la palabra estrés, definida por el Dr. Selye
como ‘foda reaccion a cualquier estimulos que causa disturbio o interfiere con el
equilibrio normal fisiolégico del organismo” (Selye 1956). Sin embargo, con la
introduccién del término alostasis (adaptacion a través del cambio) por McEwen en
1993, podemos definir al estrés como una serie de reacciones fisiolégicas que se
activan como respuesta a un estimulo interno o externo que rompe con la
homedstasis del individuo y cuyo fin es restablecer el equilibrio fisiolégico. Sin
embargo, cuando este recurso es demasiado intenso o es activado por periodos
prolongados, se manifiesta una falla en el proceso adaptativo, que puede derivar en
un estado patolégico manifestado por alteraciones conductuales (Caspi y cols., 2003)
como ansiedad, depresion, falta de atencion o memoria (Kelemen y cols., 2014; Bean
y cols., 2014) y cambios soméaticos como cansancio excesivo, problemas de suefio,

malestares digestivos entre otros (Alani y cols., 2013).

1.2 Diferencias entre estrés agudo y estrés crénico

Segun el tiempo de exposicion al agente responsable de la pérdida de la

homeostasis, también llamado agente estresor, el estrés puede clasificarse como



agudo o cronico. Se considera que el estrés es agudo cuando sin importar la
intensidad del estresor, este se presenta en una sola exposicién en la escala de
minutos a horas sin ciclos de recuperacién o re-exposicion (Kirby, 2013). En tanto es
considerado cronico cuando el tiempo de exposicion al estresor es por un periodo
prolongado y/o se presenta en repetidas ocasiones. Asi considerando los criterios de
exposicion al estresor, un estrés agudo puede volverse cronico si el organismo se

expone a él frecuentemente (Fuchs 1995).

En este sentido se ha observado que una sola exposicion al estresor es
suficiente para elevar considerablemente la concentracion de Glucocorticoides (GCs)
con respecto a su control (Tanapat y cols., 1998; Bilang-Bleue y cols., 2002; Seale y
cols., 2004; Thomas y cols., 2006; Kalil y cols.,2013; Babb y cols., 2013; Vega-Rivera
y cols., 2014), mientras que la exposicion prolongada al mismo estresor, no
parecieran modificar la concentracion de GCs en plasma a largo plazo (Joels y cols.,
2007; Vega-Rivera y cols., 2014; Gadek-Michalska y cols. 2013). Lo que ha llevado a
proponer que la exposicion repetida a un estresor genera habituacion en el individuo,
tal vez, a consecuencia de la desensibilizacion del receptor que impide la

retroalimentacion del eje (Gadek-Michalska y cols. 2013).

A pesar que los niveles de GCs en el estrés cronico se han reportado
permanecen cercanos a la basal (Joels y cols., 2007; Vega-Rivera y cols., 2014), los
efectos de esté en el organismo lo muestran mas deletéreo que el agudo, afectando

la morfologia y funcion hipocampal al disminuir la densidad de axones, espinas



dendriticas y conexiones sinpticas, asi como la produccion de neurotransmisores y
neurotrofinas necesarias para la proliferacion, sobrevivencia y apoptosis celular
(Wong y Herbert 2004; Heine y cols., 2004; Mirescu y Gould, 2006; McLaughlin y
cols., 2007; Joels y cols., 2007; Dagyté y cols., 2009; Krugers y cols., 2010) que
pudieran ser factor reponsable de originar depresibn y enfermedades
neurodegenerativas (McEwen 2004) que se han asociado con la pérdida de volumen

hipocampal (Duman 2004).

No se observa asi en el estrés agudo, donde los efectos reportados no son
completamente claros e incluso parecieran contradictorios, ya que estudios iniciales
llevados a cabo en musarafias, monos titi y roedores, seflalan que una sola
exposicion al agente estresor es suficiente para disminuir la proliferacion de células
de nueva generacion en el giro dentado adulto (Galea 1996, Gould 1997, 1998)
situacion que no parece ser consistente con estudios posteriores en roedores donde
se reportan cambios conductuales y elevados niveles de glucocorticoides sin
modificacion en la proliferacion (Thomas y cols., 2006, Dagyte y cols., 2009) pero con
disminucién en la sobrevivencia (Thomas y cols 2007), una publicacion mas reciente
muestra un aumento en la proliferacion hipocampal dorsal como respuesta al
incremento en la concentracion de glucocorticoides (Kirby y cols; 2013). En cuanto a
la potenciacion a largo plazo (LTP) responsable de la consolidacion de la memoria,
existen dos tendencias que se contraponen, una de ellas la que muestra el aumento

de la corticosterona como un factor responsable de bloquear la LTP en el hipocampo



(Dubrovsky y cols., 1987; Filipini y cols., 1991) y otra que sefiala a este mismo factor,

capaz de producirla (Filipini y cols., 1991;Pavlides y cols.,1993).

1.3 Modelos animales de estrés para el estudio de trastornos
depresivos.

La necesidad de conocer la etiologia de las enfermedades, asi como su
posible tratamiento, ha llevado a desarrollar modelos animales que permitan a través
de manipulaciones experimentales en especies no humanas, reproducir y estudiar
signos y/o sintomas de alguna patologia, con la finalidad de extrapolar los resultados
a humanos (Hua-Cheng y cols., 2010). En este sentido, los trastornos
neuropsiquiatricos parecieran ser los modelos mas complicados a desarrollar, ya que
implican habilidades cognitivas propias de los humanos donde se involucran
percepciones personales, &mbitos sociales, asi como antecedentes de vida que son
responsables de originar cierta vulnerabilidad o resiliencia para el desarrollo de

patologias en la edad adulta (Abelaira y cols., 2013).

Es por esto que un modelo animal de depresién estd basado en alteraciones
conductuales, fisiolégicas, moleculares y bioquimicas que permitan inducir en el
animal conductas o signos tipo depresivos como la anhedonia y/o desesperanza,
ambos sintomas propios de la depresion en humanos, por lo que ha sido necesario
desarrollar criterios que permitan validar la homologia que el modelo tiene con la

realidad (Willner 1984; Belzung y Lemoine 2011).



Criterios de validez

Para que un modelo animal sea considerado como una herramienta (til para la
investigacibn de las bases neurobioldgicos de la depresién y su tratamiento
farmacoldgico, es necesario cumpla con ciertos criterios de validacion. A la fecha se
han propuesto diversos criterios de validez (Belzung y Lemoine 2011), tal vez la
clasificacion més conocida y, por lo tanto, mas usada es la de Willner (1984) quien
propone los siguientes tres criterios: Validez de apariencia, validez de constructo y

validez predictiva.

Validez de apariencia o “face validity”. EI modelo animal presenta
manifestaciones conductuales similares a los sintomas observados en el paciente,
como es la anhedonia (imposibilidad de sentir placer por cosas que antes eran

agradables) y la desesperanza.

Validez de constructo u homologia. ElI animal presenta cambios
fisiopatologicos similares a los que ocurren en los humanos, tales como alteraciones
en el ciclo de suefio, el sistema cardiovascular y las oscilaciones normales de

hormonas como el cortisol y la vasopresina.

Validez predictiva. Permite pronosticar el efecto de un tratamiento en humanos
a partir de lo que se observa en el modelo animal. Ejemplo la accidon de los farmacos

antidepresivos.



Con base en estos criterios de validez es que se han desarrollado muchos

modelos animales de depresién, entre ellos el modelo de nado forzado.

La Prueba de nado forzado como un modelo de estrés agudo.

La Prueba de Nado Forzado (FST, por sus siglas en inglés Forced swimming
test) fue propuesta por Porsolt en 1977 como una manera de evaluar la accién de
farmacos en el tratamiento de la depresion, efecto que se muestra con la disminucion
de la conducta de desesperanza previamente inducida a roedores que fueron
expuestos a un estresor intenso como es, forzarlos a nadar en un espacio restringido
y sin escapatoria. Motivo por el que a esta prueba se le atribuy6 inicialmente validez

de tipo predictiva (Porsolt y cols., 1977).

Actualmente la Prueba de Nado Forzado también se emplea como inductor del
estrés agudo (Calil y cols., 2006; Martinez-Mota y cols., 2011; Vega-Rivera y cols.,
2014) ya que no solo ha mostrado validez tipo predictiva (Porsolt y cols., 1977;
Estrada-Camarena y cols., 2003; Recamier-Carballo y cols., 2012), sino también, que
induce conductas tipo depresivas (Drossopoulou y cols., 2004) como la
desesperanza (Bielajew., 2003; Martinez-Mota y cols., 2011), dafios en memoria
espacial y procesos de atencion (validez de apariencia) (Borsoi y cols., 2015), asi
como capaz de ocasionar alteraciones neuroquimicas (Kirby y cols., 1997,
Drossopoulou y cols., 2004; Dalla y cols., 2008), endocrinas (Vega-Rivera y cols.,
2013, 2014; Dalla y cols., 2005;) y morfolégicas en el cerebro (Duman, 2004; Schmidt

y Duman, 2007; Zaho y col 2008) (validez de constructo). Por lo que el presente



trabajo sugiere a la prueba de nado forzado como un modelo ideal para este estudio,
ya que ademas de poseer validez predictiva también posee validez de apariencia y

de constructo.



Capitulo 2. Hipocampo

El hipocampo es una estructura del cerebro relacionada con las emociones, la
memoria y el aprendizaje (Galea y cols., 1997; Christie BR. y Cameron HA. 2006;
Dedovic K. y cols., 2009; Zhao y cols., 2008). Se sabe que expresa gran niumero de
receptores para glucocorticoides, mineralocorticoides, estrogenos y andrégenos, asi
como conexiones excitatorias al nacleo paraventricular del hipotalamo (NPV) que le
permite ejerce influencia sobre la activacién del eje HHA (Handa y Weiser 2014) y

probablemente también sobre el eje HHG.

Las areas que comprenden la formacién hipocampica, son: 1) El Giro dentado
(GD) formado por tres regiones denominadas capa molecular, zona sub-granular e
hilus. Es la capa molecular una region formada de neuronas granulares que proyecta
dendritas a la zona superficial y axones hacia la zona profunda denominada hilus.
Entre la capa molecular y el hilus se encuentra la zona sub granular (ZSG), una
regién de células madre con capacidad mitética que al dividirse dan lugar a células
de amplificacion rapida capaces de migrar tangencialmente para empezar a
diferenciarse en neuronas o células gliales (Ramirez-Rodriguez y cols., 2013). 2) El
cuerno de Amon (CA) que se subdivide en cuatro regiones de nombre CAl, CA2,
CA3 y CA4, formadas por células piramidales excitatorias. Es hacia la region de CA3
donde las neuronas recién sintetizadas del GD envian sus axones buscando

integrarse a redes neuronales funcionales, a su vez, las neuronas de CA3 envian
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proyecciones hacia la region de CA1l (Amaral y cols.,, 1990) y 3) La Corteza
entorrinal, ubicada en la parte superior y anterior del l6bulo temporal, es una
estructura anatomicamente fuera de lo que se considera el hipocampo, sin embargo
fundamental en el funcionamiento de la formacion hipocampica. No contiene cuerpos
neuronales, ya que esta formada por fibras provenientes del hipocampo, amigdala y
corteza prefrontal (via perforante) por lo que es el principal punto de comunicacion
entre el hipocampo y el neocortex, su funcion es recolectar a través de las 6 capas
que la conforman, informacion de CA1 y el neocortex, integrarla y enviarla al GD —

CA3 y nuevamente CALl (Ishizukay cols., 1990). Fig 2.1

Se ha propuesto que a través de este circuito formado por proyecciones de
GD — CA3 — CAl — Corteza Entorrinal, el hipocampo ejerce influencia sobre la
activacion del eje HHA, determinando la naturaleza del estimulo por comparacion
con situaciones previas que le permiten discernir sobre su efecto en la actividad del
eje HHA (Joseph-Bravo y Gortari, 2007). Es de mencionar que tanto receptores para
mineralocorticoides (RMs) y receptores para glucocorticides (RGs) se localizan
Unicamente en las células piramidales de CAl y células granulares del GD, mientras

que en el area de CA3 solo se expresan RMs (Joels 2006).
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Fig.2.1 a) Circuito del hipocampo b) Diagrama de las conexiones que conforman el circuito
del hipocampo. Parte de la informacién que el hipocampo recibe proviene de las neuronas de la
capa Il de la corteza entorrinal (EC) que envia sus axones a través de la via perforante (PP) hacia el
giro dentado (GD), este a su vez, envia proyecciones a las células piramidales de CA3 a través de
fiboras musgosas. Las neuronas piramidales de CA3 envian sus axones a través de las colaterales
de Schaffer hacia las neuronas piramidales de CA1 que a su vez envian informacién a la capa V y

VI de la EC a través de sus axones.
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Capitulo 3. El papel de los corticoides ante el estrés

3.1 Eje Hipotalamo-Hipéfisis-glandula adrenal (HHA)

Ante un estimulo que el organismo detecte como amenazante, el sistema nervioso
activa el eje HHA alertando al hipotalamo (Mc. Ewen 1999; Herman y cols., 2003;
Chamadari, 2005; Gunnar y Quevedo 2007; Duval y cols., 2010) capaz de inducir la
liberacion de dos hormonas: la vasopresina u hormona antidiurética (AVP) y la
hormona liberadora de corticotropina (CRH). Ambos péptidos son transportados
hacia la hipdfisis, el primero via axonal desde los nucleos paraventricular (NPV) y
supraédptico (SO) hasta la neurohipdfisis; el segundo por el sistema porta desde el
NPV hasta la adenohipdfisis donde de manera simultanea, pero independiente,
estimulan la secrecion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) al torrente
sanguineo (Kassi y cols., 2012). Una vez liberada la ACTH viaja hasta las glandulas
suprarrenales, donde estimula la sintesis y liberacion de dos hormonas: 1) La
adrenalina responsable de preparar al indiciduoa para la lucha o huida y 2) Los
glucocorticoides (GCs), cortisol en humanos y corticosterona en roedores,

responsables de sostener los efectos de la adrenalina entre otros muchos factores.

La inhibicién del eje HHA se inicia a partir de los mismos GCs liberados por el
estrés, donde el proceso de retroalimentacién negativa se lleva a cabo a través de
receptores ubicados en el nucleo paraventricular del hipotalamo (NPV) capaz de

inhibir la liberacion de la hormona CRH y por consiguiente la secrecion de ACTH,
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regulando asi su propia sintesis y liberacion, apagando de esta manera la respuesta
del eje HHA (Kassi y cols.,2012, Gunnar y Quevedo 2007, Mason y cols; 2006,
Datson y cols; 2013, Anacker y cols; 2011). Sin embargo es la intensidad y/o el
tiempo de exposicion al estrés lo que determina la eficiencia de dicha inhibicion, que

en caso de no darse puede originar un estrés patologico (Duval y cols., 2010; Lee

2012).

Hipotalamo g
Hipocampo \
Reduccién de la
neurogenesis
\r hippocampal y la
plasticidad
N\
N
\
— Retroalimentacion
Hipofisis negativa
e inhibicién
del eje HHA Glucocorticoides
ACTH

Glucocorticoides

Glandula \ _
Adrenal Adrenalina

Fig.3.1 A partir de un estimulo que el cerebro detecta como estresante, el sistema nervioso
auténomo envia la sefial al Nucleo paravenricular del hipotdlamo (NPV) que secreta CRH hacia la
adenohipdfisis, glandula encargada de la sintesis y liberacion de la hormona ACTH al torrente
sanguineo lo que trae como consecuencia la estimulacién de la glandula adrenal para la liberacién
de dos hormonas: la adrenalina responsable de la respuesta rapida ante el estrés y los
glucocorticoides (GCs) responsables de sostener los efectos de la adrenalina entre otros muchos
factores. El aumento en los niveles de GCs plasmaticos es sefial para iniciar una retroalimentacion
negativa al eje HHA. Es importante mencionar que para efectos de este estudio no se hablara de

los efectos de la adrenalina. Tomado y adaptado de Anacker y cols., 2011.



3.2 Glucocorticoides: receptores y funciones

Las acciones de los GCs en el organismo son pleiotrépicas, incluso en niveles
basales regulan la transcripcion de diversos genes al activar segundos mensajeros
via receptores membranales, al actuar como factores de transcripcién a través de
sus receptores citoplasmaticos (Schmid y cols. 2004) o al originar alteraciones
epigenéticas (Papadopoulos y cols., 2009Bagot y cols., 2014; Saunderson y cols.,
2016). Unicamente en el cerebro estas acciones se han identificado como capaces
de regular la produccion y liberacion de monoaminas (Duval y cols., 2006; de
Quervain y cols., 2007; Schutsky y cols 2011), la activacién de los canales de calcio
dependientes de voltaje (Kerr y cols., 1992) responsables del fortalecimiento de la
memoria y el aprendizaje mediante la potenciacion a largo plazo (LTP) (Kumar 2011;
Krugers y cols.,2010), ademas de la produccion de neurotrofinas como el factor de
crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
(Duval y cols., 2010) y factores de crecimiento de fibroblastos (Kirby y cols., 2013).
Lo que afecta al crecimiento celular, la diferenciacion, plasticidad y apoptosis (Lupien

y McEwen 1997; Schmidy cols., 2004).

Estas acciones de los GCs en el organismo estan medidas por dos tipos de

receptores, los intracelulares responsables de acciones genOmicas y los

membranales acoplados a proteinas G
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Receptores intracelulares

Debido a su origen esteroideo los glucocorticoides atraviesan la membrana de
las células blanco para unirse a receptores ubicados en el citoplasma de la célula
(De Kloet 1991; Gunnar y Quevedo 2007). La interaccion de la hormona
glucocorticoide con su receptor forma un complejo hormona-receptor que se trasloca
al interior del nucleo donde se une a elementos de respuesta en el ADN actuando
como factor de transcripcion capaz de regular eventos como la proliferacion,
diferenciacion, muerte celular (apoptosis) e incluso la retroalimentacién negativa del
eje (Lupien y McEwen 1997; Gunnar y Quevedo 2007; Joels 2006) (fig.2). Estos
eventos, algunos contradictorios, dependerdn de la cantidad de GCs liberados

(Lupien y McEwen 1997; Schmid y cols., 2004; Joels 2006; Kirby y cols., 2013).

Se han descrito dos tipos de receptores citoplasméticos para los GCs: el
receptor para mineralocorticoides (RMs) o tipo | y el receptor para glucocorticoides
(RGS) o tipo Il (Lupien y Mc Ewen 1997; Joels 2006; Tasker y cols., 2006; Gunnar y
Quevedo 2007; Anacker 2011). Ambos expresados en el NPV y otras regiones del
cerebro relacionadas con la modulacion de la respuesta al estrés como son: el
hipocampo, la amigdala, los nucleos del lecho de la estria terminal, el area preoptica
medial, el ndcleo del tracto solitario, corteza prefrontal, nucleo del rafé y nucleo

supraquiasmatico (Handa y Weiser 2014).

Empleando agonistas y antagonistas selectivos para ambos receptores se ha

demostrado diferente afinidad por su ligando. En niveles basales propios del ciclo
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circadiano, los GCs se unen preferentemente a los RMs encargados de mantener la
homeostasis en el individuo (Joels 2006; Gunnar y Quevedo 2007; Oitzl y cols.,
2010), pero si estos niveles aumentan a consecuencia de la activacion del eje HHA,
los GCs comenzaran a ocupar a los RGs iniciando efectos reactivos en el organismo
propios de la alostasis (Joels 2006; Gunnar y Quevedo 2007, Mason y cols. 2006),
gue pueden derivar en dos situaciones: 1) Poner a salvo al individuo con la
subsecuente retroalimentacion negativa del eje HHA, facilitando la recuperacion de la
homeostasis (Gunnar y Quevedo 2007), o 2) convertirse en estrés patolégico

afectando diferentes partes del organismo.

Pareciera ser que ambos receptores tuvieran efectos opuestos en el
organismo, ya que mientras los RMs se han asociado con el funcionamiento 6ptimo
de los neurotransmisores, el manteniendo del ritmo circadiano y la presion arterial
(Sapolsky y cols. 2000), la disponibilidad de glucosa en el cerebro asi como una
eficiente potenciacion a largo plazo (LTP) con poca afluencia de calcio (Kerr y cols.
1992; Karst y cols. 2000), la activacion de los RGs a consecuencia del estrés
aumentan la capacidad de respuesta de la serotonina (Hesen y Joels 1996)
reduciendo la actividad del receptor beta adrenérgico (Joéls y De Kloet 1989) e
inhibiendo la formaciéon de neurotrofinas, ademas de aumentar la presion arterial,
inhibir la utilizacion de glucosa en el cerebro e incrementar los niveles de calcio

intracelular (J6els, 2006).
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Es importante destacar que la activacion de ambos receptores no son eventos
independientes ya que la ocupacién de los RGs inicia mucho antes de que se
alcance la saturacion de los RMs (Daimond y cols. 1992; Kupieny McEwen 1997,

Joels 2006).

Esta propuesta sobre la activacion diferencial de ambos receptores
citoplasmaticos para GCs fue inicialmente hecha por Daimond en 1992, donde él y
su grupo mostraron evidencia de un efecto bifasico en la LTP dependiente de la
concentracion de corticosterona, lo que llevé a proponer un efecto dual por parte de
los RGs, en donde dichos efectos describen una gréafica en forma de U invertida

(Lupien y McEwen 1997; Joels 2006; Dirk-Jan y Erno 2014), siendo la primer parte

de la grafica y hasta el techo, la correspondiente a la activacion de los RMs, capaces
de estimula la proliferacion y plasticidad neuronal como parte del proceso de alerta,
mientras que la segunda parte después del techo, corresponde a la activacion de los
RGs responsables de la disminucién de la intensidad de los efectos en el organismo
con subsecuente inhibicion del eje, que de no llevarse a cabo, inicia procesos

deletéreos como ocurre en el estrés crénico (Lupien y McEwen 1997; Dirk-Jan y

Erno 2014).

Es en el techo de la grafica donde algunos efectos benéficos para el
organismo parecieran llevarse a cabo. Tal es el caso de la proliferacion neuronal
(Kirby y cols., 2013) y la 6ptima LTP que origina una consolidacion en la memoria y

mayor aprendizaje (Ruettiy cols., 2008; De Kloet y cols., 1999).
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Es asi, que aquellos mecanismos que preparan al organismo para contender
con la perdida de la homeostasis se ven favorecidos con el aumento agudo y hasta
cierta cantidad de GCs, mientras que la elevacion o administracion crénica previa al
aprendizaje, deteriora la evocacion de la informacion previamente adquirida (Ruettiy
cols., 2008). De esta manera las emociones con las que procesamos los eventos,
funcionan como un sistema de filtro, seleccionando los hechos que por su significado
emocional seran guardados en nuestra memoria de forma mas duradera (Rodriguez
y cols., 2004), lo cual resulta ventajoso desde el punto de vista evolutivo y en el

ambito de la ensefianza-aprendizaje.

Receptores membranales

Las acciones gendmicas de los glucocorticoides en el organismo no son las
Unicas, pero si las mas estudiadas. En el afio 2000 se demostrd la existencia de
receptores membranales acoplados a proteinas G, sensibles a GCs responsables de
mediar los efectos rapidos de estas hormonas en el sistema nervioso central (Evans
y cols., 2000). Dichos efectos pueden ser de tipo excitatorio si actian a nivel del
locus coeruleus, la formacién reticular caudal, la region ventrolateral de la via rostral
migratoria (RVLM) (Rong y cols., 1999) y el tallo cerebral, o de tipo inhibitorio si
afecta a las neuronas de la formacion reticular rostral o a las corrientes de Calcio

(Ca2+) dependientes de voltaje (Tasker y cols., 2006).

Estos efectos via receptores membranales se consideran rapidos, pues se

activan en fracciones de segundos, mientras que las genémicas en su mayoria, se

19



producen en un plazo de 5 a 10 min después de la activacién del receptor y puede
durar desde minutos hasta dias, dependiendo de si existe la exposicion continua a la
hormona o solo un pulso (Oitzl y cols., 2010). Por tal motivo, se propone que tanto la
activacion del eje HHA asi como la retroalimentacioén inhibitoria y cese de sus efectos
en el estrés agudo, es una mezcla entre procesos rapidos atribuibles a receptores
acoplados a proteinas G (Tasker y cols., 2006) y la activacion de los genes que

codifican las enzimas correspondientes (Fritz y cols. 1986; Aluru y Vijayan 2009).

Si la inhibicion del eje HHA a partir de la retroalimentacion negativa no sucede
como es el caso del estrés es cronico, los efectos en el organismo se vuelven
deletéreos debido a la prolongada sobredemanda de recursos y a la inhibicién de la
secrecion de moléculas (ejemplo neurotrofinas) que el organismo considera
innecesarias en situaciones de alerta, activando asi factores que inician mecanismos
responsables de la muerte celular y disminucién de la LTP ocasionando deterioro en
la memoria y el aprendizaje (Park y cols., 2015). Estos efectos reversibles o no,
tienden a ser mas dafiinos que los ocasionados por el estrés agudo, donde el efecto
va a depender de la cantidad de glucocorticoides liberados, afectando principalmente
la plasticidad neuronal (Mc Ewen 1999, 2001,2013; Duman 2004; McLaughlin y cols

2007; Joels y cols., 2007; Krugers y cols., 2010; Marsden 2013)
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3.3 Efecto de los Glucocorticoides en el Hipocampo

En condiciones basales, los GCs son un factor que afecta la proliferacion,
sobrevivencia y diferenciacion de neuronas hipocampicas, ademas de intervenir en la
plasticidad dendritica, modificando la memoria y las emociones (McEwen 1999; Kloet
y cols., 1999; Dedovic y cols., 2009; Duval y cols., 2010; Joseph-Bravo y Gortari
2011; Anacker y cols., 2013). Se ha visto que estas afectaciones, hasta cierto punto
normales, pueden ser alteradas a consecuencia del estrés, originando
modificaciones que van a depender de la cantidad y tiempo en que los GCs son
liberados, el tipo y niumero de receptores activados, asi como la region hipocampica

afectada.

Si a lo anterior sumamos los recursos propios que cada organismo tiene para
contender con el estrés, podemos entender porque los efectos del estrés agudo son

tan variados y hasta cierto punto contradictorio.

Por tal motivo, se propone que el aumento en la concentracién de los GCs en
el estrés agudo, que va mas alla del techo de la U invertida ya sea por intensidad o
tiempo, es capaz de disminuir la proliferacion (Tanapat y cols., 1998; Bain y cols.,
2004) y/o la sobrevivencia celular basal del GD (Vega-Rivera y cols.,2013), asi como
la densidad de espinas dendriticas en CAl y CA3 (Krugers y cols., 2010; 2008;
Llorens-Martin y cols., 2007 Duman 2004), afectando la sintesis y liberacion de

neurotransmisores y hormonas responsables de desarrollar conductas de

21



afrontamiento (Morilak y cols., 2005) presentandose trastornos como falta de
atencién, dafios en la memoria y aprendizaje, problemas de suefio, ansiedad,

depresion e incluso estrés post-traumético.

Por el contrario, si la concentracién de los GCs liberados como respuesta al
estrés agudo es alta, pero no lo suficiente para generar dafio, existe la posibilidad de
un aumento en la proliferacion de células de nueva generacion en la region dorsal del
hipocampo (Kirby y cols., 2013) con aumento en la potenciacion a largo plazo lo que
favorece el aprendizaje y consolidacion de la memoria (De Kloet y cols., 1999), asi
como el desarrollo de conductas relacionadas con el estado de alerta y lucha o huida

(Heale y cols., 1994; Sapolsky y cols., 2009; Wang y cols., 2007).

Efectos muy diversos a los anteriormente sefialados se presentan en el estrés
cronico, donde el aumento sostenido en la liberacion de GCs, sin una
retroalimentacion que apague la actividad del eje HHA, es un factor crucial en el
dafio al hipocampo, afectando el proceso neurogénico a través de la activacion
prolongada de los RGs responsables de inhibir la sintesis de neurotrofinas, aumentar
la concentracion de Glutamato, Ca2+ intracelular e interleucinas, lo que conduce a la
muerte celular programada llamada apoptosis (Leonard 2005) con subsecuente
disminucién del volumen hipocampal (Duman, 2004; Schmidt y Duman, 2007; Zaho y

col 2008).
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Se ha visto que las alteraciones en el hipocampo durante el estrés crénico se
han relacionado con el deterioro en la memoria verbal declarativa, el aprendizaje y el
desarrollo de cansancio emocional y laboral, ademas de sintomas de
despersonalizaciébn o bajo rendimiento cognitivo junto con angustia, palpitaciones,
taquicardia, pinchazos en el pecho, hipertension arterial, aumento de glucosa y
lipidos en sangre, contracturas musculares, asi como problemas de suefio y en el
manejo de emociones que pueden desembocar en infarto o alguna enfermedad
psiquiatrica como la depresion (Anacker, 2011), incluso se ha observado que la
pérdida de la respuesta rapida de glucocorticoides sobre el eje HHA (receptores
membranales), mediada en parte por el hipocampo, se presenta en seres humanos
con depresion y en animales sometidos a estrés cronico (Sapolsky y cols.,1986;
Young y cols., 1991; Liberzon y cols., 1997), lo que lleva a proponer al estrés cronico

como mas dafiino que el estrés agudo.

En caso de no existir un efecto inhibitorio del eje HHA como sucede en el
estrés crénico, los efectos de alerta disminuyen asi como los niveles de GCs
plasméticos, muy probablemente por el dafio y probable internalizacién de los
receptores, estableciéndose alteraciones en las células del hipocampo que pueden
originar enfermedades psiquiatricas como ansiedad o depresién (Schmidt y cols.,
2004; Oitzl MS y cols., 2009). Esta regulacion de los receptores por los propios GCs

es importante en la modulacion de la respuesta de estrés prolongada.

23


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&u=http://www.nature.com/npp/journal/v21/n4/full/1395378a.html&usg=ALkJrhh6Jvw_tFQ9thux1yEBV2xcclV5yw#bib88
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&u=http://www.nature.com/npp/journal/v21/n4/full/1395378a.html&usg=ALkJrhh6Jvw_tFQ9thux1yEBV2xcclV5yw#bib121
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&u=http://www.nature.com/npp/journal/v21/n4/full/1395378a.html&usg=ALkJrhh6Jvw_tFQ9thux1yEBV2xcclV5yw#bib121
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&u=http://www.nature.com/npp/journal/v21/n4/full/1395378a.html&usg=ALkJrhh6Jvw_tFQ9thux1yEBV2xcclV5yw#bib54
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=search&rurl=translate.google.com.mx&sl=en&u=http://www.nature.com/npp/journal/v21/n4/full/1395378a.html&usg=ALkJrhh6Jvw_tFQ9thux1yEBV2xcclV5yw#bib54

En este sentido se han propuesto dos teorias para explicar el dafio generado
en el cerebro a consecuencia del estrés cronico. La primera, llamada “hipotesis de la
cascada de glucocorticoides” propone que los niveles elevados de GCs responsables
del dafo al hipocampo pueden producir una discapacidad en los mecanismos de
retroalimentacion para suprimir la liberacion de dicha hormona, llevandose a cabo un
proceso de retroalimentacién positiva (Sapolsky y cols. 1986). La segunda teoria,
complementaria de la primera, propone que estos dafios pueden deberse a
anormalidades en la funcion de los RGs y no solo a los niveles elevados de GCs

(Schmidt y cols., 2004; Oitzl MS y cols., 2009).

Estudios realizados en animales muestran que la lesion del hipocampo se
asocia a la hipersecrecion de glucocorticoides durante la activacion del eje HHA en

respuesta al estrés (Feng y cols., 2014; Dirk-Jan y Erno 2014; Krugers y cols., 2010;

Zaho y cols., 2008; Duman 2004; Lupien y Mc Ewen 1997) y por ende, a la activacion
de mayor niumero de RGs que pueden detenerse tras la estimulacion del hipocampo
(Bouille y Bayle 1973; Rubin et al. 1966; Mandell et al. 1962; Slusher y Hyde 1961),
lo que es de llamar la atencion pues tradicionalmente se ha atribuido al hipocampo
como responsable de llevar un efecto inhibidor sobre el eje HHA (Joseph-Bravo y

Gortari, 2007).

Sin embargo, un estudio realizado por Dunn y Orr en 1984 muestra un efecto
diferencial entre las regiones hipocampales de ratas anestesiadas, donde usando

estimulaciéon eléctrica se observa que las regiones de CA3 y GD son capaces de
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disminuir los niveles de corticosterona en plasma, no asi la estimulacion de CA1,
responsable de incrementar la concentracion de corticosterona (Dunn y Orr 1984), lo
que sugiere efectos tanto excitatorios como inhibitorios del hipocampo sobre el eje

HHA.

Biodisponibilidad de los GC en el cerebro.

La biodisponibilidad de los GCs y por lo consiguiente la activacion de los RMs
y RGs no solo depende de la activaciéon del eje HHA o de la administracion
farmacoldgica de esteroides como lo puede ser la dexametasona o prednisolona por
mencionar algunos. Diversos factores intervienen para determinar la cantidad de
GCs que se internalizara en la célula y el numero de receptores a los que se uniran

(Joels 2006). Estos factores son:

1) La presencia de la enzima citoplasmética 1lbeta-hidroxi-esteroide
dehidrogenasa (11b-HSD, por sus siglas en ingles), responsable de la conversién de
esteroides intracelulares a sus formas activa e inactiva. Se ha observado que la
isoforma predominante en el cerebro corresponde a la 11b-HSD1, encargada de
catalizar los GCs a su forma activa, aumentando la biodisponibilidad de la hormona

(Schmidt y cols., 2004; Joels 2006).

2) La presencia de la proteina membranal Glicoproteina-P, con capacidad para
bombear hacia el exterior de la célula algunas toxinas, farmacos o incluso moléculas

esteroideas (Schmidt y cols., 2004; Mason y cols.; 2006; Joels 2006).
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3) La capacidad de los GCs para ejercer efectos no genémicos como la
activacion de la adenilato ciclasa, de la tirosina cinasa de Src, de las MAPKSs, y la
PI3K; la produccion de segundos mensajeros y el incremento de las concentraciones
de Caz2+ intracelular (Evans y cols., 2000; Schmid y cols., 2004; Gunnar y Quevedo

2007; Boonyaratanakornkit 2007; Karatsoreos y McEwen 2013).

De esta manera los GCs ejercen su accion sobre las células del cerebro, sin
embargo esto no sucede de manera aislada en el organismo, ya que otros sistemas

como el eje Hipotalamo-hipdfisis-gbnadas esta involucrado (HHG).
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Capitulo 4. El papel de las hormonas sexuales ante el estrés.

4.1 Eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonadas (HHG)

La sefializacion del eje HHG, inicia con la sintesis y liberacién de la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) desde los nucleos arcuato, periventricular,
paraventricular y area preoptica del hipotalamo. (Jennes and Conn, 1994; Guyton,
2011). La GnRH es transportada a la eminencia media y liberada al sistema porta
hasta la adenohipofisis donde actia sobre los gonadotropos estimulando la
produccion y liberacion al torrente sanguineo de las gonadotropinas, Hormona
Luteinizante (LH) y Hormona Foliculo Estimulante (FSH) que tendran un efecto sobre
las gbénadas favoreciendo la sintesis de hormonas sexuales, la produccion y
maduracion de células sexuales, asi como el despliegue de conductas de tipo sexual

(Prieto-Gomez, 2002).

Después de la pubertad y antes de la menopausia, durante cada mes ocurren
cambios ciclicos en la concentraciéon de las hormonas gonadotropica en la mujer.
Estas variaciones producen cambios en los ovarios a partir de receptores
membranales que activan sefiales de segundos mensajeros aproximadamente cada

28 dias.
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Ciclo menstrual

El ciclo menstrual inicia con la pérdida del endometrio o menstruacion (dia 1),
donde las concentraciones de las hormonas gonadotropicas asi como gonadales
(estradiol y progesterona) se encuentran en sus niveles mas bajos. Alrededor del dia
7, la FSH incrementa, lo que induce al crecimiento y maduracion de los foliculos
ovaricos con subsecuente produccion de estrogenos. Juntas, las hormonas FSH y
estrogenos estimulan la liberacion de la LH que alcanza su pico mas alto alrededor

del dia 14, lo que produce la ruptura del foliculo y con ello la ovulacion.

Durante las siguientes horas a la ovulacion se forma el cuerpo luteo a partir
de las células de la teca interna y de la granulosa responsables de la produccién de
progesterona, una hormona indispensable en el embarazo. Si el 6vulo no es
fecundado, el cuerpo luteo se encoge gradualmente y deja de secretar progesterona,
iniciandose otro ciclo menstrual (Guyton, 2011; Handa RJ. y Weiser MJ., 2014) Fig

4.1.

Ciclo estral

En roedores asi como en los demas mamiferos distintos al humano, la
presencia de un ciclo hormonal reproductivo en hembras recibe el nombre de ciclo
estral. En la rata este ciclo tiene una duracion aproximada de 4 dias, donde factores
ambientales como horas, luz, temperatura y humedad producen variaciones en las
concentraciones de estradiol circulante y por lo tanto en el desarrollo normal. El ciclo

estral comprende las siguientes fases:
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1) Proestro. Con duracion de 14 a 15hrs, marca el inicio de la fase folicular,
con la liberacién de FSH dando lugar a la maduracion de los foliculos y por lo tanto, a
la produccién de estrogenos. La vagina se torna seca con un pH de 5.4, las células

vaginales son redondas y nucleadas con presencia de pocos leucocitos.

2) Estro. Su duracion es entre 8 y 9 hrs, siendo la fase del ciclo donde los
estrogenos alcanzan su nivel maximo provocando el deseo de apareamiento, los
niveles elevados de FSH se mantienen produciéndose un pico de LH responsable de
la ovulacion. Aparece flujo vaginal abundante sin embargo, la vagina continua seca,
presentando un pH de 4.2 y gran cantidad de células queratinizadas (cornificadas,

sin un ndcleo visible) y muy pocas células nucleadas.

3) Metaestro. Marca el inicio de la fase luteinica, tiene duracion aproximada de
24 hrs y se caracteriza por un descenso en la produccién de estrégenos, la formacion
de cuerpos luteos a partir de los foliculos liberados y la sintesis de progesterona. La

vagina se presenta con gran cantidad de leucocitos y pocas células queratinizadas

4) Diestro. Con duracion de 48 hrs, en esta fase los cuerpos luteos formados
contintan la produccion de progesterona que va a llevar a la producciéon de FSHy LH
e inicio de un nuevo ciclo. La vagina se presenta humeda y con gran cantidad de

leucocitos (Melendez 2005) Fig 4.1.
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Fig.4.1 Comparacion del ciclo estral en la rata y el ciclo menstrual en humano.
Citologia del ciclo estral de la rata. (A) El ciclo estral de la rata tiene duracion de 4 dias,
las barras grises indican la noche de 6 p.m. a 6 a.m. (B) En el humano, el ciclo menstrual
es de 28 dias. En ambos se muestran las fluctuaciones de estrogeno, progesterona,
hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo-estimulante (FSH). (C) Muestra la citologia
vaginal de la rata en las diversas etapas del ciclo, o que permite determinar las
concentraciones de hormonas hipofisarias y gonadales a través de frotis vaginal. Tomado

y adaptado de Stanley y Scharfman 2005
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4.2 Estrégenos: receptores y funciones

Las acciones de los estrégenos en el Sistema Nervioso Central (SNC) estan
reguladas por dos tipos de receptores: 1) Los Receptores membranales (GPR30) o
de accion rapida, ubicados en la membrana celular y mitocondrial, son capaces de
regular la funcion de los canales de Ca2+ y activar vias de segundos mensajeros
como adenosin monofosfato ciclico (c-AMP) (Foradori y cols., 2008; Vasudevan y
Pfaff, 2008), la via de proteina quinasa MAPK, fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) o Akt
(también denominado PKB) (Chaban et al, 2011; Kelly y Ronnekleiv, 2012) y 2) Los
dos subtipos de Receptores citoplasmaticos o de accién genémica llamados receptor
estrogenos alfa (REa) y receptor estrégenos beta (REb), ambos asociados a proteina
chaperonas de choque térmico que los mantiene inactivos hasta que se unen con la

hormona o ligando para ser traslocados al ndcleo.

Ya sea a través de segundos mensajeros o por el complejo receptor-hormona
formado por los REa y REDb, los estrégenos actian como factores de transcripcion
(Vasudevan et al., 2001) regulando la sintesis de neurotrofinas y factores de
crecimiento (Pakulski 2011; Karatsoreos y McEwen, 2013; Handa y Weiser, 2014) o
inhibiendo algunos otros factores de transcripcion como c-Fos (Handa y Weiser,

2014) implicado en la proliferacion, diferenciacion y apopotosis.
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4.3 Influencia del género en la actividad del eje Hipotalamo-
Hipofisis-Adrenal (HHA).

Estudios epidemioldgicos realizados en México indican que la ansiedad y
depresion son trastornos psiquiatricos mas frecuentes en individuos del sexo
femenino que en él masculino, ya que por cada hombre existen tres mujeres que lo
padecen (Benjet y cols. 2004). Se ha visto que entre las mismas mujeres éstas
afectaciones son mas frecuentes en periodos de la vida donde las hormonas
sexuales se ven disminuidas, tal es el caso del periodo pre-menstrual, post-parto y
perimenopausia (Mehra y cols., 2005; Hendrick y cols., 1998; Woods y cols., 2008;
Teixeira y cols., 2000), mientras que en ambos sexos la incidencia a padecer
depresion es mayor en edades avanzadas donde los niveles de hormonas sexuales
ha disminuido (Martinez-Mota y cols. 2011), lo que sugiere a las hormonas
gonadales como posibles responsables en la incidencia de trastornos afectivos

derivados del estrés.

Sin embargo, la respuesta al estrés no solo esta en funcién a las hormonas
gonadales, si no también, al tipo de estas. En este sentido un estudio de estrés
psicosocial mostré que los hombres tienen mayor activacién del eje HHA en tareas
aritméticas y de habla en publico, (Kudielka y Kirschbaum 2005; Kajantie y Phillips
2006), mientras que en mujeres la elevacion del cortisol se dio con una tarea de
rechazo social (Stroud y cols., 2002; Dickerson y Kemeny 2004). Esas diferencias
experimentales parecen indicar que las tareas de logro afectan mas a los hombres

mientras que los acontecimientos interpersonales a las mujeres (Cyranowskiy
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cols., 2000), lo que pone en evidencia que la respuesta al estrés esta en funcion del

género asi como del tipo de estresor aplicado (Dickerson y Kemeny, 2004).

En cuanto a las diferencias de género y la activacion de las distintas regiones
del cerebro en respuesta al estrés, estudios realizados con imagenes de resonancia
magnética (IRM) muestran que ante el mismo estresor agudo el hombre activa
principalmente la corteza frontal favoreciendo el comportamiento de “lucha o huida”
mientras que en la mujer se activa de manera predominante el sistema limbico
mostrando un comportamiento “de ayuda y proteccién”. Esta puesta en marcha del
sistema limbico y principalmente del hipocampo, reduce la actividad del eje HHA asi

como del sistema nervioso simpético (Wang J. y cols., 2007)

Estudios hechos tanto en humanos como en roedores han mostrado que ante
un mismo estresor los efectos de la CRH y la ACTH difieren entre hembras y machos
(Kirschbaum C y cols., 1999, Uhart M y cols., 2006). Mientras que en estado basal el
hombre secreta mas ACTH que la mujer, efecto que no se observa en los niveles de
cortisol plasméticos que se mantienen idénticos, lo que sugiere una mayor
sensibilidad de la mujer a la hormona ACTH (Uhart M y cols., 2006, Stephens MA y

cols., 2016).

Es en roedores donde se ha observado que los estrégenos disminuyen la
actividad de los RMs y RGCs aminorando la retroalimentacion negativa (Uhart M y

cols., 2006, Stephens MA vy cols., 2016), lo que sugiere que el aumento en la
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respuesta del eje HHA a ciertos medicamentos como la naloxona en la mujer, mas
no en el hombre, refleja una disminucién de la retroalimentacion negativa del eje a

consecuencia de los estrogenos.

Si bien el efecto general del estradiol (E2) es estimular directamente la
produccién de CRH, aumentar la sensibilidad de las glandulas adrenales a la ACTH e
inhibir la actividad de los GC disminuyendo la retroalimentacion negativa (Becker J. y
cols. 2007). El E2 también puede inhibir a la CRH a través de los receptores a
mineralocorticoides y glucocorticoides expresados en el hipocampo (Handa y cols.,

2014) acallando asi la respuesta del eje HHA al estrés.

Un estudio en animales que fueron sometidos a la prueba de Porsolt no
mostré diferencias entre sexos de animales prepuberes, mientras que en animales
adultos los machos exhibieron mas escalada y menos natacién con respecto a las
hembras (Martinez-Mota y cols., 2011). Esta diferencia, apoyada en la evidencia de
que los machos responden mejor al tratamiento antidepresivo que actia sobre el
sistema catecolaminérgico y las hembras al serotoninérgico (Martinez-Mota L y
Fernandez-Guasti A 2004; Estrada-Camarena y cols., 2004; Berlanga C. y Flores-
Ramos M. 2006) confirma el efecto diferencial de las hormonas gonadales ante el
estrés donde la testosterona estimula la transmision noradrenérgica, mientras que los
estrogenos la serotoninergica (Putnam S. y cols., 2001; Martinez-Mota y cols., 2011).
Estudios posteriores mostraron que el efecto antidepresivo de farmacos como la

desipramina y fluoxetina ejerce su efecto antidepresivos en machos a través del
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metabolito estrogénico de la testosterona (el estradiol) sintetizado a partir de la

aromatasa al igual que sucede en las hembras (Martinez-Mota y cols., 2012).

4.4 Estrogenos y el estrés

Ademas de la ovulacion y el comportamiento reproductivo en las hembras de
todos los mamiferos, los estrégenos desempefian un papel importante regulando la
sintesis de las neurotrofinas como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
el factor neurotréfico de células derivado de la glia (GDNF), el factor de crecimiento
de fibroblastos basico (bFGF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF) (Bruce-Keller
y cols., 2000) todos ellos responsables de la formacién y sobrevivencia de células de
nueva generacion en el hipocampo del cerebro adulto, una region relacionada con la
memoria, aprendizaje y estado de animo, lo que ha atribuido a los estrogénos un
efecto neurotréfico y neuroprotector ante diversos factores como el estrés. (Fink y
cols., 1996; McEwen y Alves, 1999; Gillies y cols., 2004; Craig y cols., 2005, Canhill,
2006; Chao y cols., 2006; Galea y cols. 2006, 2008, 2013; Brann y cols., 2007; Craig
y Murphy, 2007; Kataria y cols., 2010, Estrada-Camarena y cols., 2010; Horst 2011,

Scott y cols., 2012; Karki y cols., 2014).

Se ha observado que los cambios en las células del hipocampo a
consecuencia de la exposicion al estrés varian entre hembras y machos de la misma
especie (Galea y cols., 2013) y en el caso de las hembras, estos cambios parecen

depender de las fluctuaciones hormonales propias del ciclo reproductivo. Esto ultimo
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se apoya en la evidencia de que la sola ausencia de E2 ocasiona disminucion en el
namero de células hipocampales, asi como disminucion en la densidad de espinas
dendriticas, efecto que se revierte con restitucion de E2 (Smith y cols.2010,
Bredemann y cols. 2014), mientras que la sola ovariectomia provoca un incremento
de corticosterona asi como un aumento en la expresion de conductas tipo depresivas
(Vega-Rivera y cols., 2013), apoyando la propuesta de que las hormonas gonadales
intervienen en la regulacion del eje HHA. En este sentido, un estudio realizado con
hembras ovariectomizadas sometidas a estrés mediante 15 minutos de nado forzado
mostraré disminucién en la sobrevivencia de células hipocampales de nueva
generacion en relacion con hembras en la fase de proestro que también fueron

estresadas (Vega-Rivera y cols. 2013).

En cuanto a la exposicidon a estrés crénico, se ha reportado que en ratas
hembras intactas se disminuye el nimero de neuronas maduras y la proliferacion
celular (Galea y cols., 2013, Hillerer y cols., 2013). Mientras que en machos se ha
observado una disminucién en la complejidad dendritica de células piramidales de

CAS3 y pérdida de células granulares del GD (MacLaughin 2007 y Kleen 2006).

Capitulo 5. Neurogénesis

5.1 El cerebro como un érgano dinamico

Una de las aportaciones que trajo consigo los avances cientificos del siglo XX,

fue el conocimiento del cerebro humano adulto como un érgano dinamico capaz de
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responder tanto positiva como negativamente a diversos factores responsables de la
generacion de nuevas neuronas (Altman 1962), un evento hasta entonces

considerado como imposible en el cerebro maduro.

Con el paso del tiempo y las nuevas aportaciones, se mostré que ademas de
la presencia de células madre indiferenciadas en el cerebro y la formacion de células
de nueva generacion también llamadas neuroblastos, estas ultimas eran capaces de
migrar a otras regiones cerebrales (Lois y Alvarez-Buylla 1994), diferenciarse e
integrarse a circuitos neuronales existentes (Nottebohm 1985; Luskin 1993; Reynolds
y Weiss 1992), asi como reordenarse ya en estado maduro a través de la elongacion
0 retraccion de espinas dendriticas (Duman 2004, Mclaughlin y cols.,2007) y la
modificacién de conexiones sinapticas (Lledo y cols., 2006; Christie y Cameron 2006;

Pirttimaki y Parri 2013; Nikola y cols., 2015)

Otro factor también modificable en el cerebro adulto, es la composicion
quimica de microambientes en ciertas regiones del cerebro a partir de la modificacion
en la expresion de receptores, produccion de neurotransmisores, factores de
crecimiento y/o neurotrofinas (Seki, 2003), en muchos casos responsables de

mantener las condiciones adecuadas para que se origine la neurogénesis.
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5. 2. El Proceso Neurogénico en el cerebro adulto

Esta capacidad del cerebro adulto de producir nuevas células, tiene su origen
en las células troncales o stem cells (Gage, 2000) con actividad mitética asimétrica
(Alvarez-Buylla A 2001) que les permite auto-renovarse (Morrison y cols.,1999) y al
mismo tiempo, originar células progenitoras neuronales (CPN), un tipo de
neuroblasto con capacidad mitdtica que da origen a neuronas (neurogénesis) y

oligodendrocitos (gliogénesis) (Kempermann y cols., 2004).

La neurogenesis se define como un proceso mediante el cual se generan
nuevas ceélulas a partir de células madre troncales. Este proceso esta conformado
por varios eventos como son: la division de las células madre, proliferacion y
migracion de estos nuevos neuroblastos, su diferenciacibn en neuronas,
sobrevivencia, maduracion dendritica, establecimiento de conexiones sinapticas
funcionales y la integracién de estas a circuitos neuronales existentes (Kempermann

y cols; 2004).

Zonas neurogénicas del cerebro adulto

Al momento, dos éareas del cerebro han sido descritas por conservar su
capacidad neurogénica en la edad adulta, estas son: La zona subventricular (ZSV)
de los ventriculos laterales (Lois y Alvarez-Buylla, 1994) y la zona subgranular (ZSG)
del giro dentado en el hipocampo (Kempermann y cols; 2004; Christie y cols; 2006).

A pesar de que la presencia de actividad neurogénica se ha restringido al

hipocampo y zona subventricular (ZSV). Diversos estudios han reportado otras
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regiones del cerebro como posibles zonas con actividad neurogénica, tal es el caso
del bulbo olfatorio, la corteza cerebral, el estriado, cuerpo calloso y cerebelo, sin
embargo se ha observado que estas regiones por si mismas son incapaces de llevar
a cabo la neurogénesis (Ponti, 2006, 2008; Leung Yy cols., 2007; Decimo y cols.,
2012) y que las células progenitoras que en ellas se encuentran provienen de la zona

germinal subventricular (Magavi y Macklis 2002).

Entre las regiones en las que se ha reportado la generacion de neuronas, el
hipocampo ha sido considerado de gran relevancia debido a que ademas de ser una
region cerebral perteneciente al sistema limbico, esta implicado en la regulaciéon de
conductas afectivas (Aimone y cols., 2010; Deng y cols., 2010), la memoria y el
aprendizaje, su dafio se relaciona con el desarrollo de enfermedades psiquiéatricas,

entre ellas la depresion.

5.3 Neurogénesis en el hipocampo

Este proceso inicia con la division de una célula madre multipotencial o célula tipo-1
(Kemperman y cols., 2004), la cuél ha sido considerada como un tipo de astrocito
radial (Seri y cols., 2003; Alvarez-Buylla y Lim 2004; lhrie 2008) que se localiza en la
zona subgranular del giro dentado (ZSG), ubicadas en el limite de la capa de células
granulares y el hilus de la ZSG (Rolando C, 2014). Estas células de caracter
pluripotencial, al igual que en la ZVS presentan capacidad mitdtica asimétrica

(Alvarez-Buylla 2001) auto-renovando el nicho y originando CPN también llamadas
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células de amplificacion rapida, o célula tipo 2 y 3 (Kemperman y cols., 2004) que se

desplaza a través de la capa granular en direccién hacia la capa molecular.

La célula progenitora de amplificacion rapida que se originé de la division de la
célula madre, atravesara dos etapas o estadios transitorios a lo largo de su
desplazamiento por la capa granular que se diferencian entre si por el potencial
proliferativo que tiene la nueva célula y los marcadores que ella expresa. En el primer
estadio la célula recibe el nombre de tipo-2a si expresa el marcador de nestina, esto
es, que sea positiva para nestina (nestina+) y el nombre de tipo-2b ademés de
nestina expresan doble cortina (DCX+) (Kempermman y cols., 2004, Nicola y cols.,

2015).

En el segundo estadio caracterizado por la pérdida de la expresion de nestina
(nestina-) y la expresion unicamente de DCX (DCX+), la célula recibe el nombre de
tipo-3, es al término de esta etapa donde la célula pierde su capacidad mitética para
diferenciarse en una neurona o célula glial (oligodendrocito o astrocito), dependiendo
de las condiciones del microambiente que la rodea (Kempermman y cols., 2004,

Nicola y cols., 2015).

A partir que las células salen del ciclo celular se inician los eventos de
migracion tangencial a la capa molecular (Ramirez-Rodriguez y cols., 2011). Si es
que la célula se ha diferenciado en neurona, esta etapa se caracterizara por la

proyeccion de dendritas que cruzan la capa granular del giro dentado (GD) y la
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expresion de los marcadores DCX, el factor de transcripcién “Prox1” y la proteina
nuclear NeuN, especifica de neuronas (Kempermman y cols., 2004; Nicola y

cols.,2015).

Entre la segunda y tercer semana, las nuevas neuronas envian sus
proyecciones dendriticas hacia la capa granular estableciendo proyecciones
axonales hacia el area de CA3, (Kemmperman;2004) por lo que se integran a los
circuitos neuronales existentes, expresando marcadores especificos de células
maduras (Encinas y cols., 2013) como la proteina de unién a calcio llamada
calbindina, asi como propiedades electrofisiolégicas similares a las neuronas

maduras ya presentes en el hipocampo (Kempermman y cols., 2004) fig 5.1.
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Fig.5.1

A. Corte coronal de la region hipocampal, Se muestran las regiones que comprenden el
hipocampo, dentro del recuadro B el giro dentado (DG), la region CAl y CA3 hacia donde se
proyectan los axones de las neuronas maduras.

B. Region del giro dentado y las partes que la componen. Del centro hacia afuera el hilus, la zona
sub granular (ZSG), la capa granular (CG) y la capa molecular (CM). Es en la ZSG donde se
encuentran las células progenitoras con capacidad neurogénica, esta regiéon comprende el espacio
de tres nucleos por debajo de la capa granular (CG), zona por la que se desplazan las células de
nueva generacion en su camino a la capa molecular (CM).

C. Arquitectura de la ZSG y CG. Se observan los estadios por los que pasa una célula de nueva
generacion asi como los marcadores que expresa en cada uno, las flechas circulares representan
la capacidad mitética de las células, misma que se pierde una vez que la célula se ha diferenciado.
Tomado y adaptado de Nicola y cols., 2015
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a los astrocitos de la ZSG, permitiéndoles soportar la neurogénesis. Algunos de
estos factores son las moléculas de adhesién celular neural polisialico (PSA-NCAM)
(Svendsen y Caldwell 2000; Ambrousy cols., 2005;Brandt y cols 2013);
neurotransmisores como el acido aminobutirico (GABA), glutamato (Cameron y
cols.,1995), serotonina (Homberg y cols., 2014) y dopamina; factores de crecimiento
como el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) (Gage., 2000;Svendsen y
Caldwell 2000;Kirby y cols 2013), factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Reynolds
y Welss., 1992) y las neurotrofinas factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)
(Ambrous y cols., 2005; Homberg y cols., 2014), neurotrofina 3 (NT3).(Svendsen y
Caldwell 2000), ademas las hormonas melatonina (Ramirez-Rodriguez y cols., 2011)
prolactina, somatotropina, suprarrenales (Cameron y Gould, 1994) y sexuales (Galea

y cols.,2006, 2013; Paulinski y cols .2009) entre otras.

Con respecto a las hormonas sexuales, se sabe que la disminucion o pérdida
en los niveles normales de estas moléculas ya sea a consecuencia de la edad,
alteraciones enddécrinas o enfermedades psiquiatricas (Jayatissa 2009) son factores
que afectan la neurogénesis directamente o a través de la produccién de citocinas
inflamatorias que pueden elevar los niveles de glucocorticoides dafiinos para las

neuronas de nueva generaciéon (Kronfol y Remick 2000; Zunszain y cols., 2011).

Como factores externos positivos se encuentra el ejercicio (Kirby y cols., 2013),
el ambiente enriquecido (Llorens-Martin y cols., 2007; Paez-Martinez y cols., 2013;

Ramirez-Rodriguez y cols., 2014), el estudio, la atencion materna especialmente en
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etapas tempranas de la vida (Korosi y cols., 2014) y la aceptacion social (Dickerson y
Kemeny 2004). Como factores externos negativos se encuentran el consumo de
drogas o exposicidbn a inhalantes (Paez-Martinez y cols., 2013) infecciones en
sistema nervioso, hipoxia, enfermedades psiquiatricas (Ramirez-Rodriguez y cols.,
2013) estrés cronico o muy intenso (Duman 2000; Snyder y cols., 2012; Vega-Rivera
y cols., 2013), falta de suefio y deficiencias alimentarias (Joseph-Bravo J y De Gortari

P).

5.5 Efectos del estrés sobre la neurogénesis

Los efectos del estrés sobre la neurogénesis, procesos conductuales y
fisiologicos pueden variar segun la naturaleza y duracion del agente estresor
(Bowers. y cols; 2008), prueba de esto es la diferencia en los niveles de
corticosterona liberada en roedores que han sido sometidos a estresores de
intensidad variable y en donde se muestra una relacion directa entre la intensidad del
estrés, los efectos que este produce segun la manera en que fue aplicado y la
cantidad de glucocorticoides liberados por el animal (Kirby 1977; Bowers. y cols;

2008)

Muchos estudios refieren a los glucocorticoides liberados por el estrés como
responsables de suprimir una o0 méas fases del proceso neurogénico en el hipocampo
adulto (Gould y Tanapat 1999; Cameron y Gould 1994; Moghaddam 1994; Cameron

y McKay 1999), ademéas de ocasionar retraccion dendritica (Mclaughlin 2007),
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disminucién en la proliferacién celular del GD en el desarrollo post-natal y adulto de
roedores macho (Tanapat y cols., 1998), asi como disminucién de la sobrevivencia
de células de nueva generacién (Thomas y cols 2007) afectando también el

aprendizaje y la memoria.

Siendo el hipocampo una de las regiones del cerebro que presenta gran
cantidad de receptores para hormonas suprarrenales, es comprensible que se vean
afectados algunos procesos cognitivos como memoria y aprendizaje, asi como
emocionales (depresion y ansiedad) lo que puede estar relacionado con la pérdida
del volumen hipocampal en personas que experimentan trastornos afectivos (Duman

2000).

Al evaluar el efecto del estrés sobre la neurogénesis, se sefiala de forma
consistente al estrés crénico como responsable de disminuir la proliferacion (Dagyte
y cols., 2009) y sobrevivencia de células hipocampicas (Malberg y cols; 2003,
Mirescuycols; 2006) en tanto que los modelos de estrés agudo indican una
disminucién en el nimero de neuronas maduras en GD (Cameron y Gould 1994;
Galea 1996; Gould y cols; 1997, 1998; Tanapat y cols., 1998), sin afectaciones en la
sobrevivencia de machos (Thomas y cols 2007 ) y hembras en proestro (Vega-Rivera
y cols., 2014) efecto que no se observa asi en hembras que han sido privadas de
hormonas gonadales, donde una exposicion al agente estresor es suficiente para
disminuir la sobrevivencia de células de nueva generacion en el GD del hipocampo

(Vega-Riveray cols; 2013, 2014).
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En cuanto a los efectos del estrés agudo sobre la proliferacién hipocampal, los
resultados no son concluyentes ya que reportes iniciales indican una disminucion en
las céluas de nueva generacion (Galea 1996, Gould 1997, 1998), existen otros mas
recientes que sefialan no encontrar alteraciones en la proliferacion (Thomas y cols.,
2006; Dagyte y cols., 2009) incluso en hembras ovariectomizadas (Vega-Rivera y
cols; 2014). No obstante existen reportes sefialando un aumento en la proliferacion
hipocampal dorsal como respuesta a los glucocorticoides liberados por estresores de
mediana intensidad, 40mg/kg de corticosterona en plasma sanguineo (Kirby y cols;

2013).

Es importante mencionar que estas inconsistencias respecto a la proliferacion
hipocampal no solo se presentan entre estresores de diversas intensidades. Un
estudio hecho en ratas y ratones donde ambos grupos fueron sometidos al mismo
estresor con misma concentracibn de glucocorticoides secretados muestra
disminucién significativa en células marcadas para proliferacion en el GD de ratas,
pero un aumento significativo en el GD de ratones (Bain y cols. 2004). Lo anterior
surgiere que la proliferacion de células del hipocampo parece responder de manera

diferente al nivel de corticosterona liberada, asi como al tipo de especie evaluada.
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5.6 Marcadores celulares

Durante todo el proceso neurogénico, las células presentan cambios
morfolégicos que van acompafados de la expresion de diversas proteinas que
permiten identificar la etapa del proceso neurogénico en que se encuentran
(Kempermann y cols; 2004, 2015). Estas proteinas, ya sea estructurales o factores
de transcripcion, presentan antigenicidad para ciertos anticuerpos, lo que se utiliza
para marcarlos a fin de visualizar la célula que los presenta y poder determinar en
qué etapa del proceso neurogénico se encuentra, motivo por el que estas proteinas

reciben el nombre de macadores celulares.

Se dice que el marcador es enddgeno cuando la célula lo expresa y exégeno

cuando se le administra para que lo integre a su estructura.

47



Tabla 5.1 Algunos de los marcadores celulares del sistema nervioso que se

emplean en inmunohistoquimica

Marcador

Expresado en:

Proteina de unién a lipidos del cerebro (BLBP) o
Proteina union a acidos grasos del cerebro 7 (FABP7)

Stem cell o células progenitoras1

Nestina

Células indiferenciadas 2

Ki67

Células en las fases G1, S, G2 y M del ciclo celular®

Bromodesoxiuridina (BrdU)

Células que han pasado por la fase S del ciclo celular®

Soxl

Glia radial®

Proteina gliofibrilar acida (GFAP)

Filamentos intermedios de astrocitos y células de Schwann®

(S100-beta)

Células de la glia, no expresada en progenitoras o stem cell 2

Doble cortina (DCX)

Microtdbulos de neuronas®

Prox1

Factor de transcripcién expresado en celulas granulares’

Ndcleo Neuronal (NeuN)

Factor de transcripcion expresado en neuronas maduras®

Calbindina

Neuronas maduras funcionales?

Caspasa 8 y caspasa 9

Células que haniniciado el proceso apoptético9

Caspasa 3

Células en apoptosis®

Referencias: 1, 2. Kempermman y cols., 2004; 3. Scholzen y Johanes 2000; 4. Altman 1962 ; 5. Venere y cols.,
2012; 6. Han y cols., 2015; 7. Nicola y cols., 2015; 8.Mullen y cols., 1992; 9. Keane y cols., 2001; Lanshakov y

cols., 2009.

Para proliferacion celular el marcador mas empleado es la proteina Ki67, la

cual se expresa en el nucleo de las células que se encuentran en las fases de G1, S,

G2 y M del ciclo celular, incluso cuando la célula estda en arresto (Scholzen y

Johanes, 2000), no asi en la fase GO o de quiescencia, lo que se ha asociado con la

capacidad proliferativa de la célula.
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La Bromodesoxiuridina o BrdU es un marcador exdgeno andlogo de la
timidina, capaz de incorporarse al DNA de las células que se encuentran en la fase
de sintesis y es transferido a la célula hija al momento de la replicacién. Puede
usarse para determinar la proliferacion de células que se encuentran en fase de
sintesis al momento de su administraciébn con el inconveniente de que no detecta
células proliferantes en S1, S2 o M. También puede emplearse para determinar la
sobrevivencia de las células que se estaban sintetizando al momento de su
administracion (Rakic, 2002; Vega-Rivera 2013) asi como sus descendientes ya que
es transferido mediante la replicacion, motivo por el que es importante determinar la

regién que se va a cuantificar.

En cuanto a la identificacion de la muerte celular programada o apoptosis, se
utilizan marcadores que se unen caspasa, un tipo de zimdégeno que se escinde a
proteasa, como respuesta a factores iniciadores del proceso apoptotico. Es el
marcador de la proteina caspasa 3, el mayormente empleado para determinar si el
proceso apoptotico se esta llevando a cabo y es irreversible (Keane, y cols., 2001,

Lanshakov y cols., 2009).
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Capitulo 6. Ciclo celular y Apoptosis

6.1 Ciclo celular

Se le llama ciclo celular a la secuencia de actividades que ocurren entre una
division celular y la siguiente (Audesirk y cols., 2008). Cuando una célula se divide
debe heredar su DNA y organelos a las células hijas. Si el DNA esta alterado la
célula activa un sistema de control que detendra la progresion del ciclo celular, para
revisar, reparar y decidir si se continla o se desecha la célula mediante la muerte

celular programada llamada apoptosis. (Walworth 2000; Hein y cols., 2014)

Durante un ciclo celular tipico, el sistema de control esta regulado por
proteinas ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CdK) que pueden frenar el
ciclo en puntos determinados llamados puntos de control o checkpoints, evitando el
inicio del siguiente proceso celular, manteniendo a la célula en arresto o estado de
quiescencia si es que esta ha salido de la fase G1 y ha ingresado a GO (Walworth

2000; Pietenpol y Stewart 2002).

Puntos de control en el ciclo celular y la expresion de los

marcadores Ki67 y BrdU:

Punto de control G1, Ubicado inmediatamente después de que la célula ha

proliferado, en este punto de control la célula censa los estimulos internos y externos
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a fin de decidir si se divide o n6. En este punto de control la célula es positiva para
Ki67 (Kempermann y cols., 2004) y aun no ha iniciado la fase de sintesis (S) donde

incorporara el BrdU a su DNA.

La deficiencia de factores de crecimiento y neurotrofinas puede ser un motivo
para que la célula sea arrestada en G1, en este punto la célula puede entrar en
estado de quiescencia o GO, donde continua expresando Ki67 (Scholzen y Johanes
2000) y llevando a cabo sus funciones metabdlicas pero fuera del ciclo celular

(Pietenpol y Stewart 2002).

Punto de control G2, La célula ya ha duplicado su DNA e integrado el BrdU a
su genoma. Un defecto en la replicacion del DNA es motivo para que la célula se
detenga en esta etapa donde espera poder reparar el dafio antes de entrar a mitosis,

de lo contrario inicia el proceso apoptético (Pietenpol y Stewart 2002).

Punto de control Metafase, Sucede cuando los cromosomas estan alineados
y dispuestos a separarse. Este punto de control protege contra pérdidas o ganancias
cromosomicas, al igual que el punto de control anterior, la célula continua con sus
reacciones metabdlicas, pero se detiene en su paso por el ciclo celular en espera de

que el dafio sea reparado o iniciar el proceso apoptoético (Pietenpol y Stewart 2002).

Es de mencionar que la muerte celular programada o apoptosis, solo se inicia

ante un dafio celular irreparable, por lo que la detencion en G1 dificilmente iniciara el
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proceso de muerte programada, originando en el mayor de los casos la quiescencia
o la salida de la célula del ciclo. En este sentido, estudios hechos con dexametasona
en ratas han mostrado que los elevados niveles de glucocorticoides son capaces de

detener la célula en G1-GO (Johnson y cols., 2006; Goya y cols., 1993).
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Fig. 6.1 Ciclo celular tipico y los puntos de control o checkpoints donde la célula

revisa las condiciones internas y externas que le permitan continuar con el ciclo.Tomado y

adaptado de Audesirk 2016

6.2 Apoptosis

Mantener un equilibrio entre la proliferacion y muerte de las células que
componen a un ser vivo es importante ya que de esto depende el tamafo de los
tejidos asi como su homeostasis. En este sentido el sistema nervioso central no es la

excepcion, células de nueva generacion se originan constantemente en la zona
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subventricular y subgranular del GD de las cuales no todas llegan a madurar y
establecer conexiones con otras células ya que sufren de manera natural la muerte
celular programada llamada apoptosis. Es sabido que paralelamente a este proceso
natural de muerte diversos factores tanto internos (aumento de radicales libres,
disminucién de factores de crecimiento) como externos (estrés crénico, radiaciones)
pueden originar un aumento en la tasa de apoptosis con respecto a la de
proliferacion trayendo consigo enfermedades de tipo cognitivo como trastornos del

estado del animo y demencias.

La apoptosis sucede través de una secuencia muy bien determinada de
cascadas de sefalizacion, siendo un mecanismo altamente conservado en todas las
células. En primer lugar existe una fase de iniciacion que puede ser mediada por una
via mitocondrial (via intrinseca) o bien, por una via activada a través de receptores
membranales de muerte (via extrinseca), posteriormente ambas vias convergen en
una segunda fase de ejecucién caracterizada por la activacién de caspasas, y que es
responsable ultima de las caracteristicas morfoldgicas de la muerte apoptética

(Krantic y cols., 2005).

El proceso apoptético culmina en un estrechamiento rapido del citosol y pérdida
de contacto con las células vecinas a consecuencia de alteraciones en las moléculas
de adhesion de la membrana plasmatica, compactacion del material genético
finalizando con la formacion de vesiculas denominadas cuerpos apoptoticos que

contienen restos del nucleo, citoplasma y organelos celulares protegidos por la
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membrana celular (Majno y Joris 1995), estos seran digeridos por macrofagos y
células adyacentes sin que se produzca una respuesta inflamatoria (Kerr y cols.,

1972; Wyllie y cols., 1980).

Es importante mencionar que la apoptosis presenta caracteristicas que
difieren marcadamente de la necrosis, donde la muerte celular sobreviene como
consecuencia de algun traumatismo, sustancia toxica o falta de oxigeno a la célula,
lo que ocasiona la salida del citoplasma al espacio extracelular con la subsecuente
activacion de los mecanismos propios de la inflamacion, eventos que no ocurre en

las células que entran en el proceso apoptotico.

6.2 Factores que modulan la apoptosis

Se ha reportado que durante el desarrollo del sistema nervioso y modelamiento
del cerebro, muchas neuronas pueden iniciar el proceso de apoptosis si son
expuestas a una disminucién en los niveles de factores troficos como son el factor de
crecimiento neuronal (NGF), factor de crecimiento derivado del cerebro (BDGF) y las
neurotrofinas 3 y 4 (Raff M y cols; 1993), siendo resistentes a esta privacion antes o
después de pasar por un periodo especifico o fecha critica. La presencia de esta
"ventana de tiempo" durante el desarrollo sugiere que diversos genes apoptoéticos se

expresen en las neuronas en circunstancias determinadas.
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En la actualidad se conoce més de cuarenta genes pro y anti-apoptéticos
relacionados con el sistema nervioso (Bredesen, 1995). Entre los pro-apoptoticos
encontramos: Bax, Bak, Bid, Bad, Bim de la familia Bcl-2, Noxa, PUMA, c-myc, c-jun,
FAS/Apo 1 entre otros, mientras que a la familia de los anti-apoptoéticos pertenecen
Bcl-2, Bcl-XL y Mcl-1 Bcl-w, BRAG-1, responsables de inhibir la apoptosis de
neuronas sometidas a privacion de factores de crecimiento, radicales libres o que por
algin motivo se encuentran en arresto en alguno de los puntos de control del ciclo

celular.

Tabla 6.1 Principales factores que inducen la apoptosis en el sistema nervioso

Factores inductores de la apoptosis

Fisiolégicos Asociados al dafio celular Terapia Toxinas
TNF Golpe térmico Quimioterapia Etanol
Ligando Fas Infeccion viral Radiacion Beta-amiloide
TGF-beta Toxinas bacterianas Veratridina
Glutamato, dopamina Oncogenes 6-OHDA
Ausencia de factores de crecimiento |Factores de transcripcion: p53 3-NP
Perdida de fijacion de la matriz Linfocitos T citotoxicos Metanfetamina
ca® Agentes oxidantes
Glucocorticoides Especies reactivas de oxigeno

Falta de nutrientes

Adaptado de Jordan J. Apoptosis: muerte celular programada OFFARM 2003; 22(6):100-106

6.3 Fase de activacion. Via extrinseca

La via extrinseca se inicia mediante la activacién de los receptores de muerte
presentes en la superficie celular. Estos receptores pertenecientes a la familia del

Factor de Necrosis Tumoral (TNF) incluyen el TNF-receptor 1 (TNF-1), el receptor
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Fas (FasR) también llamado Apol o CD-95 (Apol/Fas/CD95), el receptor TRAIL,
DR-3, DR-4 y DR-5 (Ashkenazi y Dixit 1998), todos con la caracteristica comdn de
presentar un dominio intracelular denominado dominio de muerte (DD), capaz de
reclutar proteinas que formaran el complejo proteico denominado DISC (del inglés
death inducing signaling complex) (Wallach y cols., 1999; Abe y cols., 2000) que
conduciran a la escision de pro-caspasas 8 en caspasa 8 y por lo tanto a su

activacion.

Ligando
THNF, LFas

ESPACIO
EXTRACELULAR

CITOPLASMA

Receptor
de muerte

. DISC
casnasa §
o —
@D ~ TP —— Otras caspasas

efectoras

Permeabilizacion
membrana mitocondrial

MUCLEOQ

Fragmentacion
del ADN

Fig.6.2 La activaciéon de la apoptosis a partir de la via extrinseca inicia con la unién
del ligando a su receptor de muerte, activando una serie de reacciones corriente arriba que
involucran la escision de pro-caspasas 8 en caspasa 8 responsable de activar la pro-
caspasa 3 en caspasa 3, una proteina que puede llevar a cabo dos funciones. Traslocar al
nacleo donde actlia como enzima de restriccion fragmentando el ADN, o truncar la proteina
Bid (tBid) que traslocara a la mitocondria permeabilizando su membrana. 56



La activacibn de estos receptores de muerte también pueden inducir la
activacion de la via SAPK/INK (del inglés stress-activated protein kinase/c-Jun N-
terminal kinase) (Weston y Davis 2002; Lin 2003), donde la proteina JNK es capaz
de inactivar proteinas anti-apoptéticas como bcl-XL, Mcl-1 bcl-w o inducir la
activacion de proteinas pro-apoptéticas como Bid, Bim, p53 y Fas (IP y Davis 1998;

Dng y cols., 2003)

6.4 Fase de activacion. Via intrinseca

La via intrinseca inicia con la permeabilizacién de la membrana mitocondrial,
evento mediado por las proteinas de la familia Bcl-2 y que puede ser activado por
diversos agentes como el dafio al DNA, la pérdida o disminucién de factores de
crecimiento, el aumento excesivo de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Decaudin
y cols., 1998; Green y Rubin 1998; Susin y cols., 1999), incluso la activacién de
caspasa 8 a través de la via extrinseca, capaz de proteolizar a la proteina Bid,
permitiéndole permeabilizar la membrana mitocondrial (Desagher y cols., 1999; Weiy

cols., 2000).

Es la pérdida en la integridad de la membrana mitocondrial, lo que permite la
liberacion de diversas moléculas pro-apoptoticas, tal es el caso del citocromo ¢
(Susin y cols., 1999; Green y Rubin 1998), el cual una vez en el citoplasma, se une a

la proteina Apaf-1 formando el complejo proteico llamado apoptosoma (Li y cols.,
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1997b) responsable de la activacion de procaspasa 9 en caspasa 9 (Adrain y cols.,

1999).

Otras proteinas mitocondriales pro-apoptéticas liberadas al citoplasma tras la
permeabilizacion de la membrana son: la proteina Smac/DIABLO (Esposti 2002) y
Omi/HtrA2, ambas responsables de neutralizar a las IAPs, un tipo de proteinas
inhibidoras de la apoptosis (Vaux y Silke 2003; Almagro y Vucic 2012). Ademas de
que la proteina Omi/HtrA2 pude actuar de manera independiente como proteasa de

pro-caspasas (Saelens y cols., 2004)

Un estudio realizado en neuronas simpaticas en cultivo, mostré que la privacion
del NGF induce la salida del citocromo ¢, mediante un mecanismo que implica la
translocaciéon de Bax a la mitocondria (Putcha y cols.,1999), con la subsecuente
activacion de caspasas y muerte apoptotica (Edwards y cols.,1991; Deckwerth y
Johnson 1993; Troy y cols.,1996; McCarthy y cols.,1997), no asi con la simple

inyeccién de citocromo ¢ en presencia del NGF (Deshmukh y Johnson 1998)

Es de esta manera y a través de diversos estudios, que se sabe el papel de las
proteinas de la familia Bcl-2 en la via intrinseca se produce a nivel de la
permeabilizacion de la membrana y liberacion del citocromo c. Es asi que mientras
proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2 y Bcl-X, inhiben la liberacion de citocromo ¢
en respuesta a varios estimulos apoptéticos (Yangy cols., 1997; Kluck y cols., 1997;

Scaffidi y cols., 1998), las proteinas pro-apoptoticas como las ya mencionadas Bid y
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Bax son capaces de inducirla (Rosse y cols., 1998; Li y cols., 1998Putcha y cols.,

1999; Desagher y cols., 1999; Wei y cols., 2000).
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Fig.6.3 La deteccion de estimulos apoptéticos como incremento de GCs, aumento de
ROS y deficiencia de factores de crecimiento entre otros, activa una serie de proteinas pro-
apoptoéticas de la familia Bcl-2 responsables de la permeabilizacién de la membrana
mitocondrial, originando la salida de diversas moléculas como son: Citocromo C,
Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 y endonucleasas, que ya sea por si mismas o activando pro-
caspasas, son responsables de la proteolisis y fragmentacién de ADN en la célula.

Es hasta la permeabilizacién de la membrana mitocondrial y salida del citocromo C
que la via intrinseca de la apoptosis se torna irreversible, motivo por el que muchos autores
nombran a este evento como el inicio de la apoptosis a partir de la via intrinseca.

59



Se ha visto que las proteinas pro-apoptoéticas y las anti-apoptéticas pueden
interactuar oponiéndose unas a otras (Oltvai y cols., 1993) e inhibiendo la accion de
su contraparte. En este sentido, pareciera ser que las proteinas anti-apoptéticas Bcl-
2 y Bcl-X_ son capaces de inhibir la funcidbn de las pro-apoptéticas Bax y Bak,
(Mikhailov y cols., 2001), al inhibir su oligomerizacion y posterior conexion a la

membrana mitocondrial (Reed 2006).

6.5 Fase de ejecucidn. Activacion de caspasas

Una vez que los genes pro-apoptoticos se han activado, se inicia con ellos una
serie de reacciones que dan como resultado el corte y por lo tanto activacion de un
grupo de zimoégenos llamados pro-caspasas. Una familia de cistein-proteasas
inactivas que al recibir la sefial apoptética sufren un rompimiento proteolitico dando
lugar a dos subunidades activas, que dependiendo su funcién pueden clasificarse en

caspasas iniciadoras, ejecutoras o mediadores inflamatorios.

Las caspasas iniciadoras (8, 9, y 10) son aquellas que al recibir la sefal
apoptoética proveniente de la via extrinseca o intrinseca se auto escinden activandose
y activando a otro tipo de caspasas, llamadas ejecutoras (3, 6 y 7) responsables
directos de los cambios morfolégicos en la célula que la llevaran a la apoptosis.
Estos cambios en la célula incluyen condensacion citoplasmatica y de cromatina,
fragmentacion de DNA, vacuolizacion de la membrana plasmatica, encogimiento

celular y formacion de cuerpos apoptoticocios (Becerra, 2009).
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El tercer grupo de caspasas son mediadores inflamatorios (1,2,4 y 5)que no
participan en el proceso apoptético, su funcion encargarse de la maduracion de la
prointerleucina a su forma pro-inflamatoria y biolégicamente activa, un ejemplo es
procaspasa 1 que actiacomo la enzima convertidora de interleucina-1-b (ICE)

(Ghayury cols., 1997).

Caspasa 3

Durante la muerte celular programada, la escision de la procaspasa 3 ejecutora
en caspasa 3 conduce a la protedlisis de las proteinas de reparacion del DNA como
p53, las proteinas del citoesqueleto actina, espectrina, para el desensamblado del
citoesqueleto asi como de la ldmina nuclear (Kothakotay cols., 1997; Pike y cols.,
1998) y del inhibidor de la desoxirribonucleasa-caspasa-activado (CAD), responsable

de la fragmentacion del DNA.

La técnica de inmunohistoquimica se emplea provechando la antigenicidad de
caspasa 3 como un método de deteccion de la proteina activada, el patron de
expresion varia dependiendo el tiempo transcurrido entre el inicio de la apoptosis y la
perfusion del cerebro. Un estudio hecho tras la lesion cerebral de roedores mostro
que la marca de caspasa 3 se expresa a las seis horas después del dafio,
intensificandose transcurridas 24 horas y alcanzando su mayor expresion en

hipocampo al tercer dia (Keane y cols., 2001)
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Capitulo 7. Vias de sefializacion relacionadas con la
proliferacion y sobrevivencia neuronal.

Ademas de la activacion de receptores clasicos, pareciera ser que todas
las hormonas de tipo esteroideo como progesterona, estrégenos, androgenos,
glucocorticoides y mineralocorticoides, pueden inducir en la activacion de
receptores con actividad de tirosincinas (Trk), responsables de activar
cascadas de sefializacién que involucran moléculas como la adenilato ciclasa,
proteinas G y la produccién de segundos mensajeros como AMPc y Ca+2
intracelular (Boonyaratanakornkit y Edwards 2007), cuyo objetivo es activar
otros factores de transcripcibn que en su mayoria, estan relacionados con la

proliferacion, sobrevivencia, plasticidad y apoptosis.

Estas vias de sefalizaciébn pueden involucrar mas de un proceso celular,
incluso algunos contradictorios, situacién que va a depender de la presencia de
ciertos factores, hormonas y neurotrofinas, tal es el caso de la activacion mediada
por el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), el cual esta relacionado con la
apoptosis, pero en presencia de hormonas gonadales, neurotrofinas y otros factores,
puede activar al factor nuclear kappa beta (NFkB) promoviendo la sobrevivencia
neuronal (Wajant y Scheurich 2001; McEwen 2002; Marques-Fernandez y cols.,

2013) al inducir la expresion de las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 y Bcl-x (Tamatani
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y cols., 1999), el inhibidor de caspasa 8, cFLIP (Irmler y cols., 1997) y las proteinas

IAPs (Stehlik y cols., 1998).

Es este sentido, se proponen dos vias de sefalizacidbn que pueden estar
involucradas en la proliferacion y sobrevivencia de células hipocampales en animales
expuestos a elevados niveles de GCs (McCubrey y cols., 2012). La via ERK-MAPK
responsable de la transcripcion de genes como c-Fos, el cual junto a la proteina c-
Jun forman el factor de transcripcion AP-1, capaz de activa la sintesis de numerosos
y diversos genes implicados en la proliferacién celular (Murphy y Blenis 2006) y la
via PI3K-Akt involucrada en la regulacién de genes anti-apoptéticos como Bcl-2, Bax
y Bim, la via mTOR vy la inhibicion de las sefales pro-apoptéticas generadas por

factores de transcripcion como FoxO (Vadlakonda y cols., 2013), entre otras.

7.1 La via ERK-MAPK

La via de ERK/MAPK (por sus siglas en inglés Extracellular Regulated
Kinases/Mitogen Associated Protein kinases) esta mediada por la union de
neurotrofinas y factores de crecimiento a receptores con actividad de tirocinsina
(Trk). Los cuales una vez activados desencadenan una cascada de fosforilaciones
que permiten cambios en la expresion de determinados genes responsables de la

proliferacion, sobrevivencia, migracion y apoptosis celular.
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Es la unién del ligando al receptor Trk lo que induce la activacion de Ras, una
proteina con actividad de GTPasa que recluta a las cinasas de la familia Raf (A-Raf,
B-Raf y Raf-1) (Daum y cols., 1994; O'Neill y Kolch 2004) para su posterior
fosforilacién y activacion. Una vez activada, Raf reclutard y activara a las cinasas
MEK1 y MEK2 (Kolch 2005) encargadas a su vez, de fosforilar a ERK1 y ERK2,
también llamadas p42 y p44 las cuales ya activas tendran dos posibles funciones,
traslocar al nicleo para actuar como factores de transcripcion regulando la expresion
de diversos genes implicados en la proliferacién, como c-fos, c-Jun, c-Myc, c-Myb y
CREB (del inglés cyclin AMP-response element binding protein) (Davis 1995; Gille y
cols., 1995;Grewal y cols., 1999; Vanhoutte y cols., 1999) o fosforilar cinasas
ribosomales 6 (RSK) que también traslocan al nacleo para actuar como factores de
transcripcion (Bonni y cols., 1999; Bruning y cols., 2000), afectando la proliferacion y
diferenciacion celular (Gene: RPS6KA1l ribosomal protein S6 kinase, 90kDa,

polypeptide 1)

Otras implicaciones que ha mostrado la via ERK-MAPK es en la sobrevivencia
celular (Parrizas y cols., 1997; Feng y cols., 1999; Hetman y cols., 1999; Chaib-
oukadour y cols., 2004) al fosforilar proteinas pro-apoptoticas de la familia de Bcl-2,
como Bad (Scheid y cols., 1999) y Bimg_ (Biswas y Greene 2002) inhibiendo su
actividad; En fendbmenos de neuroproteccion a través del BDNF (Hetman y cols.,
1999; Han y Holtzman 2000; Roéssler y Thiel 2004) y el factor de crecimiento
epidermal (Roéssler y Thiel 2004); Asi como en la diferenciacion neuronal (Perron y

Bixby 1999; Atwal y cols., 2000; Gavalda y cols., 2004; Solr y cols., 2004).
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Fig. 7.1 Via de sefializacion ERK-MAPK. Estimulos extracelulares como factores de crecimiento,
citoquinas, mitdgenos, hormonas y estrés oxidativo o térmico (Mebratu y Tesfaigzi 2010) activan a los
receptores Trk iniciando una serie de reacciones que involucranl la cascada de sefializacion Ras-Raf-
MEK-ERK1 y ERK2.

Los objetivos de ERK1/ ERK2 son traslocar al nlcleo donde por si mismos o a través de RSKs
fosforilado activen. 1) Reguladores transcripcionales como CREB, 2) La transcripcién de genes como c-
fos, c-jun y c-Myc y 3) Modificaciones epigeneticas en histona H3 (Murphy y Blenis 2006).

Tomado y adaptado de Murphy y Blenis 2006.
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Por otra parte, se ha visto que ademas de las hormonas esteroideas,
neurotrofinas y factores de crecimiento, otras moléculas pueden regular la via ERK-
MAPK, tal es el caso del neurotransmisor glutamato (Wang y cols., 2004) y el
receptor 5-HT1A (Lee y cols., 2005; Madhavan y cols., 2003, Mauler y cols., 2001),
donde un estudio hecho con agonistas del receptor NMDA mostraron fosforilacion de
las cinasas ERK (Sgambato y cols., 1998; Mao y cols., 2004) probablemente a través
de un mecanismo que implica una serie de cinasas sensibles a calcio (Perkinton y

cols., 1999, 2000).

7.2 La via PI3K-Akt

La activacion de la via PI3K-Akt inicia con el reclutamiento y activacion del
fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) a través de Ras-activado o via receptores tirosincinasa
(Trk), los cuales responden a diversos factores de crecimiento y citoquinas. Una vez
activada, PI3K transfiere un grupo fosfato del ATP al fosfatidil inositol 4,5-bifosfato
(PIP2), un tipo de lipido contenido en la membrana celular que genera el fosfatidil
inositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) (Chong y cols., 2005) capaz de actuar como segundo
mensajero al unirse a multiples efectores, entre ellos, la Ser/Thr proteina quinasa
Akt, también llamada PKB (Vanhaesebroeck y Alessi 2000; Pinzén y cols., 2009;

McCubrey y cols., 2012) Fig.7.2.

En este sentido, Akt pueden unirse a diversas proteinas regulando su

actividad (Song y cols., 2005). Tal es el caso de las proteinas de choque térmico o
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Hsp (del inglés heat shock proteins), inducidas en la célula como respuesta al estrés,
actuan como chaperonas promoviendo la estabilizacion y el plegamiento de otras
proteinas (Konishi y cols., 1997; Rane y cols., 2003). De igual manera el complejo
proteico rictor-mTOR, activado por nutrientes y factores de crecimiento, es capaz de
interactuar con Akt a través del complejo TSC1 / TSC2 y rheb, controlando procesos

de proliferacion, sobrevivencia y metabolismo celular (Maiese y cols., 2012).

Es la fosforilacion y por lo tanto activacion final de la via Akt, lo que
proporciona a la célula una sefal de proliferacion y/o supervivencia que le permite

hacer frente a estimulos apoptéticos. Estos efectos pueden deberse a.

l. La regulacion directa de la apoptosis a través de:

1) La fosforilacion e inactivacion de diversas proteinas pro-apoptoticas como
Bad (Datta y cols., 1977), Bim (Qi y cols., 2006) y caspasa-9 (Cardone y cols.,
1998).

2) La regulacion negativa de la via SAPK/IJNK (Paradis y Ruvkun 1998; Kim y

cols., 2001; Barthwal y cols., 2003) Fig.7.2

Il. El control transcripcional de la sobrevivencia celular por medio de la
fosforilacion de:
1) La proteina IKK, responsable indirecto de aumentar la actividad de NF-kB

estimulando la transcripcion de genes pro-sobrevivencia (Bernstein y Dennis 2008).
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2) La proteina MDM2 provocando la ubiquitinilacion de p53 para su
destruccion por el proteasoma (Gottlieb y cols., 2002; Bernstein y Dennis 2008)

3) Los factores de transcripcion de la familia FoxO, responsables de mediar el
factor de crecimiento insulinico, la resistencia al estrés oxidativo (Paroni y cols.,
2012) y la induccién de la apoptosis (Brunet y cols., 1999).

4) La proteina YAP encargada de regular p73, una proteina de la familia de
p53, considera también un supresor tumoral. (Basuu y cols., 2003)

5) La proteina CREB, también capaz de la transcripcion de genes pro-

sobrevivencia (Barkett y Gilmore 1999; Wang y cols., 1999) Fig.7.2.

Il. Los efectos de Akt sobre el metabolismo celular

Estudios en roedores mostraron que la fosforilacion e inhibicién de la enzima
GSK3beta (del inglés glycogen synthase kinase 3 beta) a partir de Akt atenud la
activacion de caspasa-3 (Bijur y cols., 2000) y p53 (Jope y cols., 2006), al mismo
tiempo que permiti6 una mayor expresion de las proteinas de choque térmico,

reforzando la plasticidad celular y la supervivencia (Bijur y Jope 2000) Fig.7.2.
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Fig. 7.2 Via de sefalizacion PI3K/Akt y los posibles sustratos de Akt activado, las
flechas verdes indican aquellas rutas que se ven favorecidas tras su activacion por AKT y las

lineas rojas aquellas que se ven inhibidas. Tomado y adaptado de Song 2005

7.3 Alteraciones epigenéticas.

Otro factor que se ha visto responsable de afectar la prolifercion y
sobrevivencia hipocampal en el estrés, son las alteraciones epigenéticas
ocasionadas por los elevados niveles de GCs. Tal es el caso de la fosforilacion de
Serina 10 y acetilacion de Lisina 14 en la histona 3 (H3S10p K14ac) que muestran

las células granulares del GD de roedores sometidos a nado forzado, y que se han
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visto responsables de la transcripcion de genes como c-Fos y ERG-1, lo que es
factor crucial para el aumento en la proliferacion de células del GD (Madhavan vy

cols., 2003).Fig. 7. 3.
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Fig. 7.3 Estudios han mostrado que el aumento en los niveles de GCs es capaz de
originar modificaciones epigenéticas en la histona 3, ya sea fosforilando directamente a la
quinasa ERK o via receptores NMDA — MEK — ERK, ocasionando la transcripcién de genes

gue promueven la proliferacién celular en el GD. Tomado y adaptado de Reul 2014
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Capitulo 8. Disefio de la investigacion

8.1 Planteamiento del problema

El aumento de los niveles de glucocorticoides en respuesta al estrés es
considerado un factor importante para el desarrollo de enfermedades psiquiatricas
(Lee y cols., 2012), debido a que se le ha asociado con la disminucion en la
proliferacion, sobrevivencia, diferenciacion y apoptosis de neuronas y células gliales

(Duman 2004; Mirescu y cols., 2006; Holsen y cols., 2011).

Diversos estudios realizados en ratas macho adultos sometidos a estrés
agudo y crénico muestran que el tiempo de exposicion al agente estresor es
importante para la afectacion en los procesos neurogeénicos y de plasticidad en las
células del hipocampo (Magarinos y cols., 1996; Galea y cols., 1997; Hillerer y cols.,
2013, Kirby y cols., 2014), estos efectos parecen depender del sexo del individuo y
en el caso de las hembras, la magnitud del efecto puede estar asociada a las

fluctuaciones hormonales propias del ciclo reproductivo.

En el presente trabajo se espera observar una disminucion en la proliferacién
y sobrevivencia, asi como un aumento en la apoptosis de células del hipocampo de
ratas que han sido ovariectomizadas, y por lo tanto, sus hormonas gonadales estan
ausentes, o bien en aquellas que se encuentran en las fases reproductivas de

diestro-metaestro, donde los niveles de hormonas ovaricas son bajos.
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8.2 Pregunta de investigacion

¢, Como afecta el estrés agudo a la proliferacion, sobrevivencia y apoptosis de

las neuronas hipocampicas en ratas hembra en diferentes condiciones enddécrinas?

8.3 Justificacion

Debido a que el estrés es un factor cada vez mas comun en la vida diaria, asi
como un detonador de enfermedades depresivas que pueden convertirse en
discapacitantes, afectando principalmente a individuos del sexo femenino (Caraveo-

Arduagay cols., 1999; Bello y cols., 2005).

El presente trabajo busca evaluar si las hormonas ovaricas reportadas como
moduladores positivos de la neurogénesis y la plasticidad de células hipocampicas
(Fink y cols., 1996; McEwen y Alves, 1999; Gillies y cols., 2004; Craig y cols., 2005,
Cahill, 2006; Chao y cols., 2006; Galea y cols. 2006, 2008, 2013; Brann y cols., 2007;
Craig y Murphy, 2007; Kataria y cols., 2010, Estrada-Camarena y cols., 2010; Horst
2011; Scott y cols., 2012; Karki y cols., 2014), son factores determinantes en el
efecto del estrés agudo sobre la proliferacion, sobrevivencia y apoptosis neuronal,
asi como el desarrollo de conductas tipo depresivas en ratas hembra que se
encuentran en diferentes condiciones endocrinas. A fin de contribuir a esclarecer la

etiologia molecular de los trastornos depresivos asociados al estrés.
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8.4 Hipotesis

Si las hormonas gonadales confieren proteccion al cerebro reduciendo la
respuesta al estrés, entonces el efecto del estrés agudo sobre la proliferacion,
sobrevivencia y apoptosis de células hipocampales, serd mayor en ratas hembras

ovariectomizadas que en ratas en proestro-estro.

8.5 Objetivo general

Conocer el efecto del estrés agudo sobre la proliferaciéon, sobrevivencia y
apoptosis de células en el hipocampo, asi como el desarrollo de conductas tipo

depresivas en ratas hembra en diferentes condiciones enddcrinas.

8.6 Objetivos particulares

1. Determinar el efecto del estrés agudo sobre el desarrollo de conductas

tipo depresivas en la rata en proestro, diestro y ovariectomizada

2. Determinar el impacto del estrés agudo en la proliferacion y apoptosis de

células del hipocampo de ratas en proestro, diestro y ovariectomizadas.
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Capitulo 9. Material y métodos

9.1 Animales

Se emplearon 60 ratas hembras de la cepa Wistar con un peso de entre 250 y
300 gramos aproximadamente, las cuales se mantuvieron en bioterio en condiciones
de temperatura y humedad controladas, ciclo de luz-obscuridad invertido (12/12h), y
con acceso libre a agua y alimento. Su manipulacién fue llevada a cabo de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y manejo de los animales (NOM-062-

Z00-1999).

9.2 Metodologia

Los animales fueron divididos en tres grupos de forma aleatoria, el primer
grupo fue sometido a ovarectomia (OVX) a fin de retirar la principal fuente natural de
hormonas gonadales, mientras que el segundo y tercer grupo fueron falsamente
operados (sham). Todas las cirugias se realizaron bajo anestesia con tribromoetanol
(200mg/kg, i.p.) con un periodo de recuperacion de tres semanas. Al término de
dicho periodo cada grupo fue subdividido en dos grupos, uno de ellos fue sometido a

estrés agudo mediante la prueba de Porsolt, el otro fue el grupo control (Figura 9.1).

Posteriormente los roedores fueron agrupados segun su condiciébn endocrina en:
proestro/estro (niveles de estrdgenos y progestinas elevados), metaestro/diestro

(niveles bajos de estrogenos y progestinas) y ovariectomizadas (ausencia de
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hormonas gonadales). La fase del ciclo estral se determiné mediante la toma de frotis

vaginal media hora antes de la preprueba y prueba a fin de determinar mediante la

citologia vaginal las fases del ciclo estral. Predominio de células nucleadas como

indicador del proestro, cornificadas del estro y leucocitos como indicador de diestro

(Mirescu y cols. 2006).

Rata hembra
Wistar
(n =60)

Control
=10
Ovx (n=10)
(n=20) FST
(n=10)
Control
=10
Sham Diestro _ (n=10)
(n=20) FST
(n=10)
Control
Sham Proestro _| (n=10)
(n=20) FST
(n=10)

Figura 9.1. Diagrama de flujo que muestra la distribucion de los grupos.

Abreviaturas. Ovx = ovariectomia; FST = Prueba de nado forzado por sus siglas en

inglés; Diestro= Animales en Diestro y metaestro o niveles de hormonas gonadales bajos;

Proestro= Animales en proestro y estro o niveles de hormonas gonadales elevados
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Modelo de estrés agudo: Prueba de Porsolt o de nado forzado (FST).

Esta prueba consta de dos sesiones, la primer llamada pre-prueba, tiene
duracion de 15 minutos y tiene como finalidad inducir un estado de desesperanza en
el roedor. La segunda sesion llamada prueba se realiza 24 horas después de la
prueba, tiene una duracion de 5 minutos y consiste en colocar nuevamente al animal
en el cilindro con agua, a fin de evaluar los efectos ocasionados por la pre-prueba.
Dicha prueba consiste, en introducir a la rata en un cilindro de 20 cm de diametro
por 46 de alto con agua hasta 30 cm de profundidad, de tal forma que el roedor no
pueda salir ni tocar el fondo. En un principio el animal realizara movimientos
vigorosos con la finalidad de escapar a la situacion que se le presenta, pero al darse
cuenta que no existe manera de hacerlo adquirird una conducta de desesperanza,
representada por la inmovilidad (movimientos minimos para mantenerse a flote con
la cabeza fuera del agua). Ambas sesiones son videograbadas y posteriormente
analizadas al cuantificar el niumero de veces que el animal permanece inmovil en

intervalos de 5 segundos.

9.3 Obtencion y procesamiento de tejido

Media hora después de concluido el estrés, los animales fueron anestesiados
con tribromoetanol y perfundidos con un buffer de fosfatos (pH=7.4). Los cerebros
fueron extraidos y posfijados por 7 dias en paraformaldehido al 4%, para
posteriormente ser almacenados en una solucion de sacarosa al 30% durante una

semana para su estabilizacion.
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Posteriormente se realizaron cortes coronales del tejido cerebral en un
microtomo deslizante (Leica, Buffalo Grove, IL, EE.UU.), las secciones se

almacenaron a 4°C en solucién crioprotectora hasta su uso.

9.4 Medicion de corticosterona en sangre.

Previo a la perfusion, se extrajo sangre por puncion cardiaca para
posteriormente ser centrifugada a 3000 rpm durante 30 min. El suero fue recuperado
y almacenado a 4°C para la determinacion de niveles de glucocorticoides. Los
niveles de corticosterona se determinaron usando un kit comercial de Elisa (Enzo

LifeScinces) siguiendo las instrucciones del proveedor.

Todas las muestras se corrieron por triplicado, incluyendo las de la curva

estandar para determnar la dilucion a usar.

9.5 Inmunohistoquimica

El método empleado fue inmunohistoquimica por flotacién libre para marcajes
simples. Para proliferacion se empled el anticuerpo anti-Ki67 de conejo (1:1000;
Abcam, San Francsico, CA, EE.UU.) y para sobrervivencia el anticuerpo anti-BrdU de
rata (1:500; Accurate, Westbury, NY, USA) previo tratamiento para la
inmunodeteccion de BrdU por incubacion en HCI 2N durante 30 minutos a 37°C

seguido por lavados en buffer de boratos al 0.1M pH 8.5
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La deteccién de apoptosis se determin6 con un anticuerpo monoclonal anti-Caspase-
3 de ratén (1: 500; Imgenex, San Diego, California, EE.UU.). Todos los anticuerpos
primarios fueron reconocidos con anticuerpos secundarios acoplados a biotina
(Jackson Immunoresearch, West Grove, Pensilvania, EE.UU.) y marcados con el

complejo ABC para posteriormente ser revelados con diaminobezidina Fig.9.2

Inmunohistoquimica
Fig. 9.2 La Avidina es una glicoproteina

— con gran afinidad por la Biotina, lo que le permite
Avidina-Biotina

formar el complejo peroxidasa Avidina-Biotina que

Anticuerpo secundario
biotinilado —

AW posteriormente sera revelado con ayuda de
aminodiabencidina (DAB). Tomado y adaptado de:

VA
—— https.//www.labce.com/spg538343_avidin_biotin_c
/ \ omplex_abc_methods.aspx

/\ /\ Proteina a identificar

Debido a que el BrdU es un marcador exégeno se realizd la administracion
previa del mismo en una dosis de 75 mg /kg, ip, a las 14 y 2 hrs previas a la primera

sesion del estrés agudo (FST) (Vega-Rivera, 2014) Fig. 9.3.

1er. Admon 2da. Admon .
BrdU BrdU Preprueba FST Sacrificio
Tiempo 0 12hr 14hr 38hr 38.5hr

Fig. 9.3 Linea de tiempo desde la primer administracion de BrdU hasta el
sacrificio de los animales. Abreviaturas. BrdU = 5-bromo-2-desoxiuridina; FST = Prueba

de nado forzado por sus siglas en inglés.

78


https://www.labce.com/spg538343_avidin_biotin_complex_abc_methods.aspx
https://www.labce.com/spg538343_avidin_biotin_complex_abc_methods.aspx

El ndmero total de marcas fue determinado de manera manual a través de un
microscopio equipado con camara digital (Leica), las areas evaluadas fueron la ZSG
del GD para Ki67 y BrdU mientras que para apoptosis se cuantific6 GD y CA3, esta
dltima con la finalidad de identificar si existe muerte en las células maduras. Todas

las muestras se procesaron por triplicado.

9.6 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + el error estandar. La comparacion
entre grupos se realizé por ANOVA de dos vias considerando el estrés como factor A
y la condicién endocrina como factor B, en el caso de los datos que no cumplen con
los supuestos de normalidad y varianzas iguales, se emplea ANOVA de rangos
(Kruskal-Wallis), la prueba post-hoc empleada fue Student-Newman-Keuls (SNK).

Las diferencias con una p< 0.05 fueron consideradas estadisticamente significativas.
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Capitulo 10. Resultados

10.1 Efecto de la exposicion a la prueba de Porsolt sobre la
conducta de inmovilidad

Figura 10.1 Muestra el desarrollo de la conducta de inmovilidad en intervalos
de 5 minutos durante la pre-prueba (primer sesiéon de nado con duracion de 15
minutos). Se observa que independientemente de las condiciones endocrinas el nivel
de desesperanza aumenta significativamente conforme transcurre la sesion (p<0.05
vsS mismos grupos a los 15 min). El analisis multivariado de dos vias mostr
significancia para el factor tiempo (F: 2,81=57.07; p<0.001); No asi para el factor

condicion endocrina (F: 2,81=1.18, ns) y la interaccion (F:4,81=0.93;ns).

La figura 10.2 muestra la conducta de inmovilidad en animales en diferentes
condiciones endocrinas durante la sesion de prueba (sesién de 5 min). Como puede
observarse los animales en proestro/estro (hormona alta), presentaron menor
inmovilidad en comparacion al grupo de hembras OVX (p=0.014) y en
metaestro/diestro (hormona baja) (p=0.005).La ANOVA de una via mostré los

siguientes valores F: 2,27 = 6.208; p =0.006

Palabras clave y su significado: proestro/estro = niveles altos de hormonas gonadales;
metaestro/diestro = niveles bajos de hormonas gonadales; ovx = sin hormonas gonadales; FST =

Prueba de nado forzado; control = animales no expuestos a ningun estresor
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Inmovilidad en la pre-prueba en intervalos de 5 min
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Fig. 10.1 Efecto de la exposicidn al nado forzado durante 15 min en intervalos de 5 min sobre el
desarrollo de la conducta de inmovilidad en hembras ovx y sham en metaestro/diestro (hormona baja) y
proestro/estro (hormona alta) (n = 10). Los datos representan la media + E.S M de la frecuencia de la
conducta de inmovilidad registrada en intervalos de 5 segundos durante 15 minutos. * p <0.05 . Prueba
post hoc Student-Newman-Keuls (NSK).



Inmovilidad durante la prueba
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Figura 10.2 Efecto de la exposicion a una segunda sesion de nado en el desarrollo de la
conducta de inmovilidad en hembras ovariectomizadas y sham en metaestro/diestro (con hormona los
baja) y en proestro/estro (hormona alta (n = 10). Los datos representan la media + E.S M de la
frecuencia de la conducta de inmovilidad durante los 5 min que dura la prueba. *p = <0.05 y **p
<0.001. Prueba post-hoc Student-Newman-Keuls (NSK).

La lguia 1VU.oS IMuesta 10s 1ivelies ue corucostieronia el dalnaes con
diferentes condiciones endocrinas que fueron sometidos a las dos sesiones de estrés
versus aquellos que no fueron estresados (control). Se observa que el FST
incrementa los niveles de corticosterona en animales independientemente de la

condiciéon endocrina.

El andlisis multivariado de dos vias mostré los siguientes resultados: para el
factor estrés (F: 1,19=30.673; p<0.001); para el factor condicibn endocrina

(F:2,19=9.031; p=0,002); y la interaccion (F:2,19=3.221; p=0.062).

En la prueba post-hoc se muestra que los niveles de hormonas gonadales si
influyen en la respuesta al estrés, ya que los grupos de animales estresados

mostraron mayor concentracion de corticosterona en los animales sham que en
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hembras OVX. Esto es metaestro/diestro/estrés vs ovx/estrés; p=0.0.22; lo mismo
que un aumento del 58%, mientras que en los grupos proestro/estro/estrés vs
ovx/estrés; p=0.009; o aumento del 108%. En cuanto a los grupos control se observo
algo similar, donde las concentraciones de corticosterona son mayores en el grupo
de hembras en proestro/estro vs las OVX;p= 0.027 o lo mismo que un aumento del
56%, y proestro/estro vs metaestro/diestro; la p = 0.008; lo mismo que un aumento

del 86%.Sin diferencias significativas entre los controles en metaestro/diestro y OVX

(ns).
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Figura 10.3 Efecto de la prueba de Porsolt sobre la concentracion de corticosterona en
plasma al momento del sacrificio de hembras ovx y sham en metaestro/diestro (hormona baja) y
proestro/estro (hormona alta) (n = 5). Los datos representan la media de la concentracién de
corticosterona en plasma + E.S M. *p = <0.05, **p<0.01 Prueba post-hoc Student-Newman-Keuls
(NSK).



10.3 Efecto de la exposicion a la prueba de Porsolt en la
proliferacién de células de nueva generacion en el giro dentado

(GD).

La figura 10.4 muestra fotomicrografias representativas de cortes coronales
del cerebro de animales en diferentes condiciones endocrinas sometidos a la prueba
de Porsolt que fueron procesados mediante la inmuno-histoquimica para medir la

proliferacion celular (Ki67).

La figura 10.5 muestra el promedio del numero de células inmunopositivas al
marcador Ki67. El analisis multivariado indica que los efectos del estrés sobre la
proliferacion dependen de la condicién endocrina, donde se muestran los siguientes
resultados: para el factor estrés (F:1,24=32.450; p< 0.001); para el factor condicion

endocrina (F: 2,24=2.055; ns) y la interaccion (F: 2,24 = 10.616; p<0.001).

La prueba post-hoc muestra una disminucion de la proliferacion de células de
nueva generacion en los animales control en proestro/estro en comparacién a los
OVX (p = 0.025). No se observaron diferencias entre los animales en

metaestro/diestro y las OVX.

Sin embargo el mayor efecto se muestra en el grupo de animales en

proestro/estro, donde la exposicion a la FTS incremento la proliferacion de células de
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nueva generacion en el GD un 190%; p< 0.001; No asi en las otras condiciones

endocrinas que fueron expuestas a estrés vs su control (ns)

Kie7
Control FST

Ovx
2(.:_:;”)
Metaestro/Diestro
Proestro/Estro

Fig. 10.4 Fotomicrografias representativas de cortes coronales del cerebro de
animales en diferentes condiciones endocrinas que fueron sometidos a la prueba de
Porsolt y procesados mediante inmuno-histoquimica con el marcador Ki67 para medir la
proliferacion celular. Las flechas muestran las marcas contabilizadas. El area que se
evaluo fue la zona sub-granular del GD.
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Figura 10.5 Efecto de la prueba de Porsolt sobre la proliferacién de células de
nueva generacion en el giro dentado de animales ovariectomizados y sham en diestro/ y
proestro (n = 5). Los datos representan la media del nimero de células inmunorreactivas a

Ki67+E.S.M. *p = <0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. Prueba post-hoc Student-Newman-Keuls
(NSK).
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10.4 Efecto de la exposicion a la prueba de Porsolt en la
sobrevivencia temprana de células de nueva generacion en el giro
dentado (GD).

La figura 10.6 muestra fotomicrografias representativas de cortes coronales
del cerebro de animales en diferentes condiciones endocrinas sometidos a la prueba
de Porsolt que previamente fueron administrados con BrdU y que fueron procesados

mediante la inmuno-histoquimica para medir la sobrevivencia temprana (BrdU).

La figura 10.7 muestra el promedio del nimero de células inmunopositivas a
BrdU. La ANOVA de dos vias mostré los siguientes resultados: para el factor estrés
(F: 1,23 = 25.75; p < 0.001); para el factor condicion endocrina (F: 2,23 = 36.38; p <

0.001); y la interaccion (F: 2,23 = 2.85; ns).

El andlisis post-hoc indica que en los animales no estresados, las hembras en
proestro/estro mostraron mayor niumero de células positivas a BrdU en comparacion
a las hembras en metaestro/diestro (p < 0.001) y ovariectomizadas (p < 0.001) no asi
al comparar los grupos de animales en metaestro/diestro y ovx (ns). En contraste, se
observd que el estrés disminuy6é el namero de células inmunopostivas a BrdU en
todas las condiciones endocrinas, no siendo significativo en los animales ovx,
mientras que en los grupos de animales sham si se muestra significancia de p < 0.01
para los animales en metaestro/diestro/estrés vs su control y de p<0.001 para los

animales en proestro/estro/estrés vs su control
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Fig. 10.6 Fotomicrografias representativas de cortes coronales del cerebro de
animales en diferentes condiciones endocrinas que fueron administrados con BrdU y
sometidos a la prueba de Porsolt, el tejido fue procesados mediante inmuno-histoquimica
para BrdU con la finalidad de medir la sobrevivencia temprana. Las flechas muestran las
marcas contabilizadas. El area que se evalu6 fue la zona zub-granular del GD.
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Figura 10.6 Efecto de la prueba de Porsolt sobre la sobrevivencia temprana (24 hrs) de
células de nueva generacion en el giro dentado de animales ovariectomizados y sham en las fases de
metaestro/diestro y proestro/estro (n = 5). Los datos representan la media del nimero de células
inmunorreactivas a BrdU + E.S.M*p = =<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. Prueba post-hoc Student-
Newman-Keuls (NSK).
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10.5 Efecto de la exposicion a la prueba de Porsolt en la apoptosis
de células de nueva generacion en el giro dentado (GD).

La figura 10.8 muestra fotomicrografias representativas de cortes coronales
del cerebro de animales en diferentes condiciones endocrinas sometidos a la prueba
de Porsolt y que fueron procesados mediante la técnica de inmuno-histoquimica para

medir apoptosis a través de caspasa 3.

La figura 10.9 muestra la cuantificacion de células inmunopositivas a BrdU. La
ANOVA de dos vias mostro los siguientes resultados: para el factor estrés (F: 1,20 =
8.082; p = 0.010); para el factor condicion endocrina (F: 2,20 = 0.160; ns) mientras

gue en la interaccién (F: 2,20 = 6.272; p=0.008).

El andlisis post-hoc indica que en las hembras no estresadas en la fase de
hormona alta muestra menor numero de células reactivas a caspasa 3 en
comparacién con grupo en hormona baja (p < 0.001), no asi al compararlo con el
grupo de ovariectomizadas (ns), de igual manera que no existen diferencias
significativas entre hembras en hormona baja-control vs ovariectomizadas- control
(ns).

En contraste, los animales estresados no muestran ninguna diferencia

estadisticamente significativa entre las diferentes condiciones endocrinas.
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Al comparar las hembras bajo la misma condicién endocrina que fueron
estresadas de las sin estresar, se observa que solo en la hormona alta existe una
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), mientras que entre los animales

en hormona baja (ns) y hormona alta (ns) no.

Caspasa
Control FST

Metaestro/Diestro

Proestro/Estro

Fig. 10.8 Fotomicrografias representativas de cortes coronales del cerebro de
animales en diferentes condiciones endocrinas que fueron sometidos a la prueba de
Porsolt, el tejido fue procesados mediante inmuno-histoquimica para caspasa 3 con la
finalidad de medir apoptosis. Las flechas muestran las marcas contabilizadas. El area
gue se evalud fue la zona zub-granular del GD.
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Figura 10.9 Efecto de la prueba de Porsolt sobre la apoptosis de células de nueva
generacion en el giro dentado de animales ovariectomizados y sham en metaestro/diestro y
hormona alta proestro/estro. (n=4 en ovx, diestro estrés y proestro estrés, n=5 en diestro
control y proestro control). Los datos representan la media del nimero de células
inmunorreactivas a caspasa 3 + E.S.M *p = <0.05 y ***p<0.001. Prueba post-hoc Student-
Newman-Keuls (NSK).
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Capitulo 11. Discusion

11.1 Efecto de la prueba de Porsolt sobre la conducta de
inmovilidad.

El presente trabajo mostr6 que durante la sesion de pre-prueba no se
presentaron diferencias en la conducta de inmovilidad asociadas a la condicion
enddocrina, mientras que en la prueba, los animales con hormona alta mostraron
menor inmovilidad, por tal motivo se propone que la exposicion a un estresor agudo
en presencia de hormonas gonadales, desensibiliza al organismo ante una segunda
exposicion al mismo estresor (Belda y cols., 2004; Dal-Zotto y cols., 2002),
permitiéndole contender mejor ante una situacién que se le vuelve a presentar
(Mitchell y Meaney 1991; Dal-Zotto y cols., 2002; Bilang-Bleuel y cols., 2005;
Chandramohan y cols., 2008; Gutierrez-Mecinas y cols., 2011; Ter Horst y cols.,

2013).

En este sentido, se proponen varios mecanismos que tal vez en conjunto son
responsables de comportamiento. Uno de ellos es la presencia del metabolito
allopregnenolona (ALLO), responsable de activar al receptor GABA-A disminuyendo
los niveles de GCs liberados por la activacion del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Glandula
adrenal (HHA) (Purdy 1991; Barbaccia y cols., 1996, 1998; Kalil y cols., 2013; Frye

2007).
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Esta disminucién que ejerce la ALLO sobre los GC en el estrés, pareciera no
llevarse a cabo del todo, ya que los grupos de animales sham sometidos a FST
muestran niveles elevados de corticosterona frente a su control, lo que nos lleva a
sugerir que los efectos de la ALLO no son propiamente un freno, si no una regulaciéon
del propio organismo que le permite mantener el nivel de corticosterona necesaria
para activar receptores citoplasmaticos involucrados en los efecto reportados como
beneficos (Frye 2007; Joels 2009), prueba de esto es que solo ambos grupos sham
muestran aumento de corticosterona frente al estrés, pero solo el de animales en

proestro/estro aumento en la proliferacion celular.

Es asi que se propone para el presente trabajo, que una segunda sesion de
nado forzado en presencia de hormonas gonadales estd implicada en la activacion
de RMs seguida en menor medida, de la activaciéon de los RGs, (Oitzl y De
Kloet, 1992., Lupien y McEwen 1997., Oitzl y cols., 2010; Dirk-Jan y Erno 2014), lo
gue pareciera ubicar a los organismos con hormona gonadal elevada, en la primer
parte de la grafica y hasta el techo de la U invertida descrita por Joels respecto a los

efectos beneficos del estrés (Joels 2006; Dirk-Jan y Erno 2014), facilitando asi la

contencion ante el estrés, favoreciendo la neurogénesis (Korz y Frey 2003; Joels

2006; Ter Horst y cols., 2013; Dirk-Jan y Erno 2014)

Otro mecanismo donde también pudiera estar implicada la regulacion de los

GCs a partir de la ALLO, involucra ciertas vias de sefializacion que actuan en favor
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de procesos adaptativos, tal pudiera ser el caso de la via ERK-MAPK mediada por el
receptor NMDA (Kelly y cols., 2003; Gutiérrez-Mecinas y cols., 2011), asi como la
fosforilacion de la histona 3 (H3S10p Kl14ac) en células granulares del GD
(Chandramohan y cols., 2008). Ambos mecanismos responsables de la transcripcion
de genes como c-Fos y ERG-1 capaces de promover cambios conductuales, que de
acuerdo con lo reportado por Bilang-Bleuel y cols., en el 2005 y Chandramohan y
cols., en el 2008, no se observan en una primera sesion de nado, pero si en una
segunda exposicién 24 horas después (Bilang-Bleuel y cols., 2005 y Chandramohan

y cols., 2008.

Un tercer mecanismo involucra al estradiol (E2) y su efecto neuroprotector a
partir de las proteinas que de él se transcriben, como es el Factor Neurotréfico
Derivado del Cerebro (BDNF) cuya activacion por receptores TrkB (Huang vy
Reichardt 2003) estimula las vias de sefializacion ERK-MAPK relacionada con la
conducta y proliferacion y PI3K-Akt necesaria para la potenciacion a largo plazo
(LTP) (Kelly y Lynch 2000; Horwood y cols., 2006; Bekinschtein y cols., 2008; Wu y

cols., 2008).

11.2 Efecto de la prueba de Porsolt sobre los niveles de
corticosterona.

En el presente trabajo se observa que dos sesiones de nado forzado

aumentaron los niveles de corticosterona en animales que poseen sus hormonas
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gonadales, no asi en aquellos que han sido ovariectomizados. Estos datos coinciden
con lo previamente reportado por Seale y cols., en el 2004 y Kalil y cols., en el 2013,
donde la ovariectomia (OVX) por si misma, reduce el nivel basal de corticosterona en
roedores, incluso cuando son sometidos a estrés por ruido, aumentando ligeramente
ante una inyeccién de lipopolisacaridos o ante el estrés por restriccion, pero sin
diferencias significativas respecto a las hembras sham o en proestro, sometidas al

mismo estresor (Seale y cols., 2004, Kalil y cols., 2013).

Estos resultados aparentemente contradictorios con lo reportado
recientemente por Vega Rivera y cols., en el 2014 donde la sola OVX aumenta los
niveles de corticosterona que no regresan a la basal después de un mes post-cirugia
(Vega-Rivera y cols., 2014). En realidad, refleja una respuesta pobre del eje a
consecuencia de un dafio por la supresion brusca ovarica y que dependera del

tiempo post-cirugia.

En cuanto a la diferencia observada en los niveles de corticosterona de los
grupos control, este efecto se atribuye a las oscilaciones hormonales propias del
ciclo estral sobre los niveles de corticosterona plasmatica, donde el proestro se ha
relacionado con la fase del ciclo donde estrogenos y corticosterona presentan su

mayor concentracion (Malendowicz y Mlynarczyk 1982; Atkinson y Waddell 1997).
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11.3 Efecto de la prueba de Porsolt sobre la proliferacion de
células en el hipocampo adulto.

El presente trabajo propone que dos sesiones de nado incrementan la
proliferacion de células en el GD soOlo en presencia de hormonas gonadales
elevadas, situacion que no se observa tras una sola exposicion al mismo estresor en
condiciones hormonales similares (Vega-Rivera y cols. 2014). Esto nos lleva a
proponer que la corticosterona liberada tras la primera sesion de nado, activa algun
mecanismo que conlleva al incremento de la proliferacion y que es evidente hasta la
segunda exposicion al mismo estresor, efecto posiblemente similar a lo planteado en

la respuesta conductual (Bilang-Bleuel y cols., 2005 y Chandramohan y cols., 2008).

Para este efecto se proponen diversos mecanismos, tal vez el mas importante
es la activacion de la via ERK-MAPK implicada en la proliferacién celular. (O'Neill y
Kolch 2004; Duman y Voleti 2011). Estudios realizados en ratas han mostrado que
tanto receptores NMDA (Chandramohan y cols., 2008; Marsden 2013) como
citoplasmaticos para GCs (Chandramohan y cols., 2008) pueden activar dicha via
tras una sesion de nado forzado, manifestdndose sus efectos conductuales hasta

una segunda exposicion al mismo estresor, sin reportes en la proliferacion.

Otro mecanismo es la activacion de la via PI3K—Akt, a través de diversas

moléculas como el Factor de Crecimiento Nervioso (NGF), el BDNF y las

Neurotrofinas 3 (NT-3), 4 (NT-4) y 5 (NT-5) (Huang y Reichardt 2003; Bekinschtein y
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cols; 2008; Wu y cols; 2008), todos factores de transcripcibn que promueven la

proliferacion y sobrevivencia neuronal.

En este sentido, se ha visto que las neurotrofinas juegan un papel importante
en la proliferacion, tal es el caso del Factor de Crecimiento de Fibroblastos 2 (FGF2)
y el Factor de Crecimiento Nervioso (NGF), que se ven aumentados en el estrés
agudo, asi como después de la administracion de ACTH (15 U/kg), Corticosterona

(10mg/kg) y Dexametasona (0.5mg/kg) (Mocchetti y cols; 1996).

Por otra parte, la activacidbn de receptores membranales para estrogenos
(GPR30) también puede estar implicada en la proliferacion a través de la activacion
de canales de Ca2+ (Foradori y cols., 2008; Vasudevan y Pfaff, 2008) que activan la

via de proteina quinasa MAPK (Chaban et al, 2011; Kelly y Ronnekleiv, 2012).

Esta propuesta que la corticosterona aumenta la proliferacion en el GD del
hipocampo de animales con hormonas gonadales elevadas va en linea con lo
reportado por Kirby y cols., en el 2013, donde el estrés por restriccion o una dosis de
40 mg/kg de corticosterona ocasiona incremento en los niveles de FGF2, asi como
de células de nueva generacion en el GD dorsal de ratas macho gonadalmente
intactas, no asi cuando se us6 una dosis menor de corticosterona 5mg/kg (Kirby y
cols., 2013) o la misma por tiempo prolongado como lo reportado por Chetty y cols.,
en el 2014, donde una inyeccion diaria de 40 mg/kg de corticosterona por 7 dias

disminuye la proliferacion celular en el GD sin reporte en los niveles de FGF2 (Chetty
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y cols 2014). Situacion que corrobora el efecto distinto que induce la administracion

cronica de los GCs o la exposicion al estrés frente a dosis o0 exposiciones agudas.

Lo anterior nos lleva a proponer que la cantidad de corticosterona que se une
al receptor dependiendo de la naturaleza del estresor, el nUmero de veces que esto
sucede y la presencia de hormonas gonadales y neurotrofinas, son factores
determinantes en las vias de sefalizacion que se encienden y por lo tanto en la
proliferacion hipocampal, y que estos efectos originados desde la primera sesién de
estrés muchas veces se manifiestan a partir de la segunda exposicion. De tal forma
que existan tantos y tan variados reportes en cuanto a los efectos del estrés en la
proliferacion de células del GD (Galea y cols., 1996, Gould y cols., 1998; Tanapat y
cols., 2001; Thomas y cols., 2006, Dagyte y cols., 2009; Kirby y cols., 2013; Chetty y

cols 2014; Vega-Rivera y cols. 2014).

Al analizar la proliferacion de células en el GD de los animales que no fueron
estresados, se observa una tendencia inversamente proporcional en los niveles de
corticosterona, lo que nos lleva a proponer que la proliferacion celular en el GD se
comporta de manera diferente ante niveles basales de hormonas adrenales que ante
niveles inducidos por el estrés, esto se apoya en la propuesta de que los niveles
basales de esteroides suprarrenales son inversamente proporcionales a la tasa de
proliferacion en el GD hecha por Schcessinger y cols., en 1975 y posteriormente por

Sapolsky y Meaney en 1986 (Schcessinger y cols., 1975; Sapolsky y Meaney 1986).
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11.4 Efecto de la prueba de Porsolt sobre la sobrevivencia
temprana de células en el hipocampo adulto.

El presente trabajo mostré que dos sesiones de nado originan una disminucion
en la sobrevivencia temprana respecto a su control, siendo esta disminucion
significativa solo en animales sham y no en aquellos privados de hormonas
gonadales. Este efecto, con tendencia inversa a lo observado en la proliferacion,
sugiere que gran numero de las células que nacen como respuesta a las dos
sesiones de nado no llegan a crecer, diferenciarse e integrarse a redes neuronales,
situacion que posiblemente se deba a que los requerimientos del organismo han
cambiado con el cese del estresor 0 a un proceso compensatorio que busca
mantener el equilibrio en el numero de células del cerebro, evitando patologias
similares a tumores, esto Ultimo explicaria porque en animales ovx no se observa
una disminucién de la sobrevivencia, ya que en tampoco existi6 un aumento o

tendencia al aumento de la proliferacion.

En este sentido, se proponen tres mecanismos relacionados con la
disminucién de la sobrevivencia y que posiblemente actien de manera simultanea.
Dos de ellos asociados a la activacion de los receptores membranales para GCs, son
el dafio al DNA y las modificaciones epigenéticas relacionadas con trastornos
psiquiatricos como la depresion (Bagot y cols; 2014). El tercero es el aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) originado por el estrés agudo

(Valko y cols., 2007) e incluso por la ovx (Yazgan y Naziroglu 2016).
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Sin embargo, al comparar las diferentes condiciones endocrinas frente al
estrés, se observa que la presencia de hormonas gonadales confiere un efecto

neuroprotector, efecto también visible entre los grupos control.

Por tal motivo se propone que la presencia de hormonas gonadales y por lo
tanto de neurotrofinas y factores de crecimiento, activan las vias de supervivencia
PI13-Akt y ERK-MAPK ,donde el receptor GPR30 (Hui Tang y cols., 2014) y las
neurotrofinas; BDNF, NGF y Neurotrofinas 3, 4 y 5 son capaces de regular proteinas
anti-apoptéticas de la familia Bcl-2, asi como las proteinas pro-apoptoticas Bax, Bad,
Bak y Bid (Desagher y Martinou 2000; Dimmer y Scorrano 2006; Karbowski y cols;

2006; Vasconsuelos y cols; 2014).

Mas aun, existen reportes donde confirman que el BDNF confiere un efecto
neuroprotector ante la muerte celular solo en presencia de estrégenos (Vasconsuelo

y cols., 2008).

En cuanto a la produccion de ROS, se propone que el efecto neuroprotector
de los estrogenos es a través del receptor para estrégenos mitocondrial, capaz de
afectar la cadena transportadora de electrones (Tuquet y cols., 2000), la morfologia
mitocondrial (Vic y cols., 1982; Vasconsuelo y cols., 2008) y la expresion de genes
mitocondriales (Chen y Yager 2004), asi como de genes nucleares implicados en la

produccion de enzimas antioxidantes (Borras y cols., 2003).
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11.5 Efecto de la prueba de Porsolt sobre la proliferacién,
sobrevivencia y muerte programada (apoptosis) de células en el
hipocampo adulto.

Al analizar el nimero de células positivas para caspasa 3 se observa que
existe un incremento en la muerte programada de células en el GD de animales
estresados con hormona alta respecto su control, hecho que pareciera responder al
aumento en la proliferacion y disminucion de la sobrevivencia previamente
mencionado. Sin embargo, los alcances del presente trabajo no permiten determinar
si el numero de células positivas para caspasa 3 corresponde a las células recién

formadas o a algunas ya existentes antes del estrés.

Al comparar el numero de células positivas para caspasa 3 con aquellas que
expresaron Ki67 y BrdU se observa que el nUmero de células que se encuentran en
apoptosis esta muy por debajo de la diferencia de células en proliferacion vs aquellas
gue sobreviven, por lo que se propone que la corticosterona de las dos sesiones de
nado forzado, no induj6é apoptosis de manera significativa, pero si el arresto del ciclo
celular antes de que se iniciara la fase S y se introdujera el BrdU en el DNA de las
células recién formadas. Este dato va en linea con estudios previos hechos en ratas
administradas con dexametasona, donde los niveles elevados de glucocorticoides
fueron capaces de arrestar la célula en G1-GO (Johnson y cols., 2006; Goya Yy cols.,

1993).
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Lo anterior se apoya en que, ya que sea por dafio al DNA, produccion de ROS
0 ausencia de las condiciones adecuadas, la maquinaria de cualquier célula sana
esta programada para detener el ciclo celular, evaluar los dafios, de ser posible
repararlos, para finalmente decidir si se continua con el ciclo, se entra en
senescencia (G0) o se induce apoptosis (Pietenpol y Stewart 2002; Unal-Cevik y

cols; 2004; Dehay y Kennedy 2007, Guyton 2011; Hein y cols; 2014)

Si consideramos que las células progenitoras neuronales (CPN) del cerebro
adulto tienen un ciclo celular de 26 horas donde 21 hrs corresponden a la fase G1
(Arai y cols., 2011), al realizar la primer administracion de BrdU 14 horas antes de la
primer sesion de nado, no se habra dado una vuelta completa al ciclo celular antes
de la primer exposicion al estres, y las células que estén marcadas por BrdU seran
aquellas que se encontraban en o proximas a la fase S cuya duracion es de 3 horas
aproximadamente (Arai y cols., 2011). Si es que la pre-prueba es suficiente para
inducir arresto de algunas poblaciones celulares en G1, el BrdU que observamos es
el de las células tomaron las primeras 14 horas de las 38.5 horas que transcurren

entre la primer administracion de BrdU y el sacrificio.

Es asi que se propone para el presente trabajo, que dos exposiciones al
mismo estresor agudo aumentan la proliferacion de células en el GD con respuesta
conductual favorable en la segunda sesion y que dichas células son arrestadas en
G1, formando parte de un pool neurogénico no diferenciado que probablemente esta

en espera de las condiciones adecuadas para integrarse nuevamente al ciclo celular.

104



11.6 Efecto de la prueba de Porsolt sobre el fenotipo de las
células que sobreviven en CAS.

Al realizar la cuantificacion de células positivas para caspasa 3 en la region de
CA3 se observa que no existe expresion del marcador en ninguno de los grupos
experimentales, por lo que se propone que el aumento en la concentracion de GCs
tras dos sesiones de nado, no afecta esta region del hipocampo, probablemente
porque solo las areas de GD y CA1 cuentan con receptores para mineralocorticoides

(RM) y glucocorticoides (RG) (Joels 2006).

Motivo por el que se propone al fenotipo de las células maduras en CA3 de
los animales sometidos a estrés, similar al de los grupos control, ya que no existe
muerte en esta region del hipocampo a consecuencia del aumento en los niveles de

corticosterona.
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Capitulo 12. Conclusién

La exposicion a una sesion de nado forzado es suficiente para originar
modificaciones en el organismo que solo se observan tras una segunda exposicion al

estresor.

Para que estas modificaciones sean favorables, es necesario que los
organismos cuenten con los recursos necesarios, en este sentido, la presencia de
hormonas gonadales, estrogenos y progestagenos son factores que permiten al
organismo contender con el estresor, estimulando la proliferacion de células de
nueva generacion en el GD y confiriendo neuroproteccion ante el dafio celular que

pueda ocasionar el estrés.

Lo anterior se confirma al observar que la OVX por si misma es capaz de
bloquear la funcionalidad del eje adrenal, impidiendo su retroalimentacion, situacion
gue se observa al no existir una respuesta de los animales OVX ante el estrés. Sin
diferencias significativas entre los grupos OVXl/estrés vs OVX/control en

corticosterona, proliferacion, sobrevivencia y apoptosis.
Perspectivas

Se proponen la presencia del metabolito ALLO como responsable de la

activacion de los RMs y en menor medida de los RGs como responsables del efecto
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benéfico del estrés, en donde vias como ERK-MAPK y 3IP-Akt pueden ser
responsables del comportamiento que presentan los roedores ante una segunda
exposicién al agente estresor, beneficiando la proliferacién de células en el GD y

confiriendo un efecto neuroprotector ante la apoptosis.
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