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Resumen

El Sindrome Premenstrual, y su forma severa el Trastorno Disférico Premenstrual
son entidades psiquiatricas caracterizadas por aparecer en la fase latea tardia del ciclo
menstrual y por provocar estados ansiosos. La etiologia de estos padecimientos se ha
relacionado a una caida abrupta de la progesterona y a una desregulacion del eje
Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal (HHA). En el presente trabajo se evalud el efecto de la
supresion brusca de progesterona sobre la conducta ansiosa y la regulacién del eje HHA en
diferentes condiciones experimentales: el estrés cronico (EC) para simular las condiciones
adversas a las que se enfrenta un individuo y su efecto en la ansiedad; y el ambiente
enriquecido (AE) como posible alternativa terapéutica para la ansiedad inducida por la
supresion brusca de progesterona en ratas Wistar y Wistar Kyoto (WKY). La cepa WKY es
considerada como vulnerable al estrés y no responsiva al tratamiento farmacolégico, es por
ello que fue de interés explorar el AE como abordaje no-farmacol6gico sobre su
comportamiento ansioso y el impacto en el eje HHA. Los resultados mostraron que el EC
exacerbo la ansiedad inducida por supresion brusca de progesterona, solo en la cepa WKY,
y provocé el aplanamiento en algunos de los componentes del eje HHA en ambas cepas. En
relacion al AE, se encontré que previno la ansiedad inducida por supresion brusca de
progesterona y restablecio la funcionalidad de algunos indicadores de la actividad del eje
HHA, por lo que puede ser una alternativa no-farmacoldgica Util para contrarrestar los

efectos de la supresion brusca de progesterona.

Palabras clave: Supresion brusca de progesterona, ansiedad, Wistar kyoto, estrés cronico,

ambiente enriquecido.



Abstract

Premenstrual Syndrome and its severe form the Premenstrual Dysphoric Disorder
are affections which appear on the late luteal phase of menstrual cycle, characterized by
anxiety behaviors. Etiology of these diseases is related to an abrupt drop on progesterone
levels and a dysregulation of Hypothalamic-Pituitary-Adrenal (HPA) axis. In present work
was evaluated the effect of abrupt suppression of progesterone on anxiety-like behaviors
and on the HPA axis regulation under different experimental conditions: chronic stress (CS)
to simulate the adverse events that persons may face and its effect on anxiety; and
environmental enrichment (EE) as a possible therapeutic alternative for the anxiety induced
by abrupt suppression of progesterone in Wistar and Wistar Kyoto rats (WKY). WKY
strain is considered as vulnerable to stress and non-responsive to pharmacological
treatment, for this reason it was of interest to explore the EE as a non-pharmacological
approach in WKY rats and the impact on anxiety-like behaviors and on the HPA axis
regulation. Results showed that CS exacerbated the anxiety induced by abrupt suppression
of progesterone, only in WKY, and produced a blunted response in some components of the
HPA axis in both strains. On the other hand, it was observed that EE prevented the anxiety
induced by abrupt suppression of progesterone and restored the function in some indicators
of the HPA axis activity. Therefore, EE might be a non-pharmacological alternative to
counteract the effects of abrupt suppression of progesterone on anxiety and on the

regulation of some components of the HPA axis.

Key words: abrupt suppression of progesterone, anxiety, wistar kyoto, chronic stress,

environmental enrichment.
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Capitulo 1

Introduccion general

La ansiedad y la depresion son las condiciones psiquiatricas de mayor prevalencia en
la poblacion general. Se calcula que aproximadamente el 20% de ésta padecera alguna de

estas patologias y que la prevalencia va en aumento (Murphy et al., 2000).

En la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica (ENEP) se reporta que el
9.1% de la poblacién presenta trastornos afectivos, 7.8% de éstos corresponden a episodios
de depresién mayor. Por otra parte, la incidencia de la ansiedad parece ser mas prevalente
presentandose en un 14.3% de la poblacién (Medina-Mora et al., 2003). Con base a los
resultados obtenidos en la ENEP, los trastornos afectivos y de ansiedad inciden mas
frecuentemente en la poblacion femenina (2.5 mujeres por cada varén) (Medina — Mora et al.,
2003). Esto habla de una diferencia de género importante que probablemente se deba a

diversos aspectos culturales, ambientales y/o fisioldgicos (Hamdan, 2009).

Trastorno Disforico Premenstrual

Es importante mencionar que en mujeres en edad reproductiva, la propension a
padecer algin desorden psiquidtrico es aln mayor y que pueden presentar sintomas
emocionales y/o fisicos relacionados con el ciclo menstrual (Yonkers, et al., 2008). Un
ejemplo de ello es el Sindrome Premenstrual (SPM). Los sintomas del SPM son moderados e
incluyen &nimo deprimido, ansiedad, labilidad afectiva entre otros, y afectan
aproximadamente al 30% de mujeres en edad reproductiva (Pearlstein y Steiner, 2008). Sin
embargo, existe un porcentaje del 3 al 8% cuyos sintomas suelen ser mas severos e
incapacitantes; a este conglomerado de sintomas se le conoce como Trastorno Disforico

Premenstrual (TDPM) (Yonkers, et al., 2008). EI TDPM es una forma severa del sindrome

1
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premenstrual (SPM) y también ha sido referido como trastorno disférico de la fase litea
tardia, debido a que es en esta etapa del ciclo menstrual cuando se presentan los sintomas del
TDPM (Bianchi-Demicheli et al. 2002). En general se considera que en el TDPM

predominan los sintomas psicolégicos, y en el SPM los fisicos (Indusekhar et al., 2007).

El Manual Estadistico y Diagnostico en su 5ta edicion (DSM-V) incluye al TDPM en
la categoria de “Trastorno Depresivos” y sefiala los siguientes criterios para determinar la

presencia de TDPM (tabla 1).

Criterios diagnosticos sefialados en el DSM-V para TDPM.

Criterio Especificaciones

A) Al menos cinco sintomas deben
presentarse en la semana de la fase ldtea
tardia de la mayoria de los ciclos
menstruales del ultimo afio, que empiezan
a remitir unos dias después del inicio de la
menstruacion 'y  que desaparecen  en
la semana siguiente a la menstruacion.

B) Uno o més de los siguientes sintomas | 1. Marcada labilidad afectiva (cambios de
deben estar presentes: humor).

2. Irritabilidad intensa o enojo 0 aumento
en conflictos interpersonales

3. Animo deprimido, sentimientos de
desesperanza o de desaprobacion.

4. Ansiedad, tension, sentimientos de estar
‘al limite’.

C) Uno o mas de los siguientes sintomas |5.Disminucion en el interés por actividades
debe, ademés de los del criterio B, | habituales.

presentes hasta alcanzar un total de 5: 6. Dificultad para concentrarse.

7. Letargo, fatigabilidad o falta de energia.
8. Cambio en el apetito, apetito excesivo 0
proclividad hacia algunos alimentos.
9.Insomnio 0 Somnolencia

10. Sensacion de estar abrumada o fuera de
control.

11. Hinchazon de las mamas, cefaleas,

dolores musculares o articulares.




D) El trastorno interfiere con el trabajo, el | 1. Evitacion de actividades sociales,
colegio, actividades sociales habituales o | 2. Disminucion de la productividad y de la
con las relaciones interpersonales. eficiencia en el trabajo o en el colegio.

E) ElI trastorno no es solo |Por ejemplo de:

una exacerbacion de los sintomas de |1. Trastorno depresivo mayor
otra alteracion. 2. Trastorno de panico

3. Trastorno distimico

4. Trastorno de la personalidad

F) Los criterios A, B y C deben ser
confirmados mediante evaluaciones diarias
prospectivas durante un minimo de dos
ciclos sintomaticos consecutivos.

Tabla 1. Criterios diagnostico especificados para TDPM (APA, 2013).

Contrario a lo referido en el criterio E, a ciertos trastornos pueden agregarse
exacerbaciones premenstruales en los sintomas del trastorno diagnosticado (DSM-V;
Bianchi-Demicheli et al., 2002).

Algunas mujeres diagnosticadas con alguna patologia han reportado exacerbaciones
premenstruales en los sintomas de diversos trastornos, tales como la distimia, trastorno

depresivo mayor (TDM), trastorno de panico y ansiedad generalizada (Kornstein et al., 2005).

Neurobiologia del TDPM

Eje Hipotalamo-Hipoéfisis-Adrenal (HHA) y Estrés.

En situaciones basales, el eje HHA mantiene un tono circadiano, tanto la hormona
liberadora de corticotropina (CRH, por sus siglas en inglés) como vasopresina (AVP) se

3



secretan de manera pulsatil. La amplitud en la liberacion de CRH y AVP incrementa por la
mafiana, lo que resulta en un aumento en la concentracion sérica de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH, por sus siglas en inglés) y de glucocorticoides. Dichas
variaciones circadicas pueden ser alteradas por cambios en la actividad en general y suelen

ser interrumpidos cuando se presenta un estresor (Chrousos, 2007).

La cascada de eventos que lleva a la produccién de glucocorticoides (cortisol en
humanos, corticosterona en roedores) empieza con la liberacion de CRH y AVP, esta Ultima
particularmente en situaciones de estrés cronico, en el nucleo paraventricular del hipotadlamo
(PVN). CRH y AVP viajan hacia la hipofisis anterior donde estimulan la liberaciéon de
ACTH. Esta interactia con receptores especificos localizados en la corteza de la glandula
adrenal y cuya activacion conduce a la sintesis y liberacion de glucocorticoides (Gunnar y

Quevedo, 2007).

Asimismo, la liberacion de glucocorticoides provee una retroalimentacion negativa,
evitando la sobre-activacion del eje y restableciendo la homeostasis del organismo (McCann,
et al., 2000). Los glucocorticoides tienen dos tipos de receptores: el receptor a
mineralocorticoides (MR) y el receptor a glucocorticoides (GR). EIl primero juega un rol
importante cuando los niveles de glucocorticoides estan en rangos basales y se ha reportado
que aproximadamente el 80% de estos receptores estd ocupado en estas condiciones. Por el
contrario, el receptor a glucocorticoides se encuentra ocupado durante el pico del ciclo
circadiano o cuando un estresor eleva la concentracion circulante de glucocorticoides (de

Kloet et al., 1998; Gunnar y Quevedo, 2007).



Tanto el GR como el MR se encuentran en abundancia en regiones cerebrales como el
hipocampo (de Kloet et al., 1998), lo que permite a esta estructura detectar un amplio rango
de concentraciones circulantes de glucocorticoides y participar en la regulacion por
retroalimentacion negativa del eje HHA (Feldman y Weidenfeld, 1999). Debido a lo anterior,
se ha propuesto que niveles altos de receptores en el hipocampo a glucocorticoides se
traducen en un control eficaz de la terminacion de la respuesta al estrés, mientras que niveles
bajos se relacionan con una regulacién lenta o empobrecida de esta respuesta haciendo que la

reaccién del eje HHA sea mas prolongada (Meaney y Szyf, 2005)

Asimismo, se ha observado que en el hipocampo coexiste una importante poblacion
de neuronas CRHérgicas, y que CRH es liberado durante el estrés (Chen et al., 2012; Kim et
al., 2002). Las células productoras de CRH en el hipocampo son interneuronas que a su vez
pueden inhibir de manera transinaptica la actividad del PVN a través de la liberacion de
GABA (Gunnar y Quevedo, 2007; Jankord y Herman, 2008; Maras y Baram, 2012). Al
parecer, los estimulos eferentes del hipocampo llegan a neuronas en el area predptica medial,
hipotalamo dorsomedial, nucleo del lecho de la estria terminal, entre otros que conectan con
el PVN (Herman et al., 1998, Herman et al. 2002). Las areas mencionadas estan densamente
pobladas por neuronas GABAEérgicas, mismas que proyectan hacia el PVN permitiendo la

inhibicion del eje HHA en respuesta a estimulos estresantes (Herman, 2003).

Neuroesteroides y estrés

Se sabe que la progesterona y sus metabolitos 3a, Sa-reducidos forman parte activa
en la funcionalidad del sistema GABAGérgico y del HHA en respuesta al estrés (Engel y

Grant, 2001; Girdler y Klatzkin, 2007). La alopregnanolona (3a-hidroxi-5a-pregnano-20-



Uno o 3a,5a-tetrahidroprogesterona, ALO) es considerada un modulador alostérico positivo
del receptor acido gamma-aminobutirico tipo A (GABA-A) (Hosie et al., 2007). Como es
sabido, el receptor GABA-A es una estructura pentamérica conformada por varias
subunidades (o (1-6), B (1-3)y v (1-3), d 0¢) que media la mayoria de las respuestas de
inhibicion rapida en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Hevers y Luddens, 1998).
Entonces, la interaccion receptor GABA-A - ALO tiene como resultado un aumento de la
actividad inhibitoria del GABA mediante la afluencia de cloro (Cl °), permitiendo regular a la

baja el eje HHA mediante la inhibicién de las neuronas de CRH (Sarkar et al., 2011).

La ALO funge como un regulador neuroendocrino implicado en respuestas
homoeostéaticas del organismo. En este sentido, estudios en animales han mostrado que en
respuesta a un estresor, por ejemplo el someterlos a Nado Forzado o exposicion a didxido de
carbono, se activa el HHA y disminuye la actividad inhibitoria de GABA a través del
receptor GABA-A en el hipocampo y la corteza cerebral (Biggio et al., 1990). Minutos
después (30 a 70), las glandulas adrenales producen ALO y 3a, 21-dihidroxi-5a-pegnano-20-
ona (alotetrahidrocorticosterona, THDOC) incrementando los niveles de éstos esteroides
neuroactivos a nivel plasmatico y cerebral (Barbaccia, Serra, Purdy y Biggio, 2001), lo que
tiene como consecuencia el incremento del tono GABAEérgico y la inhibicién del HHA

(Barbaccia et al., 1996; Girdler y Klatzkin, 2007).

Hipotesis de la etiologia del TDPM

A pesar de que la etiologia del SPM y TDPM no estan comprendidas en su totalidad,
la literatura sugiere que la sintomatologia es el resultado de la interaccion entre la
neutrotransmision GABAGérgica, hormonas sexuales y el eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal

(HHA) (Breech y Braverman, 2009).
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La sintomatologia del SPM y TDPM esta relacionada a una caida abrupta en los
niveles de progesterona y ALO que se presenta hacia la fase IUtea tardia del ciclo menstrual

(Strohle et al., 2000).

Se ha reportado que personas con SPM presentan una reduccién considerable en los
niveles de progesterona y ALO en comparacion con personas que no lo padecen (Bernardi et
al., 2004). Asimismo, los niveles elevados de ALO correlacionan positivamente con la
mejoria de los sintomas que reportan las pacientes (Monteleone et al., 2000), lo que supone
que dicho metabolito tiene un papel importante en la etiologia del SPM (Bernardi et al.,

2004).

Al presentarse la exposicion prolongada a progesterona, seguida de una caida abrupta
de los niveles de este esteroide neuroactivo durante la fase lutea tardia, se propone que el
receptor GABA-A puede presentar cambios en las subunidades que lo conforman. Por
ejemplo, se ha reportado un aumento en la expresion de la subuaddash receptores
GABA-A, localizados en el hipocampo de la rata, después de la administracion crénica con
progesterona durante el periodo de abstinencia posterior que tiene como consecuencia la
insensibilidad a las benzodiacepinas (Concas et al., 1998; Gulinello et al., 2001; Smith et al.,

1998).

Mas adn, en un estudio realizado por Hsu y Smith (2003) se encontré que la
sobreexpresion de la subunidad a4 resultante de la abstinencia a progesterona, conlleva a una
disminucion del control inhibitorio mediado por GABA en el hipocampo, lo cual se revierte
al bloquear la expresién de la subunidad o4. El incremento en la excitabilidad en esta
estructura limbica puede ser relevante en la regulacion mediada por GABA sobre el eje HHA

y que éste se vea alterado por la supresion abrupta de progesterona.



Tomando en cuenta las evidencias mencionadas, se propone que las hormonas
gonadales ejercen influencia activa sobre la regulacion del sistema GABAérgico (Hsu y
Smith, 2003) y el eje HHA (Patchev et al., 1996) y que la alteracion en estos componentes
puede tener como resultado conductas y sintomas representativos, como la ansiedad,

reportados en el TDPM (Girdler y Klatzkin, 2007; Smith et al., 2007).

Tratamiento del TDPM

A finales de los 90’s se mostrd que los anticonceptivos orales que contienen etinil
estradiol (30 pg) y drospirenona (3 mg) mejoran el estado de animo y la calidad de vida
durante la fase lutea en poblacién no clinica (Rapkin, 2005). En suma a esto, se reporta que el
anticonceptivo YAZ, que combina etinil estradiol (20 pg) vy drospirenona (3 mg), al ser
administrado en un intervalo de 24/4 (24 dias de ingesta y 4 dias de no ingesta) a mujeres con
TDPM, reduce los sintomas premenstruales emocionales y fisicos al ser comparado con un
grupo placebo (Pearlstein et al., 2005; Yonkers et al., 2005). Sin embargo, existe
aproximadamente un 40% de mujeres que no responde al tratamiento contraceptivo y que, en

algunos casos, eéste empeora su condicion (Halbreich, 2008).

Debido a la hipotesis de que el TDPM y SPM pueden ser causados por una deficiencia
de progesterona (Backstrom et al., 2003, Contreras et al., 2006), uno de los tratamientos
propuestos es la administracion de este esteroide, ya sea en tabletas sublinguales, supositorios
vaginales, etc. durante la fase Idtea (Ford et al., 2006). Sin embargo, no existen muchos
reportes que apoyen esta idea. Recientemente se ha demostrado que la progesterona es
efectiva en la reduccion de sintomas fisicos, mas en los emocionales parece tener el efecto

contrario (Cunningham et al., 2009).
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En los casos méas severos de TDPM se ha utilizado como tratamiento la supresion de
la ovulacion por medio de agonistas de la Hormona Liberadora de Gonadotrofina (GnRH, por
sus siglas en inglés), lo que provoca la regulacion a la baja de la expresion de receptores a
GnRH en el hipotalamo. La seguridad del uso de largo plazo de este tratamiento no es del
todo conocida, pero parece tener efectos secundarios considerables como hirsutismo
(crecimiento excesivo de vello), posible teratogenicidad (Halbreich et al., 1991) e incremento

en el riesgo de padecer osteoporosis (Wyatt et al., 2001).

Otro de los tratamientos para el TDPM consiste en administrar antidepresivos
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRSs). Se ha observado que del 60 — 70
% de las mujeres responde a este tratamiento (Steiner y Soares, 2008). Las dosis de ISRSs
que son efectivas para el tratamiento del TDPM son similares o ligeramente mas bajas que las
dosis recomendadas para el tratamiento del TDM. En un meta-analisis realizado con 29
estudios en 2964 mujeres se concluyd que la administracion continua de ISRSs es mas
efectiva que la administracion intermitente para el tratamiento del SPM y TDPM (Shah et al.
2008). Sin embargo, la Food and Drug Administration ha aprobado tanto la administracion
continua como intermitente de fluoxetina, sertralina y paroxetina como tratamiento para

mujeres que padecen TDPM (Pearlstein y Steiner, 2008).

También se sabe que ciertas modificaciones en el estilo de vida tales como realizar
gjercicio fisico, dietas especificas y un reencuadre positivo de la percepcion de la mujer
hacia su periodo menstrual pueden disminuir los sintomas del SPM y del TDPM (Morse,
1999). En este Gltimo punto, uno de los métodos utilizados es la terapia cognitiva conductual
(TCC), la cual podria ser considerada como un tratamiento efectivo para mujeres con TDPM,
sin embargo sélo existen dos estudios en los que se demuestra efectividad sobre el grupo

control (Blake et al., 1998).



Por ejemplo, en un ensayo clinico en el que se analizd el resultado de la
administracion diaria de 20 mg de fluoxetina, 10 sesiones individuales de TCC o su
combinacion en mujeres con TDPM, los resultados mostraron que la tasa de eficacia a los 6
meses fue similar entre los 3 tratamientos, sin embargo, después de un afio, las mujeres que
habian recibido las sesiones de TCC reportaron mejor manejo del estrés que las que habian
recibido s6lo fluoxetina (Hunter et al., 2002). Segun Morse (1999) al replantear positiva y
racionalmente las percepciones de las experiencias relativas al ciclo menstrual se ayuda a

disminuir las emociones negativas hacia los sintomas pre y perimenstruales.

Ademas del replanteamiento positivo de las percepciones, un factor importante que
ayuda para la contencion del estrés y sus efectos negativos es la interaccion social. Segun
Taylor et al. (2000) las hembras de diferentes especies crean, mantienen y utilizan al grupo
social para manejar condiciones estresantes. El vinculo de afiliacion parece ser mas fuerte
cuando éste se da de mujer a mujer y ellas parecen estar mas satisfechas que los hombres con

el apoyo que reciben de su grupo social.

Mas aun, el desarrollo social es una de las areas que sufre mayor impacto negativo al
presentarse un padecimiento psiquiatrico (Vittengl et al., 2009). La TCC ha demostrado que
el entrenamiento en habilidades sociales produce resultados positivos en la interaccion e
incluso, en la reincorporacion social de personas que padecen algun trastorno psiquiatrico
(Granholm et al., 2008; Ito et al., 2008; Miklowitz et al., 2008; Singh y Hope, 2009; Vittengl

et al., 2009) por lo que la TCC podria ser util en el abordaje no farmacoldgico del TDPM.

En este sentido, uno de los intereses del presente trabajo es estudiar el efecto de una
condicion experimental que facilita la interaccion social y que pudiera proponerse como

alternativa no farmacologica en un modelo animal para el estudio del SPM y TDPM.
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Capitulo 2

Modelos Animales para TDPM

Un modelo animal es un intento de reproducir una enfermedad humana en un animal
de laboratorio (Kalueff y Tuohimma, 2004). Los modelos animales en psicofarmacologia, se
basan en cambios conductuales provocados mediante manipulaciones del ambiente interno y
externo, asumiendo que las manipulaciones en el ambiente son analogas a aquéllas que

inducen la patologia en el humano (Willner, 1997).

Retomando la hipétesis de que el TDPM puede ser causado por una caida dramatica
de los niveles de progesterona, Gallo y Smith (1993) probaron que la suspension de la
exposicion cronica a progesterona aumenta la respuesta de ratas hembras a un estimulo
eléctrico usando el modelo de enterramiento defensivo, el cual es utilizado para evaluar
conductas tipo ansiedad (Pinel y Treit, 1978). Asi los autores proponen que la abstinencia a la
administracion crénica de 500 microgramos de progesterona (diariamente, por via
subcutanea, durante cuatro dias) genera un estado de ansiedad superior al observado en
animales control. Asi mismo, Saavedra et al. (2006) mostraron que el mismo esquema de
administracion y posterior abstinencia a progesterona induce un aumento en la expresion de
conductas tipo ansiedad y depresion. En este sentido y considerando que dos de los cambios
conductuales observados en el TDPM son el aumento de la ansiedad y depresion, es posible
proponer que este modelo es til para promover conductas inducidas por abstinencia a

progesterona (Li et al., 2012; Lofgren et al., 2009).

Por otra parte, Schneider y Popik (2007) propusieron un modelo animal basado en la
evaluacion del nivel de agresividad de ratas ciclantes. En este modelo los autores observaron

que ratas sometidas al paradigma Intruso-Residente durante la fase de metaestro del ciclo
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estral, caracterizada por la caida importante en los niveles de estrogenos y progesterona,
muestran mayor agresividad y aumentan la expresiéon de conductas tipo depresion. A su vez,
la expresion de estas conductas se exacerba si hembras en metaestro son estresadas

previamente (Schenider y Popik 2007).

Cepa de ratas Wistar Kyoto

La cepa de ratas Wistar Kyoto (WKY), que se desarrollé a partir de la cepa Wistar, se
ha propuesto como un modelo animal para el estudio experimental de depresion y ansiedad.
Esto se basa en la observacion de que constantemente muestran respuestas conductuales y
fisiolégicas endocrinas exageradas cuando son sometidas a estrés en comparacion con otras
cepas tales como Sprague-Dawley (Rittenhouse et al., 2002), Wistar (Djordjevic et al.,

2007) y Fischer-344 (Paré y Redei, 1993).

Se reporta que la cepa WKY es susceptible a manifestar conductas de desesperanza en
el paradigma de Desesperanza Aprendida y en la prueba de Nado Forzado y demuestra menos
actividad en la prueba de Campo Abierto; es propensa a la conducta de congelamiento y el
comportamiento pasivo en otros paradigmas experimentales (Paré y Redei, 1993),
manifiestan algunos signos de depresion como anhedonia, retraso psicomotor y respuestas

tipo ansiosas ante estimulos neutros después de ser expuestas a estrés (Lei et al., 2009).

Asimismo presentan una sobreactivacion del eje HHA, lo cual promueve una
hiperreaccion a estimulos estresantes. Por ejemplo, la cepa de ratas WKY en comparacion
con las Wistar produce niveles exagerados y constantes de corticosterona y ACTH cuando es

sometida a situaciones de estrés agudo (Paré y Redei, 1993; De la Garza y Mahoney, 2004).

Siguiendo a De la Garza y Mahoney (2004), estudios farmacoldgicos indican que

existe una alteracion en el funcionamiento en los sistemas de neurotransmisién de
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norepinefrina , serotonina (5-HT) y dopamina en las ratas WKY. Por ejemplo, esta cepa
muestra un incremento en la expresion del transportador de NE en hipocampo y amigdala,

regiones relacionadas con la respuesta a estrés.

A pesar de que se tiene evidencia de las alteraciones en distintos sistemas de
neurotransmision, aun no se tiene una evaluacién integral del perfil neuroquimico de las

ratas WKY como lo hay de su cepa progenitora, las ratas Wistar.

En el caso de las hembras WKY, se encontro que durante la fase de proestro/estro del
ciclo estral desarrollan mas Ulceras, son méas reactivas al estrés y presentan indices mayores
de desesperanza conductual (inmovilidad) en comparacion con las hembras en fase de diestro

y con los machos de la misma cepa (Paré y Redei, 1993).

Aunado a estos datos, nuestro grupo de trabajo ha constatado que la supresion brusca
de progesterona en ratas WKY aumenta la conducta de inmovilidad en la prueba de Nado
Forzado (modelo animal para evaluar la conducta tipo depresion) al ser comparadas con el
grupo control. A su vez, la conducta tipo ansiedad se exacerba en ratas tratadas bajo el
esquema de supresion de progesterona en la prueba de enterramiento defensivo al ser

comparadas con animales tratados con vehiculo (Sollozo-Dupont, datos no publicados).

Asimismo, se encontro que el efecto tipo antidepresivo y ansiolitico del estradiol y la
progesterona, observados en la cepa Wistar, no se presenta en ratas WKY (Cilia-Garcia,
2006) y que la administracion de ALO tiende a inducir un efecto tipo ansiogénico en el
modelo de enterramiento defensivo en esta ultima cepa (Pedraza-Castro, datos no
publicados). Estos datos indican que en las ratas WKY la regulacion del funcionamiento del
eje HHA en respuesta al estrés, asi como los efectos de los esteroides neuroactivos, estan

alterados.
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Con base en las evidencias que indican una coexistencia de manifestaciones de
ansiedad, de depresion y alteraciones en el sistema de respuesta al estrés, se propone que la
cepa WKY podria ser un modelo Util para el establecimiento de correlatos fisioldgicos y

conductuales del TDPM, desorden en el que convergen estados ansiosos — depresivos.

Condiciones experimentales: modulacion en la ansiedad y respuesta a estrés

Ambiente Enriquecido.

El ambiente enriquecido (AE) para animales de laboratorio consiste en exponerlos a
condiciones de alojamiento que mejoran la estimulacion sensorial, cognitiva y motora, en
comparacion con las condiciones normales de alojamiento, que son consideradas como

empobrecidas (Dhanushkodi y Shett, 2008).

En la mayoria de los paradigmas experimentales de enriquecimiento ambiental,
usualmente se aloja un nimero de animales mayor al habitual, juntos, en cajas mas grandes y
amplias que contienen una variedad de objetos que son cambiados diariamente. Esta
configuracién otorga la novedad al medio ambiente, lo que a su vez provee estimulacion
cognitiva diferente cada dia, en cuanto a la formacién de memoria espacial e interaccion
social. Los objetos comprenden, por lo general, juguetes de diferente forma y color para la
estimulacion visual, objetos de madera de diversas texturas para la estimulacién sensorial,
tineles de diferentes formas para la exploracion espacial y ruedas para ejercicio voluntario
para estimular la actividad motora. No obstante, actualmente no existe un consenso acerca de
cuéles paradigmas de enriquecimiento ambiental son ideales para obtener los maximos
efectos benéficos sobre la conducta y el funcionamiento cerebral (Nithianantharajah vy

Hannan, 2006).
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De acuerdo con Segovia, del Arco y Mora (2009) al vivir en un ambiente enriquecido,
el cerebro de los animales sufre cambios morfolégicos y moleculares que conducen a mejoras
en el aprendizaje y la memoria. También, se propone que el AE puede fungir como protector
de los efectos negativos de la exposicion a estrés intenso o incontrolable e incluso revertir
dichos efectos (Benaroya-Milshtein et al., 2004; Fox, 2006). En general, el AE parece

promover el bienestar general, fisico y psicologico, de los animales.

Una de las ventajas del AE es el enriquecimiento social, es decir, que los animales
son alojados, por lo general, en grupos de 6 — 12 animales, proporcionado asi la oportunidad
para las interacciones sociales (Fox et al., 2006). La interaccion social parece ser un elemento
importante en la contencion del estrés en ratas hembra ya que, segun la teoria de Taylor et al.,
(2000) las hembras (animales y humanos) pueden afiliarse selectivamente por un proceso de
“befriending” mediado por oxitocina principalmente, que es la creacion de redes de

asociacion que proveen recursos de proteccion bajo situaciones de estrés.

Un estudio en ratones hembra realizado por Curley et al. (2009), mostrd que el
enriquecimiento social mediante la crianza comunal incrementa la densidad de union al
receptor de OT en hipotdlamo. A su vez, los roedores desplegaron mayor conducta de
exploracion en la prueba de campo abierto, lo que se traduce en una reduccion del

comportamiento tipo ansioso.

Los animales expuestos a AE han mostrado una reduccion en medidas relacionadas
con emocionalidad tales como defecacion y congelamiento (Klein et al., 1994). También
parecen estar mas relajados a la hora de ser manipulados por el experimentador (Van de
Weerd et al., 2002), y presentan mayor conducta de juego (Boinski et al., 1999). Mas aun,
un estudio con la prueba de campo abierto confirmé que el AE tiene un efecto ansiolitico de

largo plazo (Brenes-Saenz, Villagra y Fornaguera, 2006). y, parece ser, que las hembras
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tienen mejor respuesta al AE debido a que son mas reactivas al estrés que los machos. (Fox et

al., 2006).

Por otra parte, se ha reportado que el AE induce la neurogénesis hipocampal (Nilsson
et al., 1999), incrementa el peso total del cerebro de los animales (Rosenzweig y Bennet,
1972) aumenta la densidad neuronal y el niUmero de espinas dendriticas (Turner y Greenough,
1985). Es posible que estas mejoras impacten en el procesamiento de las emociones y por lo

tanto, en las respuestas conductuales ante el estrés.

En un estudio reciente se reportd que el AE redujo los niveles de corticosterona en
ratas WKY, a su vez que redujo el tiempo de inmovilidad en la prueba de Nado Forzado
(Rosenfeld y Weller, 2012). Estos hallazgos son de importancia para reforzar la propuesta de
que el AE es particularmente efectivo en la proteccion y/o reversion de los efectos del estrés

en animales que son altamente ansiosos (Klein et al., 1994; Fox et al., 2006).

Por otra parte, al ser un paradigma no invasivo y cuya manipulacién es solo
ambiental, es posible proponer al AE como herramienta de tratamiento para padecimientos
como el TDPM, en los cuales es necesaria la investigacion de procedimientos no

farmacoldgicos (Brenes-Saenz, Villagra y Fornaguera, 2006).

Ambiente Enriquecido y eje HHA.

Diversos estudios han demostrado los beneficios que se obtienen al estimular fisica y
cognitivamente a los animales que son expuestos a enriquecimiento ambiental. Se ha hecho
mencion de que el AE puede atenuar las respuestas del eje HHA mediante la disminucién de

hormonas asociadas a la respuesta de ansiedad ante estrés.

Segun Welberg et al. (2006), el enriquecimiento ambiental normaliza la respuesta del

eje HHA ante una situacién de estrés agudo o estrés cronico leve, reduciendo los niveles de
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ACTH, corticosterona y adrenalina que se liberan en respuesta a ellos. También, se reporta
una reduccion en la concentraciéon de dichas hormonas al exponer al animal a un estresor

como la manipulacion habitual aguda.

Asimismo, animales expuestos a enriquecimiento presentan un decremento en los
niveles de ACTH después de recibir una inyeccion de solucién salina e incluso, ante un
estresor mas severo como restriccion de espacio por 20 minutos en comparacion con

animales que no tuvieron ambiente enriquecido (Schrijver et al., 2002).

En este sentido, animales bajo condiciones de AE expresan un incremento en los
niveles de GR en el hipocampo (Olsson et al., 1994; Nilsson, et al., 1999). Este incremento en
los niveles de GR podria extenderse hacia la retroalimentacion negativa del eje HHA
suprimiendo la liberacion de ACTH vy corticosterona (de Kloet et al., 2008) y podria
constituir el mecanismo de accion detrés de los efectos ansioliticos del AE (Larsson et al,

2002).

Estrés Cronico.

El modelo de estrés cronico consiste en exponer a ratas o ratones, secuencialmente,
durante varios dias, a una serie de factores de estrés (Willner, 1997). En uno de los primeros
estudios sobre estrés cronico, se exponia al animal a choques eléctricos, cambios drasticos de
temperatura, pinzamiento de cola, entre otros estresores y se observé que éstos causaron una
reduccion en la ingesta de soluciones dulces. Esta reduccién en el consumo de sacarosa fue
interpretada como una deficiencia en el procesamiento de recompensa analogo a la anhedonia

(Katz, 1982), un sintoma central en la depresién mayor (APA, 2013).

Se ha reportado que los animales estresados cronicamente presentan mayor conducta

de inmovilidad en el modelo de Nado Forzado, lo que se traduce como un aumento en la
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conducta tipo depresiva (Robbins et al., 2007; Kim et al., 2011) e incremento en conductas
tipo ansiedad en la prueba de campo abierto (Huang et al., 2013; Chiba et al., 2012) y en el

laberinto de brazos elevados (Chiba et al., 2012).

Asimismo, se ha observado que el estrés cronico tiene efectos adversos como el
aumento la frecuencia cardiaca (McDougall et al., 2000) y aumento de la nocicepcion
(Robbins et al., 2007), regulacién a la baja del receptor 5SHT-1A y GR en hipocampo (Hill et
al., 2012); disminucién de dopamina y de los niveles del factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) (Chiba et al., 2012) y su receptor, TrKB en

hipocampo (Maghsoudi et al., 2014).

Aunado a esto, la generacion de nuevas neuronas se ve afectada por exposicion a
estrés cronico. Diversas etapas del proceso neurogénico parecen ser sensibles ante diversos
estresores, afectando la proliferacion y sobrevivencia neuronal al disminuir el nimero de

células en relacion a animales no estresados previamente (Vega-Rivera et al., 2014).

Se ha planteado que el EC constituye un modelo animal analogo de las situaciones
desfavorables por las que se transita en diversos periodos de la vida y ser un detonante de
depresion (Hill et al., 2012) y ansiedad (Campos et al., 2013). En el presente trabajo, se
propone el modelo de EC con el fin de elucidar si éste es capaz de exacerbar la conducta tipo
ansiedad inducida por abstinencia a progesterona y el impacto que tiene en la actividad del

eje HHA.

Estrés Crénico y eje HHA.

Diversos estudios en roedores han mostrado un incremento en la expresion de RNAm
de CRH y AVP en respuesta a estrés cronico, activando la respuesta del eje HHA (Ma y

Lightman, 1998; Gunnar y Quevedo, 2007).
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El resultado final de la activacion del eje HHA, como se sabe, es la secreciéon de
glucocorticoides. Una de las consecuencias de la exposicion a estrés cronico es la
hipersecrecion de glucocorticoides provocando la regulacién hacia la baja de sus receptores
(GR) (Jankord y Herman, 2008) lo que da como resultado en un exceso en la secrecion de
CRH y AVP, contribuyendo en la patofisiologia de trastornos relacionados con la ansiedad y

el estado de animo (Hauger et al., 2006).

Se ha demostrado que la exposicion al frio, al estrés por inmovilizacion y al
aislamiento induce un incremento de ACTH mayor en ratas WKY en comparacién con ratas

Wistar (Djordjevi et al., 2007).

En relacion a las ratas WKY, en un estudio previo se encontrd que después de
someterlas a estrés cronico por restriccion de espacio o por la administracion crénica de
corticosterona, la respuesta del eje HHA esta atenuada (Hernandez et al, 2013), al tiempo que
se observa la disminucion de la conducta exploratoria, esto se traduce en un aumento en la
expresion de miedo (Gutiérrez-Ortiz, 2009). Estos resultados sugieren que al igual que en los
animales que son sometidos a estrés cronico social, la activacion prolongada del eje HHA
puede conducir a alteraciones en el sistema homeostatico de respuesta al estrés en esta cepa.
Asimismo, estudios no publicados muestran que las ratas WKY son menos sensibles al
tratamiento con benzodiacepinas (diacepam) lo que sugiere alteraciones en la sensibilidad del
receptor GABA-A (Rogel Salazar, datos no publicados), impactando en las respuestas

ansiosas manifestadas por esta cepa de ratas.
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Capitulo 3

Planteamiento del Problema

El TDPM es un desorden en el que convergen sintomas de ansiedad y depresion e
influyen negativamente en un porcentaje considerable de mujeres en edad reproductiva. A
pesar de que son varias las opciones de tratamiento disponibles, la respuesta a éstos es diversa
y en algunos casos nula. Por lo tanto, es necesario evaluar otras alternativas incluyendo las no
farmacologicas. Algunas de las alternativas propuestas para el tratamiento del TDPM
incluyen incorporar cambios en la dieta, ejercicio fisico, reencuadre de la percepcion del

trastorno y/o creacién de redes sociales de soporte.

Por otra parte, la cepa de ratas WKY, es una cepa vulnerable al estrés en la que se
presentan signos conductuales de ansiedad y depresién, y responde a la induccién de
abstinencia a progesterona, por lo que puede ser utilizada como modelo animal para el
estudio del TDPM. Esta cepa no responde al tratamiento farmacoldgico con hormonas o ISRS
propuesto para el tratamiento del TDPM, por lo que podria ser til para la evaluacién de un

abordaje no farmacoldgico.

Dado que el AE estd enfocado a disminuir los efectos del estrés en animales e
incorpora algunos de los elementos de las terapias no farmacoldgicas propuestas para el
tratamiento del TDPM, es de interés analizar si la exposicion al enriquecimiento ambiental
puede disminuir la ansiedad inducida por la abstinencia a progesterona en una cepa

vulnerable al estrés.
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Hipatesis

Si las condiciones ambientales modulan la ansiedad inducida por la abstinencia a
progestorona; entonces, el ambiente enriquecido la disminuira, mientras que el estrés cronico

la exacerbara.

Objetivo General

Evaluar el efecto del estrés cronico y del ambiente enriquecido sobre la ansiedad
experimental inducida por abstinencia a progesterona en ratas de la cepa Wistar y Wistar

Kyoto y el impacto en la actividad del eje HHA.

Objetivos Particulares

o Evaluar la ansiedad inducida por la abstinencia a progesterona en ratas Wistar y WKY

sometidas a las condiciones de EC y AE.
o Evaluar el funcionamiento del eje HHA en ratas Wistar y WKY sometidas a la

abstinencia a progesterona, expuestas a EC y AE después de la prueba de ansiedad.
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Capitulo 4
Materiales y Método

Sujetos experimentales.

Se utilizaron ratas hembra de las cepas Wistar y Wistar Kyoto (200 — 250gr)
ovariectomizadas, sometidas a ciclo invertido de luz/oscuridad 12/12 horas, con libre acceso

a agua y alimento.

Cirugia.

Ovariectomia.

Las hembras fueron anestesiadas con tribromoetanol (10 ml/kg i.p). Se realizd una
incision longitudinal sobre la piel y el musculo del animal hasta exponer los oviductos y los
ovarios. Se ligaron los oviductos, se extirparon los ovarios y posteriormente, se suturo el
musculo y la piel del animal desinfectando la zona de incision. Los animales se trasladaron
al bioterio de estancia donde permanecieron durante tres semanas antes de ser asignados al

grupo experimental correspondiente.

Modelos conductuales.

Modelo de Enterramiento Defensivo.

El modelo de enterramiento defensivo se llevo a cabo en una caja de acrilico (34 X 16
X 24 cm), de una de las paredes de la caja emerge un electrodo electrificado de 7 cm de largo
que se sitda 2 cm por encima de la base. Al hacer contacto con el electrodo el animal recibe
una descarga eléctrica de 0.3 mA (estimulo aversivo) que propiciard conductas como la
huida, pelea, acicalamiento, entre otras. La conducta defensiva enterramiento y de

congelamiento  son  consideradas expresiones de ansiedad activa y pasiva,
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respectivamente,mostradas por los animales (Kalueff y Tuohimma, 2005). En el modelo se

cuantificaran los siguientes parametros:

o Latencia de enterramiento. Es el tiempo transcurrido desde que el animal recibe el
primer choque eléctrico hasta que despliega la conducta de enterramiento. Refleja la
reactividad del animal (De Boer y Koolhaas, 2003).

o Tiempo acumulativo de enterramiento. Tiempo que el animal invierte en enterrar el
electrodo, para lo cual desplaza el aserrin con movimientos rapidos de las patas
delanteras y la cabeza. Esta conducta es el reflejo directo de la ansiedad del animal,
asi a mayor tiempo de enterramiento, mayor ansiedad (Pinel y Treit 1978; De Boer y
Koolhaas, 2003).

o Erguimientos (“rearings”). Levantamientos del cuerpo que realiza el roedor en dos
patas hasta quedar en posicion vertical realizando movimientos de olfateo hacia el
aire. Este movimiento es indicativo de la actividad locomotora del animal (Pinel y
Treit 1978; De Boer y Koolhaas, 2003).

o Exploracion hacia el electrodo. Son los acercamientos que el animal hace a la fuente
del estimulo aversivo. Es un indicador de ansiedad o temor, es decir, mayor nimero
de exploraciones hacia el electrodo refleja menor ansiedad (Pinel y Treit 1978; De
Boer y Koolhaas, 2003).

o Numero de choques recibidos. Numero de estimulos que recibe el animal a través del
electrodo y es indicativo del temor del animal. Un incremento en este paramétro es
interpretado como una disminucion de miedo y viceversa (Pinel y Treit 1978; De Boer
y Koolhaas, 2003).

o Congelamiento (“freezing”). La postura en cuatro patas con la mirada fija dirigida al

electrodo. Esta conducta es considerada como una expresion pasiva de ansiedad (De
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Boer y Koolhaas, 2003).

o Inmovilidad. Consiste en la postura de agacharse, acostarse, sentarse o pararse por lo
menos en tres pies, con el cuerpo inmdvil a excepcién de pequefios y lentos
movimientos laterales de la cabeza (escaneo) (De Boer y Koolhaas, 2003).

o Acicalamiento. En un estado natural la conducta de acicalamiento se despliega
siguiendo un patrén céfalo-caudal, sin embargo cuando los roedores son sometidos a
altos niveles de estrés, rompen con este patron o se acicalan una sola parte del cuerpo.
En este caso se cuantificara el tiempo acumulativo de acicalamiento dirigido al hocico

(Kalueff y Tuohimaa, 2005).

Dado que el enterramiento y el acicalamiento son considerados comportamientos tipo
ansiedad activos y tanto la inmovilidad como el congelamiento comportamientos tipo
ansiedad pasivos (De Boer y Koolhaas, 2003), en el presente trabajo se reporta la sumatoria
de conductas activas (enterramiento + acicalamiento) y la sumatoria de conductas pasivas

(inmovilidad + congelamiento).

Modelo de campo abierto.

Este modelo se utiliza con el fin de descartar alguna alteracion motora, inducida por
la manipulacién hormonal, que pudiera afectar el desempefio de los animales en la prueba de
enterramiento defensivo. Consiste en una caja de plexiglas opaca (40x30x20 cm.) con el
piso dividido en 12 cuadros de 11x11 cm. EIl animal es colocado en una esquina de la cajay
un observador cuenta el nimero de cuadros cruzados que el animal realiza en una sesion de 5

minutos.
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Técnicas Bioquimicas.

Radioinmunoensayo

El radioinmunoensayo (RIA) es un ensayo de union basado en la competencia del
ligando frio de las muestras y el marcado, en este caso, corticosterona-iodinada
(1125Corticosterone). Para la determinacion de corticosterona, se utilizd un kit comercial
Coat-A-Count Rat Corticosterone (TKRC1, Siemens Healthcare Diagnostics Inc.; Los
Angeles, CA, EUA) y en la estandarizacion de la curva se utilizaron las siguientes
concentraciones de corticosterona: 0, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 y 2000 ng/ml. Todo el

ensayo se realizo por duplicado.

A cada tubo (con anticuerpo para corticosterona) se le adicionaron 50 pL de las
soluciones de calibracion (curva estandar) o de las muestras experimentales. Se adicion6 1 ml
de (1125) corticosterona y los tubos fueron incubados a temperatura ambiente durante dos
horas. Posteriormente, se decanto el contenido y los tubos fueron secados para colocarlos en
un contador gamma (ICN Isomedic 4/600) para obtener una relacion de cuentas por minuto

(CPM), correspondiente a la corticosterona marcada unida al anticuerpo.

La sensibilidad fue de 5.7 ng/ml y las variaciones intra- e interensayo fueron <12.2%
y <14.9%, respectivamente. EI namero de las CPM de la curva estandar y las muestras
experimentales se transformaron a ng/ml utilizando el programa de transformacion

matematica “ENRI” por medio de una regresion logit-log.
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Reaccion enc adenade lapol imerasa cont ranscriptasai nversa (RT-PCR).

Para evaluar la expresiéon génica de CRH y GR se utiliz6 el método de RT-PCR, el
cual consiste en generar una cantidad de copias de DNA mediante la retrotranscripcion de
una hebra de RNA en DNA complementario (DNAC).

Extraccion de RNA.

Se utilizd el método de extraccion de tiocianato de guanidina 4M (Chomczynski y
Sacchi, 1987). Todo el material utilizado fue previamente esterilizado en autoclave
(Tuttmauer Brinkmann 2540 M; MA, EUA) durante 40 min a 121°C. Las soluciones
utilizadas contenian agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC; Sigma-Aldrich, México)

(0.1% v/v DEPC) y fueron esterilizadas.

El primer dia de la extraccién a cada muestra se le agreg6é un volumen de 750uL y
100 pL, para hipocampo y PVN respectivamente, de solucion desnaturalizante preparada el
mismo dia de la extraccion. Por cada 1 mL de la solucién stock (250 g de tiocianato de
guanidina (Sigma-Aldrich, México) disueltos en 293 mL de agua bidestilada estéril tratada
con DEPC, 17.6 mL de citrato de sodio 0.075 M a pH 7 (J.T. Baker) y 26.4 mL de sarcosil al
10% en agua bidestilada estéril tratada con DEPC), se agregaron 7 pL de B-mercaptoetanol

(Sigma-Aldrich, México). Todo el procedimiento se realizé a una temperatura de 4°C.

Las muestras se homogenizaron mediante un sonicador (Sonics Vibre Cell Ultrasonic
Procesor) maximo durante 5 segundos a 9 Watts. Todos los volumenes utilizados estan
calculados en relacién del homogenado de la muestra. Se agregaron las siguientes soluciones
agitando con vortex en cada paso: 1 volumen de fenol saturado en agua (Sigma-Aldrich,
México), 1/10 de volumen de acetato de sodio 2M, pH 4 (Sigma-Aldrich, México), 3/10 de

volumen de cloroformo: alcohol isoamilico 49:1 v/v (Sigma-Aldrich, México). Las muestras
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permanecieron en reposo durante 15 min y posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm, 20
min a 4°C. Se recuperé la fase acuosa, se agregé un volumen de isopropanol frio (Sigma-

Aldrich, México) y se almacenaron a -20°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, las muestras se centrifugaron a 13800 rpm por 30 min a 4°C, en el
caso de hipocampo, y 20 min para el PVN. Se decantaron y secaron, posteriormente se
agregaron 500 pL y 200 uL, para hipocampo y PVN respectivamente, de etanol al 75% vy se
agitod con un vortex hasta despegar el precipitado de RNA. Se centrifugd nuevamente a 3000
RPM a 4°C durante 12 y 8 min, para hipocampo y PVN, y se repitié el procedimiento hasta

completar 3 lavados.

Se extrajo el exceso de etanol con una micropipeta, se colocd la muestra en un
concentrador con vacio (Eppendorf Vacufuge TM; NY, EUA) durante 5 min y se obtuvo el
precipitado del RNA total, el cual se resuspendio en 20 pL, en el caso de hipocampo, y 10 pL
para PVN de agua tratada con DEPC estéril. Las muestras se leyeron en un espectrofotometro
(Eppendorf Biophotometer; NY, EUA) (2 pL de muestra en 98 pL de agua desionizada; libre
de sales) a 230 nm (determina la concentracion de hidratos de carbono, péptidos, fenoles,
compuestos aromaticos u otras sustancias), 260 nm (determina la concentracion de acidos
nucleicos) y 280 nm (determinacién de proteinas). La relacién de la absorbancia del cociente
260/230 nm (se emplea para conocer la pureza de los acidos nucleicos) de cada muestra para
ser procesada fue >1.5. La concentracién de RNA total se determind utilizando la siguiente

formula:

(Valor O.D.__ ) (40 ug/ul) (50 ul)
RNA_ . ug/ul = (Volumen de dilucion) [ 260

1000

0.D 4= Valor obtenido del fotometro considerando que 40 pg/mL=1 O.D
50 uL= Factor de dilucion

1000=Factor de conversion de uL a mL

Volumen de H20-DEPC que lleva cada muestra para su dilucion.
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Para verificar la integridad del RNA, las muestras se incubaron para su
desnaturalizacion a 65°C durante 5 min (Lauda E 100 006T; NY, EUA). Se prepar6 un gel de
agarosa al 1% (se calentaron y mezclaron 0.8 g de agarosa (Standard-low; Bio Rad, Hercules
CA, EUA) con 15 mL de TBE (5X) y aforandose a 75 mL con agua bidestilada). En este
procedimiento se utilizaron camaras de electroforesis (Thermo Scientific Owl Easycast TM
B2; MA, EUA). Para evaluar la integridad de la molécula se obtuvieron las bandas
correspondientes al RNA ribosomal de 28S y 18S. La densidad de las bandas debio ser >1.5
(28s/18s) para que la muestra pudiera ser utilizada para la RT-PCR, las muestras se

mantuvieron a -20°C.

Transcripcion de RNA.

Se tomaron 1.5 pug de RNA total obtenido de la muestra y se incubaron a 65°C
durante 5 min (Lauda E 100 006T; NY, EUA), se centrifugaron durante 5 segundos
(Eppendorf Centrifuge 5417C; NY, EUA) y se agregaron 20 pL de la mezcla de reaccion
para DNACc (tabla 2). Se incubaron durante 2 horas a 37°C (Lauda E 100 006T; NY EUA) y

posteriormente se almacené el DNAc a 4°C.

Solucion/Reactivo utilizado Volumen

Agua tratada con DEPC 8.9 uL
Buffer 5X (Invitrogen) (250 mM Tris-HCI, pH 8.3, 375

mM KCly 15 Mm Mg2Cl). 6.0 uL
Dithiothreitol (DTT) 0.1 M (Invitrogen) 3.0 uL

Deoxinucléotidos —dNTPs- 10 mM (10 mM de cada uno
dATP, dGTP, dCTP y dTTP a pH neutro; Invitrogen) 0.6 pL

Oligo poli T 0.5 pg/nl 1.0 pL
[Enzima transcriptasa reversa M-MVL RT 200 U/pLL
(Invitrogen) 0.5 puL

Tabla 2. Mezcla de transcripcion de RNA total a DNAc
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Procedimiento para la PCR.

Las secuencias de oligonucledtidos (tabla 3) fueron elaboradas en la Unidad de
Sintesis de Oligonucleotidos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Se estandarizaron
por separado los DNAc de ciclofilina, G3PDH (oligos control con sintesis constitutiva), CRH

y GR para obtener las condiciones 0ptimas de amplificacion de la sefial (tabla 4; figural y 2).

Secuencia sentido (5°-3’) Secuencia antisentido (3’-5’)

CyC GGG GAG AAAGGATTT GGC TA ACATGC TTG CCATCCAGCC

GsPDH GA AGG TCG GTG TCAACG GAT TTG GC CAT GAT GGC CAT GAG GTC CAC CAC
CRH GCC CCG CAG CCG TTG AA GAC CGC CTC TCC CTC TCC AG

GR .AAG CAC ATC ACA CAT AAATCT G TAA ATA AGA GGG AGC AAACTACTG G

Tabla 3. Secuencia de Oligonucledtidos utilizada para la amplificacién de nimero de copias.

Oligonucleétido Cepa Nuimero de ciclos Temperatura °C  Concentracion
(pg/mL)

Ciclofilina W 21 Hipp / 26 PVN 64 50
WKY 21 Hipp / 26 PVN 64 50
G3PDH W 21 Hipp /21 PVN 64 50
WKY 21 Hipp /21 PVN 64 50
CRH W 28 Hipp /30 PVN 63 25
WKY 31 Hipp /29 PVN 63 25
GR W 29 Hipp 64 25
WKY 27 Hipp 64 25

Tabla 4. Estandarizacion de condiciones para la expresion de oligonucle6tidos.
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Fig. 1 Optimizacién metodol6gica de la técnica RT-PCR. NUmero de ciclos necesarios para
amplificar cada DNAc. Los datos se expresan como la densidad éptica de cada DNAc del producto de la
PCR en diferentes ciclos de amplificacion en el hipocampo. Los productos de la PCR se corrieron por
electroforesis en un gel de agarosa al 2%.

Fig. 2 Optimizacion metodoldgica de la técnica RT-PCR. Numero de ciclos necesarios para
amplificar cada DNAc. Los datos se expresan como la densidad éptica de cada DNAc del producto de la
PCR en diferentes ciclos de amplificacion en el PVN. Los productos de la PCR se corrieron por
electroforesis en un gel de agarosa al 2%.

Por cada 4 puL de muestra se agregaron 46 L de mezcla de reaccion para PCR (tabla
5). Las muestras se colocaron en un termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient, NY,

EUA) para su amplificacion.

Solucion/Reactivo utilizado Volumen

Agua tratada con DEPC 35 uL

Buffer de Reaccion 10X (KCI1 500 nM, Tris-HCI pH 8.3, 100 5L
mM) (Biotecnologias Universitarias)

Cloruro de Magnesio 30 mM (Biotecnologias Universitarias) 2.5 uL

dNTPs 10 mM (10 mM de cada uno: dATP, dGTP, dCTP y luL
dTTP a pH neutro (Invitrogen)

Oligonucleétidos de iniciacion “primers” Sentido luL

Oligonucleétidos de iniciacion “primers” Antisentido 1L
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Enzima Taq polimerasa 0.5 pL

DNAc 4L

Tabla 5. Mezcla para reaccién de PCR (Los volumenes utilizados fueron modificados para la
amplificacion de CRH en PVN e hipocampo, en donde se utilizé 1.7 uL de cloruro de magnesio
y 6 uL de DNAC).

Los genes amplificados fueron semi-cuantificados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2% (1.5 g de agarosa, 15 ml de TBE 5X aforado a 75 ml con agua milliQ). Se
emple6 un marcador de peso molecular (DNA Molecular Weight Marker V1I-19-1114 pb;
Roche Applied Science). Del producto de la PCR se mezclaron 12 pL del DNACc de interés, 4
ML de cada DNACc control y para tefiir el DNAc 2 pL del amortiguador de carga (azul de
bromofenol; ICN Biomedicals Inc, IL, EUA). El gel se corrié a 100 Volts por 40-50 minutos.
Posteriormente, el gel se sumergidé en bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, México) a una
concentracion de 2.5% durante 8 minutos y se lavé con agua por 4 minutos. El gel se colocd
en un transiluminador (Advanced American Biotechnology, CA, EUA) y se realiz6 la semi-
cuantificacion de las bandas por densitometria utilizando el programa “Advanced American
Biotech Imaging 2D” (Advanced American Biotechnology; CA, EUA).

Diseiio Experimental.

Ratas hembra adultas de las cepas W y WKY (200 — 250 gr) fueron ovariectomizadas
y tres semanas después se asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes grupos (n= 15-

18):

AC=Aceite de maiz; SB= Supresion Brusca de Progesterona; BBT= Burying Behavior Test
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La exposicion al ambiente enriquecido (AE) se realizd por 4 horas diarias durante 30
dias consecutivos. Se utilizaron tuneles y bolas de plastico, campanas, ruedas para correr,
entre otros objetos que fueron cambiados cada sesion (Leal-Galicia et al., 2008). Este
paradigma ha mostrado tener un impacto positivo en la preservacién de la memoria de corto
plazo, asi como en el mantenimiento de las sinapsis e incremento del numero de neuronas

generadas dentro del hipocampo durante el envejecimiento (Leal-Galicia et al., 2008).

El paradigma de estres cronico (EC) consistio en un programa diario de aplicacion de
diferentes estresores durante 30 dias consecutivos basado en un estudio previo realizado con
ratas WKY, en el que se demostré que dicho programa altera la respuesta tipo depresiva,
aumentando la conducta de inmovilidad en la prueba de Nado Forzado (Tejani-Butt et al.,

1994). Los estresores incluidos en el programa fueron:

o Choques en las patas (1.0 s, 1.0 mA en un intervalo variable de 10 s.)

o Privacion de alimento durante 24 horas

o Nado forzado en agua a 4°C durante 5 min.

o Restriccion de movimiento (tubo de 3.8 cm y 18 cm de largo) por 2 horas.

o Privacion de agua por 12 horas

o Ciclo invertido luz/oscuridad.

o Hacinamiento, incrementando del nimero de ratas por caja (10 ratas por caja durante
24 hrs).

Experimento 1. Efecto del estrés cronico y del ambiente enriquecido sobre la
ansiedad experimental inducida por la abstinencia a progesterona.

Con el fin de determinar el impacto del EC y del AE sobre la ansiedad experimental
inducida por la supresion brusca de progesterona en ratas W y WKY, se formaron tres grupos

experimentales para cada cepa, de los cuales uno fue sujeto al AE, otro al EC y otro méas que
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permanecié en condiciones estdndares de bioterio, denominado Situacién Control (SC).
Durante 30 dias los animales fueron sujetos a las manipulaciones conductuales respectivas y
a partir del dia 25, se les administrd progesterona (0.5 mg/rata/ 0.2 ml) o vehiculo (aceite de

maiz) durante 5 dias.

El dia 31, y 24 h después de la dltima administracion de progesterona o aceite de
maiz, todos los animales fueron probados en el enterramiento defensivo (BBT). Sesenta
minutos mas tarde, todos los animales fueron sacrificados por decapitacion y se colecto la
sangre y se extrajo el cerebro para las mediciones respectivas. El grupo que no fue evaluado
conductualmente se sacrifico junto con el resto de los animales. Todos los procedimientos se
realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana del Cuidado de Animales (NOM-062-

Z00-1999) y al Comité de Institucional.

| Exposicién a AE o EC |

Dia 25 al 30

TX (VehoP)

Semanas -1 0 1 2 3 4
ovx BBT
Sacrificio
Extraccion de Recoleccion
cerebro de sangre

AE=Ambiente Enriquecido, EC=Estrés Cronico OV X=0Ovariectomia,
Veh=Vehiculo, P=Progesterona, BBT=Burying Behavior Test

Experimento 2. Efecto del estrés cronico y del ambiente enriquecido sobre la

actividad del eje HHA en animales sujetos a la abstinencia a progesterona.

Con el fin de evaluar el impacto del EC y del AE sobre el funcionamiento del eje

HHA, hora después de la prueba conductual, todos los animales fueron sacrificados por
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decapitacion y se colectd la sangre del tronco del animal para la determinacion de los niveles
séricos de corticosterona. Asi mismo, tras disecar el nucleo paraventricular del hipotalamo
(PVN, por sus siglas en inglés) en cerebros congelados se evalud la expresion del RNAm de
CRH. En el hipocampo se evalud el contenido de RNAm del receptor a glucocorticoides

(GR) y el RNAm de CRH.

Analisis Estadistico.

Para el analisis estadistico de la conducta se utiliz6 un ANOVA de dos vias seguido
de Student-Newman Keuls como prueba post hoc, considerando como factores a) la
supresion brusca de progesterona y b) la condicion experimental. Las concentraciones
séricas de corticosterona se analizaron mediante un ANOVA de dos vias seguido de Student
Newman Keuls como prueba post hoc y se consideraron como factores a) la supresion
brusca de progesterona y b) la exposicion a la prueba conductual para cada una de las
condiciones experimentales. Cuando fue necesario se aplicd una prueba t de student para

hacer comparaciones pareadas.

Para el andlisis de la expresion del RNAm de CRH y RNAm de GR los datos fueron
normalizados tomando como 100% al grupo alojado en SC, tratado con aceite de maiz y que
no fue sometido al enterramiento defensivo. Se llevd a cabo un ANOVA de dos vias seguida
de la prueba Student Newman Keuls como prueba post hoc considerando como factores la
exposicion al enterramiento defensivo y a la supresion brusca de progesterona. Para la

comparacion estadistica en relacion al grupo control 100% se realizé una prueba t de Student.
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Capitulo 5
Resultados
Efecto del a abstinencia a progesterona, el estrés crom ico y el ambiente

enriquecido sobre la ansiedad experimental en ratas de la cepa Wistar.

En la figura 3 se muestran los resultados referentes a la expresion de las conductas
tipo ansiedad activas (enterramiento y acicalamiento) registradas en el modelo de
enterramiento defensivo (BBT), en animales a los que se les indujo la supresion brusca de
progesterona (SB) o tratados con aceite de maiz que fueron sometidos al estrés cronico (EC)
0 al ambiente enriquecido (AE). Las barras blancas representan a animales tratados con

aceite y las barras oscuras a los que fueron sujetos a la SB.

En general, los animales que fueron sometidos al AE mostraron una reduccion en el tiempo
acumulativo de expresion de conductas tipo ansiedad activas que los animales que se
mantuvieron en condiciones estandares de bioterio (situacion control, SC) (p<0.05) y los que
fueron sometidos al EC (p<0.05). En los animales tratados con aceite (barras blancas) la
exposicion al EC no aumento las conductas activas de ansiedad respecto a los alojados en la
SC). Sin embargo, la exposicion al AE redujo el tiempo de manifestacion de las conductas
activas tipo ansiedad en relacién al grupo expuesto a EC (p<0.001) y al alojado en la SC
(p<0.05). El EC no exacerbo la conducta ansiosa, mientras que el AE la disminuyd en

animales tratados con aceite.

Como puede observarse en la figura 3, en comparacion al grupo tratado con aceite, la
SB (barras oscuras) aumento el tiempo invertido en la expresién de conductas activas tipo
ansiedad en los animales de la SC (p<0.05) como en los sometidos a EC (p<0.05), pero no a
AE. Si bien el EC no exacerbd la ansiedad respecto a la SC, el AE fue capaz de prevenir el

aumento en la expresion de la conducta ansiosa inducida por la SB. EI ANOVA de dos vias
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revel6 que existe efecto por tratamiento (Fi19,=13.631 p<0.001) y por condicién

experimental (F;,97=10.486 p< 0.001), pero no por la interaccion de factores (F297=.217, ns).
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Fig. 3 Efecto de las diferentes condiciones experimentales y la supresion brusca de progesterona
sobre el tiempo acumulativo de conductas activas (enterramiento y acicalamiento)
evaluadas en la prueba de enterramiento defensivo. Los datos se presentan como la media + EE
de n=15-18 animales por grupo. AC=Aceite de maiz; SB=Supresién Brusca; SC= Situacién control
EC=Estrés cronico; AE=Ambiente enriquecido. ANOVA de dos vias.
post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05; ***p<0.001

En la figura 4 se muestran los resultados de las conductas pasivas presentadas en la
BBT por los animales sometidos a la SB o fueron tratados com aceite, sometidos al EC o al
AE. Como se observa en los animales tratados con aceite (barras blancas) las diferentes
condiciones experimentales (SC, EC, AE) no promovieron cambios en el tiempo acumulativo
de expresion de las conductas pasivas tipo ansiedad. Por otra parte, la SB (barras oscuras)
aumento la expresion de conductas ansiosas pasivas solo en los animales de la SC (p<0.05).
Los valores del ANOVA de dos vias no revelaron efecto por tratamiento (Fi¢7=.284, ns),
condicion experimental (F;97=2.351, ns) pero si por la interaccion de factores (F;¢7;=3.104,

p=0.049).
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Fig.4 Efecto de las diferentes condiciones experimentales y la supresion brusca de progesterona sobre
el tiempo acumulativo de conductas pasivas (inmovilidad y congelamiento) registradas en la prueba de
enterramiento defensivo. Los datos se expresan como la media + EE. AC=Aceite de maiz; SB=
Supresion brusca; SC= Situacion control; EC=Estrés cronico; AE=Ambiente enriquecido. ANOVA de
dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05

Efectod e 1 a ab stinencia ap rogesterona, el e strésc ronicoy el ambiente
enriquecido sobre la expresion del RNAm de CRH en el PVN, sobre las concentraciones
de corticosterona ens uero, del RNAm de GR y deCRH en hi pocampo como

indicadores de la actividad del eje HHA en ratas Wistar.

En todas las gréaficas, en las barras blancas se muestran los datos de las animales
tratados con aceite y las barras achuradas corresponden a los animales sometidos a la

abstinencia a progesterona.

En la figura 5 se muestra la expresion del RNAm de CRH en el PVN de animales
alojados en SC tratados con aceite 0 a los que se les indujo la SB, en respuesta a la exposicion
al paradigma de enterramiento defensivo (BBT). En los animales tratados con aceite (barras
blancas) los niveles del RNAm de CRH no se modificaron por la exposicion a la BBT. Sin
embargo, en animales sometidos a la SB (barras achuradas) se produjo un aumento en la
expresion del RNAm de CRH en el PVN respecto al grupo tratado con aceite (p<0.05) tanto
en los que no pasaron por el BBT (p<0.05) como en los que si pasaron por ese paradigma

conductual (p<0.001). Los resultados del ANOVA de dos vias mostraron efecto por
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tratamiento (F11,=30.774, p<0.001) no asi para la exposicion a la prueba conductual

(F1,12=0.007, ns) ni en la interaccion de factores (F112=0.876, ns).
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Fig. 5 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresién del RNAm de CRH en PVN de ratas Wistar alojadas en situacién control. Los datos se
presentan como el valor promedio del cociente del DNAc de CRH / DNAc de ciclofilina expresado en
porcentaje de n= 3-4 animales por grupo. El control 100% corresponde al grupo tratado con aceite de maiz
sin exposicion al BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion brusca de P; BBT= Burying Behavior Test.
ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05; **p<0.001

La figura 6 muestra las concentraciones de corticosterona en el suero de los animales
de la SC. La exposicion a la prueba BBT no provocd cambios en las concentraciones de
corticosterona ni en los animales tratados con aceite (barras blancas) ni a aquellos sometidos
a la SB (barras achuradas). Los valores del ANOVA de dos vias no revelaron efecto por

tratamiento (F112=1.626, ns), por prueba conductual (F11,=0.479, ns) ni por la interaccion de

factores (F112,=0.457, ns).
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Fig.6 Efecto de la exposicién al enterramiento defensivo (BBT) y la supresién brusca de progesterona (SB)
sobre la concentraciéon de corticosterona (ng/ml) en suero de ratas Wistar alojadas en
situacion control. Los datos se presentan como la media + EE de
n=4 animales por grupo. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresién Brusca de P;
BBT= Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls.

La figura 7 muestra la expresion del RNAm de GR en el hipocampo de la SC. En
animales tratados con aceite (barras blancas), la exposicion a la BBT no produjo cambios en
la expresion del RNAmM de GR en el hipocampo. En contraste, la SB (barras achuradas)
provoco una disminucion en los niveles del RNAmM de GR tanto en los animales que pasaron
por la BBT como en los que no lo hicieron (p<0.05). EI ANOVA de dos vias revel6
diferencias por tratamiento (F;i, = 13.586, p=0.003), no asi por exposicion a la prueba

conductual (F1 12 =0.772, ns) ni por la interaccion de factores (F1 12 = 0.160, ns).
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Fig. 7 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresién del RNAm de GR en hipocampo de ratas Wistar alojadas en situacion control . Los datos
se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de GR / DNAc de ciclofilina expresado en
porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo tratado con aceite de maiz que no 39
fue expuesto al BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca de P; BBT= Burying Behavior test.
ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05



En la figura 8 se ilustra la expresion del RNAm de CRH en el hipocampo de animales
de la SC. En los animales tratados con aceite (barras blancas), la exposicion a la BBT no
produjo cambios en la expresion del RNAm de CRH. Por otro lado, la SB (barras achuradas)
disminuyé la expresion del RNAmM de CRH en esta estructura sélo en aquellos animales que
no fueron expuestos a la BBT (t= 4.409, p= 0.01). El resultado del ANOVA de dos vias no
revel6 efecto por tratamiento (F110= 3.039, ns), ni por exposicion a prueba conductual (F 10=

3.904, ns) ni en la interaccion de factores (F;10=0.0878, ns).
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Fig. 8 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresion del RNAm de CRH en hipocampo de ratas Wistar alojadas en la situaciéon control. Los
datos se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de CRH / DNAc de ciclofilina expresado
en porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo tratado con aceite de maiz que
no fue expuesto al BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca de P; BBT= Burying Behavior test.

ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05
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La figura 9 ilustra la expresion del RNAm de CRH en el PVN de animales sometidos
a estrés crénico (EC). Los animales tratados con aceite y que no fueron sometidos a la BBT
mostraron una reduccion significativa (del 80%) en la expresion del RNAm de CRH en PVN
con respecto a los animales alojados en la SC con el mismo tratamiento (valores referidos por

el cuadrado oscuro) (t=28.597, p<0.001).

Por otro lado, en los animales tratados con aceite (barras blancas), la exposicion a la
BBT no promovié cambios adicionales a los provocados por el EC en la expresion del
RNAmM de CRH en el PVN. Mas aun, la SB (barras achuradas) tampoco modificd la
expresion del RNAm de CRH en el PVN. EI ANOVA de dos vias no revelo efecto por
tratamiento (F11,=1.557, ns), tampoco por exposicion a la prueba conductual (F11,=3.275,

ns) ni en la interaccion de factores (F1 1, =3.971, ns).
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Fig. 9 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresion del RNAm de CRH en PVN de ratas Wistar sometidas a estrés croénico. Los datos se
presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de CRH / DNAc de ciclofilina expresado en
porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo alojado en la situacién control
tratado con aceite que no fue expuesto a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca de P; BBT=
Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls
prueba t de Student EC AC No-BBT vs control; “~p<0.001 vs control 100%

En la figura 10 se muestran las concentraciones de corticosterona en suero de animales

expuestos a EC. En los animales tratados con aceite (barras blancas), la exposicion a la BBT
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no modificé los niveles de corticosterona. Por otro lado, la SB (barras achuradas) por si
misma ni sumada al BBT promovi6é cambios en la concentracion de corticosterona en estos
animales. EI ANOVA revel6 que no hubo efecto por tratamiento (F1,=0.795, ns), exposicion

a prueba conductual (F11,=1.130, ns) ni por la interaccion de estos factores (F11,=.0369, ns).
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Fig.10 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresién brusca de progesterona (SB)
sobre la concentracion de corticosterona (ng/ml) en suero de ratas Wistar. Los datos
se presentan como la media + EE de n=4 animales por grupo.
AC=Aceite de Maiz; SB=Supresién Brusca de P; BBT= Burying Behavior test.
ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls.

En la figura 11 se muestra el efecto del EC sobre la expresion del RNAmM de GR en el
hipocampo. Como se puede observar, la expresion del RNAm de GR no se modifico
significativamente en relacion al grupo de la SC, tratado con aceite sin exposicion a la BBT

(valores referidos por el cuadrado oscuro).

En animales de EC tratados con aceite (barras blancas), la BBT increment6 los niveles
del RNAmM de GR en el hipocampo respecto del grupo que no fue sometido a esta prueba
conductual (p<0.05). Por otra parte, la SB (barras achuradas) aumentd la expresion del
RNAmM de GR en esta estructura tanto en animales que no pasaron por la BBT (p<0.05) como
en los sometidos a este reto conductual (p<0.05), siendo el incremento mayor en los animales

con SB + BBT. EI ANOVA de dos vias revelo efecto por tratamiento (F1 9= 6.061, p=0.036),
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por exposicién a prueba conductual (F19=8.468, p=0.017), no asi para la interaccién de

factores (F19=0.701, ns).
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Fig. 11 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresién del RNAm de GR en hipocampo de ratas Wistar sometidas a estrés cronico.

Los datos se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de GR / DNAc de ciclofilina
expresado en porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo alojado en la situacion
control tratado con aceite que no fue expuesto a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresién Brusca de P;
BBT= Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls
prueba t de Student EC AC No-BBT vs control
*p<0.05 vs AC; #p<0.05 vs AC No-BBT; & p<0.05 vs SB No-BBT

En la figura 12 se ilustra la expresion del RNAm de CRH en el hipocampo de los
animales de EC. Se observa que la expresion del RNAm de CRH en animales expuestos a EC
no se modificd significativamente en comparacién con el grupo de la SC tratado con aceite y
sin exposicion a la BBT (valores referidos por el cuadrado oscuro). En los animales de EC
tratados con aceite (barras blancas) no hubo cambios en la expresion del RNAm de CRH en
el hipocampo por exposicion a la BBT. La SB (barras achuradas) tampoco promovid
cambios en la expresion del RNAm de CRH, ni la suma de BBT + SB. EI ANOVA de dos
vias no revelo efecto por tratamiento (Fig= 0.212, ns), ni por exposicion a la prueba

conductual (F1=1.584, ns) y tampoco en la interaccion de factores (F; g=1.358, ns).
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Fig. 12 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresién del RNAm de CRH en hipocampo de ratas Wistar sometidas a estrés cronico.

Los datos se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de CRH / DNAc de ciclofilina
expresado en porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo alojado en la situacion
control tratado con aceite de maiz que no fue expuesto a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion
Brusca de P; BBT= Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls.
Prueba t de Student EC AC No-BBT vs control

Por otro lado, los niveles del RNAm de CRH en PVN de los animales expuestos a
ambiente enriquecido (AE) no fueron detectables bajo las mismas condiciones metodoldgicas

de RT-PCR que se utilizaron para los animales mantenidos en la SC.

En la figura 13 se muestran las concentraciones de corticosterona en suero de
animales expuestos a AE. Como se observa en los animales tratados con aceite (barras
blancas) la exposicion a la BBT aumentd significativamente la concentracion de
corticosterona en relacion a aquellos animales que no pasaron por esta prueba conductual
(p<0.05). En contraste, la SB (barras achuradas) no produjo cambios en los niveles de
corticosterona ni por si misma ni cuando se combino con la BBT. EI ANOVA de dos vias no
mostrd efecto por tratamiento (F11,=0.272, ns) por prueba conductual (F;1,=3.336, ns), pero

si por la interaccion de estos factores (F112=5.220, p=0.041).
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Fig.13 Efecto de la exposicién al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion
brusca de progesterona (SB) sobre la concentracién de corticosterona (ng/ml)
en suero de ratas Wistar expuestas a ambiente enriquecido.

Los datos se presentan como la media + EE de n=4 animales por grupo.
AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca de P; BBT= Burying Behavior test.
ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. # p<0.05 vs AC No-BB1

En la figura 14 se muestra el efecto de la exposicion al AE sobre la expresion del
RNAmM de GR en hipocampo. Como se puede observar, no hubo una disminucion
significativa (30%; t=2.093, ns) en relacion al grupo de la SC tratado con aceite y que no fue

expuesto a la BBT (valores referidos por el cuadrado oscuro).

En animales tratados con aceite (barras blancas), la exposicion a la BBT no promovio
cambios en los niveles del RNAm de GR en hipocampo. Por otra parte, la SB (barras
achuradas) no alter6 la expresion del RNAmM de GR en esta estructura en relacién a los
animales tratados con aceite. Sin embargo, la combinacién de retos, esto es, la exposicion a
BBT mas SB aumento significativamente los niveles del RNAm de GR en el hipocampo en
relacion el grupo tratado con aceite sometido a la BBT (p<0.05) y respecto al grupo de SB sin
BBT (p<0.05). EI ANOVA revel6 los siguientes valores para tratamiento (F;5=5.170,
p=0.053), para exposicion a la prueba conductual (F1s=14.942, p=0.005) y para la

interaccion de factores (F1g = 3.681, ns).
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Fig. 14 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresién del RNAm de GR en hipocampo de ratas Wistar expuestas a ambiente enriquecido.
Los datos se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de GR / DNAc de ciclofilina
expresado en porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo alojado en la situacion
control tratado con aceite de maiz que no fue expuesto a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca
de P; BBT= Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. Prueba t de
Student AE AC No-BBT vs control. *p<0.05; & p<0.05 vs SB No-BBT

En la figura 15 se ilustra la expresion del RNAm de CRH en el hipocampo de
animales expuestos a AE. Se observd una reduccién significativa (60%; t=4.675, p=0.005) en
la expresion del RNAmM de CRH en el hipocampo de animales expuestos a AE al ser
comparados con el grupo de la SC, tratado con aceite sin exposiciéon a la BBT (valores

referidos por el cuadrado oscuro).

Se observa que en animales tratados con aceite (barras blancas) expuestos al AE, la
BBT no afecto la expresion del RNAmM de CRH en el hipocampo. Por otro lado, la SB (barras
achuradas) promovio un aumento en los niveles del RNAmM de CRH al compararse contra el
grupo tratado con aceite sin BBT (p<0.05). EI ANOVA de dos vias revel6 efecto por
tratamiento (F110 =8.671, p= 0.015), no asi por exposicion a prueba conductual (Fy10 =

1.111, ns) ni por interaccion de factores (F1,10 = 0.528, ns).
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Fig. 15 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresién del RNAm de CRH en hipocampo de ratas Wistar expuestas a ambiente enriquecido.
Los datos se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de CRH / DNAc de ciclofilina
expresado en porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo de la situacién control
tratado con aceite de maiz que no fue expuesto a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresién Brusca de P;
BBT= Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls.

Prueba t de Student AE AC No-BBT vs control ~p=0.005 vs control (100%); *p<0.05 vs AC

Efecto de 1a abstinencia a progesterona, el estrés cronico y el ambiente enriquecido

sobre la ansiedad experimental en ratas de la cepa Wistar Kyoto.

En la figura 16 se muestran los resultados referentes a las conductas tipo ansiedad
activas (enterramiento y acicalamiento) registradas en el modelo de BBT en animales a los que
se les indujo la SB o tratados con aceite, sometidos al EC o al AE. Las barras blancas

representan a los animales tratados con aceite y las oscuras a los que fueron sujetos a la SB.

En los animales tratados con aceite (barras blancas) tanto la exposicion al EC (p<0.05)
como al AE (p<0.05) aumentaron las conductas activas respecto al grupo que alojado en la SC.
Por otro lado, la SB (barras oscuras) incrementé la expresion de conductas activas solo en los
animales alojados en la SC al ser comparados contra su propio grupo control tratado con aceite
(p<0.001). EI ANOVA de dos vias no revelo efecto por tratamiento (F;117=1.415, ns) ni por

prueba conductual (F;117= 0.851, ns), pero si por la interaccion de estos factores (F;117=

6.465, p=0.002).
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Fig. 16 Efecto de las diferentes condiciones experimentales y la supresion brusca de
progesterona sobre el tiempo acumulativo de conductas activas (enterramiento y acicalamiento)
evaluadas en la prueba de enterramiento defensivo en ratas Wistar Kyoto.

Los datos se presentan como la media + EE de n=15-18 animales por grupo. AC=Aceite de maiz;
SB=Supresion Brusca; SC= Situacion control EC=Estrés cronico; AE=Ambiente enriquecido.
ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. ***p<0.001; *p<0.05

Conductas Activas (segundos)

En la figura 17 se muestran los resultados referentes a la expresion de las conductas
pasivas tipo ansiedad (inmovilidad y congelamiento) registradas en el modelo de BBT por los
animales tratados con aceite 0 a los que se les indujo la SB que fueron sometidos al EC vy al
AE. En los animales tratados con aceite (barras blancas) se observa que las conductas pasivas
tipo ansiedad aumentaron en condiciones de EC (p<0.05) y se redujeron por la exposicion a

AE (p<0.05) en comparacién al grupo alojado SC.

La SB (barras achuradas) aumento la expresion de las conductas pasivas tipo ansiedad
en el grupo de la SC y de EC (p<0.05). Ademas, el EC exacerbd la expresion de conductas
pasivas inducidas por la SB al ser comparados con el grupo de la SC (p<0.05) y al expuesto a
AE (p<0.05). A suvez, el AE previno el aumento de la ansiedad inducida por la SB y redujo
la expresion de las conductas pasivas al compararse con el grupo de la SC y del EC. El

ANOVA de dos vias reveld efecto por tratamiento (F2117= 8.859, p=0.004) por condicion
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experimental (F,117= 12.458, p<0.001), mas no por la interaccion de estos factores (F2117=

1.600, ns).
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Fig. 17 Efecto de las diferentes condiciones experimentales y la supresién brusca de
progesterona sobre el tiempo acumulativo de conductas pasivas (inmovilidad y congelamiento)
evaluadas en la prueba de enterramiento defensivo en ratas Wistar Kyoto.

Los datos se presentan como la media + EE de n=15-18 animales por grupo. AC=Aceite de maiz;
SB=Supresion Brusca; SC= Situacion control EC=Estrés crénico; AE=Ambiente enriquecido.
ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05

Efecto de la abstinencia a progesterona, el estrés cronico y ambiente enriquecido
sobre la expresiond el R NAmd eC RHen el P VN, sobrel as ¢ oncentraciones d e
corticosterona en suero, RNAm de GR y de CRH en hipocampo como indicadores de la

actividad del eje HHA en ratas Wistar Kyoto.

En la figura 18 se muestra la expresion del RNAm de CRH en el PVN de ratas WKY
alojadas en la SC tratadas con aceite o a las que se les indujo la SB en respuesta a la BBT. En
los animales tratados con aceite (barras blancas) se muestra que la exposiciéon a la BBT
disminuy6 la expresion del RNAmM de CRH en el PVN en relacion al grupo que no fue
expuesto a esta prueba conductual (p<0.05). Por otra parte, se observa que la SB (barras
achuradas) provocé una disminucion del RNAm de CRH en PVN respecto al grupo tratado

con aceite (p<0.05). Al combinar el reto de BBT y SB se presentd un aumento en la
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expresion del RNAm de CRH en PVN respecto al grupo tratado con aceite expuesto a la BBT

(p<0.05). EI ANOVA reveld que no hubo efecto por tratamiento (Fy12 =1.359, ns), pero si

por la exposicion a la prueba conductual (F11,=14.330, p=0.003) y por la interaccion de estos

factores (F11,=26.44, p<0.001).
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Fig. 18 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresién brusca de progesterona
(SB) sobre la expresién del RNAm de CRH en PVN de ratas Wistar Kyoto alojadas en la situacién control.
Los datos se presentan como el valor promedio del cociente del DNAc de CRH / DNAc de ciclofilina
expresado en porcentaje de n= 3-4 animales por grupo. El control 100% corresponde al grupo tratado con
aceite de maiz sin exposicion a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion brusca de P; BBT= Burying

Behavior Test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05

BBT

La figura 19 muestra las concentraciones de corticosterona en el suero de animales de

la SC. Se observa que la exposicion a la BBT no indujo cambios en animales tratados con

aceite (barras blancas) ni en aquellos sujetos a la SB. EI ANOVA de dos vias no revelo efecto

por tratamiento (F110= 1.910, ns), por exposicion a la prueba conductual (Fi10= 0.433, ns) ni

por la interaccion de factores (F1.10=.009, ns).
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Fig.19 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de
progesterona (SB) sobre la concentracion de corticosterona (ng/ml) en suero de ratas Wistar
Kyoto alojadas en la situacién control. Los datos se presentan como la media + EE de n=4
animales por grupo. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca de P; BBT= Burying
Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls.

La figura 20 muestra la expresion del RNAm de GR en el hipocampo de animales de
la SC. En los animales tratados con aceite (barras blancas), la exposicion a la BBT no produjo
cambios en la expresion del RNAmM de GR en el hipocampo. En contraste, la SB (barras
achuradas) provoco una disminucion en el RNAmM de GR respecto el grupo tratado con aceite
sin BBT (p<0.05). EI ANOVA de dos vias revelo efecto por tratamiento (Fy10 = 20.917,
p=0.001), no asi por la exposicion a la prueba conductual (F1i0 = 1.031, ns) ni por la

interaccion de factores (Fy10= 2.746, ns).
300 - Wistar Kyoto

Situacion Control
250 -
R
I 1 AC
—
= 200 rz73 sB
e
€
o
o
@ 150 -
Rl
Qo
E T
S 100 J_
3 T
S * 1
50 A - /?r/
0 /
No-BBT BBT

Fig. 20 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresién brusca de progesterona
(SB) sobre la expresion del RNAmM de GR en hipocampo de ratas Wistar Kyoto alojadas en la situacion
control. Los datos se presentan como el valor promedio del cociente del DNAc de GR / DNAc de ciclofilina
expresado en porcentaje de n= 3-4 animales por grupo. El control (100%) corresponde al grupo tratado con
aceite de maiz sin exposicion a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion brusca de P; BBT= Burying 51

Behavior Test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05



En la figura 21 se ilustra expresion del RNAm de CRH en el hipocampo de animales
de la SC. El grupo tratado con aceite (barras blancas) mostré un aumento en la expresion del
RNAmM de CRH en el hipocampo por la exposicion a la BBT respecto del grupo que no fue
sometido a este paradigma conductual (p<0.05). Por otro lado, la SB (barras achuradas) no
produjo cambios en la expresion del RNAm de CRH en el hipocampo. Los valores del
ANOVA de dos vias no revelaron efecto por tratamiento (F;10=0.00516, ns), pero si por la
exposicion a la prueba conductual (F110=10.549, p=0.009), sin embargo en la interaccion de

factores no se observo efecto (F110= 3.284, ns).
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Fig. 21 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresién brusca de progesterona (SB)
sobre la expresion del RNAm de CRH en hipocampo de ratas Wistar Kyoto alojadas en la situacion control. Los
datos se presentan como el valor promedio del cociente del DNAc de GR / DNAc de ciclofilina expresado en
porcentaje de n= 3-4 animales por grupo. El control (100%) corresponde al grupo tratado con aceite de maiz
sin exposicion a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresién brusca de P; BBT= Burying Behavior Test.
ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05

La figura 22 ilustra la expresion del RNAm de CRH en el PVN de animales sometidos
a EC. Los animales tratados con aceite y que no fueron expuestos a la BBT presentaron una
reduccién significativa (del 40%; t=3.835, p=0.009) en la expresién del RNAmM de CRH en el
PVN con respecto a los animales de la SC con el mismo tratamiento (valores referidos por el

cuadrado oscuro).
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Por otro lado, en los animales tratados con aceite (barras blancas) la exposicion a la
BBT no promovi6 cambios en la expresién del RNAm de CRH en el PVN. Asi mismo, la SB
(barras achuradas) tampoco provocd cambios en los niveles del RNAmM de CRH en esta
estructura.. EI ANOVA de dos vias revelo efecto por tratamiento (F110= 6.993, p=0.025) no

asi por exposicion al reto conductual(F1,10=0.366, ns) ni por la interaccion de factores (F1.10=

0374, ns). Wistar Kyoto
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Fig. 22 Efecto de la exposicién al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresion del RNAm de CRH en PVN de ratas Wistar Kyoto sometidas a estrés cronico. Los datos se
presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de CRH / DNAc de ciclofilina expresado en
porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo alojado en la situacion control tratado
con aceite de maiz que no fue expuesto al BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca de P; BBT=
Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls.

Prueba t de Student EC AC No-BBT vs control; “p<0.05 vs control 100%

En la figura 23 se muestran las concentraciones de corticosterona en el suero de
animales sometidos a EC. En los animales tratados con aceite (barras blancas), la exposicion
a la BBT no modifico los niveles de corticosterona. En contraste, la SB (barras achuradas)
incrementd las concentraciones de corticosterona respecto al grupo tratado con aceite
(p<0.05). En aquellos animales que recibieron la combinacion de BBT mas SB, mostraron
menores niveles de corticosterona en relacion al grupo que s6lo fue sometido a la SB

(p<0.05). EI ANOVA de dos vias reveld efecto por exposicion a la prueba conductual
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(F112= 7.977, p=0.015), no asi por tratamiento (F;1,= 3.551, ns) ni por la interacciéon de

factores (F1,1.=1.969, ns). Wistar Kyoto
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Fig. 23 Efecto de la exposicién al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de
progesterona (SB) sobre la concentracion de corticosterona (ng/ml) en suero de ratas
Wistar Kyoto sometidas a estrés cronico. Los datos se presentan como la media + EE de
n=4 animales por grupo. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca de P; BBT= Burying
Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05

En la figura 24 se muestra el efecto del EC sobre la expresion del RNAm de GR en el
hipocampo de ratas WKY. Como se puede observar, hubo una disminucién significativa (del
40%; t=3.817, p=0.037) del RNAmM de GR en animales sometidos a EC en relacion al grupo

de la SC tratado con aceite sin exposicion a la BBT (valores referidos por el cuadrado

0Scuro).

En animales de EC tratados con aceite (barras blancas), la exposicion a la BBT redujo
los niveles del RNAm de GR en relacién al grupo que no fue probado en este paradigma
conductual (p<0.05). Por otra parte, la SB (barras achuradas) no provoco cambios en la
expresion del RNAm de GR en el hipocampo. EI ANOVA de dos vias reveld efecto por
exposicion a la prueba conductual (Fy10 =5.588, p=0.040), no asi por tratamiento (Fy10 =

2.135, ns) ni en la interaccion de factores (Fy 10 = 0.644, ns).
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Fig. 24 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresion del RNAm de GR en hipocampo de ratas Wistar Kyoto sometidas a estrés cronico.
Los datos se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de GR / DNAc de ciclofilina
expresado en porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo alojado en la situacion
control tratado con aceite de maiz que no fue expuesto a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca
de P; BBT= Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls.

Prueba t de Student EC AC No-BBT vs control. "p<0.05 vs control 100%; #p<0.05 vs AC No-BBT

En la figura 25 se ilustra la expresion del RNAmM de CRH en el hipocampo de ratas
WKY sometidas a EC. Se observa que la exposicion a EC en animales tratados con aceite y
sin exposicion a la BBT, incremento en 150% (t=4.700, p=0.029) la expresion del RNAm de

CRH en el hipocampo en comparacion con el grupo de la SC con el mismo tratamiento.

En los animales de EC tratados con aceite (barras blancas) no hubo cambios en el
RNAmM de CRH en el hipocampo por la exposicién a la BBT ni por la SB (barras achuradas).
El ANOVA de dos vias no revel6 efecto por tratamiento (F1,1,= 0.677, ns), ni por exposicion

a la prueba conductual (F112=0.0308, ns) ni por interaccién de factores (F1,1,=0.0371, ns).
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Fig. 25 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresion del RNAm de CRH en hipocampo de ratas Wistar Kyoto sometidas a estrés crénico.
Los datos se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de CRH / DNAc de ciclofilina
expresado en porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo alojado en la situacion
control tratado con aceite de maiz que no fue expuesto a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion
Brusca de P; BBT= Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls.

Prueba t de Student EC AC No-BBT vs control. *p<0.05 vs control 100%

La figura 26 muestra la expresion del RNAm de CRH en el PVN de animales
expuestos a AE. Los animales de AE tratados con aceite y sin epoxisicion a la BBT
presentaron una reduccién significativa (del 60%; t=9.693, p<0.001) en la expresion del
RNAmM de CRH en el PVN con respecto al grupo de la SC con el mismo tratamiento (valores

referidos por el cuadrado oscuro).

En animales tratados con aceite (barras blancas) la exposicion a la BBT produjo un
incremento en el RNAm del CRH en PVN (t=3.161, p= 0.034). En contraste, la SB (barras
achuradas) no promovidé cambios en la expresion del RNAm de CRH en esta estructura. Los
valores del ANOVA de dos vias fueron para tratamiento (Fi9= 4.865, p=0.05), para
exposicion a prueba conductual (F19= 4.959, p=0.053) y para la interaccion de factores (F1 g

=0.303, ns).
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Fig. 26 Efecto de la exposicién al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresion del RNAm de CRH en el PVN de ratas Wistar Kyoto sometidas a ambiente enriquecido.
Los datos se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de CRH / DNAc de ciclofilina
expresado en porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo alojado en la situacion
control tratado con aceite de maiz que no fue expuesto a la BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca
de P; BBT= Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls.

Prueba t de Student AE AC No-BBT vs control. *p<0.001 vs control 100%, #p<0.05 vs AC No-BBT

En la figura 27 se ilustran las concentraciones de corticosterona en el suero de ratas
WKY expuestas a AE. En los animales tratados con aceite (barras blancas), la exposicion a la
BBT no produjo cambios en los niveles de corticosterona. La SB (barras achuradas) tampoco
modificd la concentracion de este glucocorticoide. Sin embargo, cuando se combind la BBT
y la SB, hubo una disminucion en los niveles de corticosterona en comparacion con el grupo
tratado con aceite sin BBT. EI ANOVA de dos vias no revel6 efecto por tratamiento
(F112=0.00460, ns), por exposicion a la prueba conductual (F;12,=0.298, ns) pero si por la

interaccion de factores (F112= 3.632, p<0.05).
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Fig. 27 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresién brusca de progesterona (SB)
sobre la concentracién de corticosterona (ng/ml) en suero de ratas Wistar Kyoto expuestas a ambiente enriquecido.
Los datos se presentan como la media + EE de n=4 animales por grupo.

AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca de P; BBT= Burying Behavior test.

ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls. *p<0.05

En la figura 28 se muestra el efecto de la exposicion a AE sobre la expresion del
RNAmM de GR en el hipocampo. Como se puede observar, no hubo una disminucion
significativa (t= 0.599, ns) en la expresion del RNAm de GR en animales de AE tratados con
aceite sin exposicion a la BBT en relacion al grupo de la SC con el mismo tratamiento

(valores referidos por el cuadrado oscuro).

En los animales de AE tratados con aceite (barras blancas) no hubo cambios en la
expresion del RNAm de GR en hipocampo por la exposicion a la BBT. Asi mismo, la SB
(barras achuradas) no tuvo efecto sobre los niveles del RNAmM de GR en esta estructura. El
ANOVA de dos vias no revelo efecto por tratamiento (F11,=0.132, ns), por exposicion a

prueba conductal (F;12,=0.454, ns), ni por interaccion de factores (F 12 = 0.389, ns).
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Fig. 28 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresién del RNAm de GR en hipocampo de ratas Wistar Kyoto expuestas a ambiente enriquecido.
Los datos se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de GR / DNAc de ciclofilina
expresado en porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo alojado en la situacion
control tratado con aceite de maiz que no fue expuesto al BBT. AC=Aceite de Maiz; SB=Supresion Brusca
de P; BBT= Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc Student Newman Keuls.

Prueba t de Student AE AC No-BBT vs control.

En la figura 29 se ilustra la expresion del RNAm de CRH en el hipocampo de ratas
WKY expuestas a AE. Se observa que la exposicibn a AE produjo un incremento
significativo (del 58%; t=4.660, p=0.016) en la expresion del RNAm de CRH al compararse
con el grupo de la SC, tratado con aceite de maiz y sin exposicion a la BBT (valores referidos

por el cuadrado oscuro).

En los animales de AE tratados con aceite (barras blancas), la exposicion a la BBT
disminuyo la expresion del RNAmM de CRH en hipocampo con respecto al grupo que no fue
probado en dicho paradigma conductual (p<0.05). Por otro lado, la SB (barras achuradas)
aumento los niveles del RNAm de CRH en el hipocampo con respecto a los animales tratados
con aceite (p<0.001), independientemente de si fueron probados en la BBT o no. El ANOVA
de dos vias revel0 efecto por tratamiento (F;12,=29.956, p<0.001), por exposicion a la prueba

conductual (F112,=18.154, p=0.001), no asi para la interaccion de factores (F12=1.339, ns).
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Fig. 29 Efecto de la exposicion al enterramiento defensivo (BBT) y la supresion brusca de progesterona (SB)
sobre la expresion del RNAm de CRH en hipocampo de ratas Wistar Kyoto expuestas a ambiente
enriquecido. Los datos se presentan como el valor promedio del cociente de DNAc de CRH / DNAc de
ciclofilina expresado en porcentaje de n= 3-4 por grupo. El control (100%) corresponde al grupo alojado en la
situacion control tratado con aceite de maiz que no fue expuesto a la BBT. AC=Aceite de Maiz;
SB=Supresion Brusca de P; BBT= Burying Behavior test. ANOVA de dos vias. Post hoc
Student Newman Keuls. Prueba t de Student AE AC No-BBT vs control.
~p<0.05 vs control 100%, **p<0.001; # p<0.05 vs AC No-BBT; & p<0.05 vs AC BBT

Efecto del a abstinencia a progesterona, eles trés ¢ ronico y el am biente
enriquecido sobre la latencia de enterramiento, exploraciones al el ectrodo, nimero de
choques y erguimientos enla prueba de en terramiento defensivo en ratas W istar y
Wistar Kyoto

En la tabla 6 se muestran los resultados para latencia de enterramiento, exploraciones
al electrodo, numero de choques y erguimientos registrados en la prueba de enterramiento.
No se obtuvieron diferencias significativas por tratamiento, por condicion ni por la
interaccion de factores en los parametros conductuales mencionados. Los valores de los

ANOVASs de dos vias se muestran en la tabla 7.
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Latencia de enterramiento

Wistar WKY
Tx AC SB AC SB Tx
Cond Cond
SC 57.33+8.76 67.50 + 8.20 302.05 +56.43 |192.30 + 53.22 SC
EC 79.46 +17.21 88.00 + 16.89 195.30 + 52.82 |285.15 £ 54.72 EC
AE 53.00 £11.43 61.94 £ 9.60 194.05 £43.58 |218.57+51.05 AE
Exploraciones al electrodo
SC 9.09 £1.09 8.44 £ 0.99 8.45+0.81 1045+ 1.32 SC
EC 6.86 £ 0.81 10.13 + 1.54 11+1.25 9.20+0.76 EC
AE 9.26+1 10.73 £ 0.958 10.76 £ 1.50 11.61+1.12 AE
Numero de choques
SC 3.90 £0.41 455+ 0.66 2.4+0.29 2.6 +0.38 SC
EC 3.80£0.42 453+0.42 3.4+0.43 3.15+0.47 EC
AE 4.26 +0.54 4.47+0.52 2.57+0.37 3.42+0.34 AE
Erguimientos
SC 1552 £1.73 13.88 £ 1.63 10.65+1.01 12.05+1.26 SC
EC 16.46 £ 1.45 17.33£2.03 12.60 £ 1.07 11.05 + 1.86 EC
AE 16.66 + 0.88 16.68 £ 1.31 12.47 £1.26 10.33+£1.03 AE

Tabla 6. Efecto de las diferentes condiciones experimentales y la supresion brusca de progesterona sobre la latencia de

enterramiento, exploraciones al electrodo, nimero de choques y de erguimientos registrados en la prueba de enterramiento
defensivo. Los datos se presentan como la medias + el EE. ANOVA de dos vias. WKY=Wistar Kyoto, Tx=Tratamiento,
AC=Aceite de maiz, SB=Supresion brusca de progesterona, Cond=Condicién experimental, SC=Situacién control, EC=

Estrés Crénico, AE=Ambiente enriquecido.
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Parametro Tratamiento Condicion Interaccion de factores
conductual
Wistar WKY Wistar WKY Wistar WKY
Laten(”a de Fl, 97=0.89, ns F1,97: 0.001, F2'g7 =2.54,ns F 207= 0.35, ns F2,97: .002, ns F2v97:1.88, ns
enterramiento ns
ExploraC|0neS al F1'g7 =2.30, ns Fl, 97=0.13, ns F2'g7 =1.04, ns F2,97 =1.14,ns F2,97: 1.61, ns F2,97=1.36, ns
electrodo
N[:]mero de choques Fl, 7= 1.55, ns F 1,97= 0.71, F 2,97 0.07, ns F2,97 =1.99, ns F2,97: 0.14, ns F2,97=1.02, ns
ns
Ergu|m|entos Fl, 7= 1.09, ns Fl, 97=0.53, ns F2,97: 0.98, ns F2,97: 0.08, ns F2,97: 1.93, ns F2,97=1.08, ns

Tabla 7. Resultados arrojados por el ANOVA de dos vias del efecto del tratamiento (AC vs SB) y la condicion
experimental (SC, EC y AE) sobre la latencia de enterramiento, exploraciones al electrodo, nimero de choques y
erguimientos registrados en la prueba de enterramiento defensivo en ratas Wistar y WKY. AC=Aceite de maiz,
SB=Supresion brusca de progesterona, SC=Situacion control, EC= Estrés Crénico, AE=Ambiente enriquecido,
WKY =Wistar Kyoto, ns= no significativo.

Efecto dela abstinencia a progesterona, el es trés cronico (EC) y el ambiente
enriquecido (AE) sobre el numero de cuadros cruzados en la prueba de campo abierto
de ratas Wistar y Wistar Kyoto

En la tabla 8 se muestra que ninguna de las manipulaciones modificé el nimero de
cuadros cruzados registrado en la prueba de campo abierto. EI ANOVA de dos vias para la
cepa Wistar no revel6 diferencias por tratamiento (F 1 ¢;=1.78, ns), por condicion (F 297=
2.26, ns) ni por la interaccion de estos factores (F ,97=2.81, ns). Para la cepa WKY, el
ANOVA de dos vias no revel6 efecto condicién (F ;= 3.16, p=0.09), por tratamiento (Fy,

97=0.34, ns) ni por la interaccion de factores (F ,,47=0.88, ns) (tabla 8).

Wistar WKY
Tx |AC SB AC SB Tx
Cond Cond
SC 23.87+2.70 18.26 £ 2.19 19.12 +£ 2.06 18.22 £2.77 SC
EC 19.14 +2.38 18.12 £1.90 16.44 +2.34 16.00 £ 2.10 EC
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AE

22.37+3.34

24.50 £2.25

22.00 + 1.67

23.55+2.34

AE

Tabla 8. Efecto de las diferentes condiciones experimentales y la supresion brusca de progesterona sobre el nimero de
cuadros cruzados en la prueba de campo abierto. Los datos se presentan como la medias + el EE. WKY=Wistar Kyoto,
Tx=Tratamiento, AC=Aceite de maiz, SB=Supresion brusca de progesterona, Cond=Condicion experimental, SC=Situacién

control, EC= Estrés Crénico, AE=Ambiente enriquecido.
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Capitulo 6

Discusion

Los principales resultados del presente trabajo se pueden resumir de la siguiente
manera:

1. La supresion brusca de progesterona incrementd la conducta tipo ansiedad en
ambas cepas de ratas.

2. El estrés cronico increment6 la conducta de ansiedad inducida por la supresion
de progesterona en ambas cepas y en WKY, la exacerbd respecto de la situacion control.

3. El ambiente enriquecido previno el incremento de la conducta tipo ansiedad en
ambas cepas de ratas.

4. La supresion brusca de progesterona incrementé el RNAmM de CRH en el PVN y
disminuyé el RNAm de GR en hipocampo en la cepa Wistar. En las WKY, la supresion
brusca de progesterona redujo la expresion del RNAm de CRH en el PVN ambas vy el
RNAmM de GR en hipocampo en el grupo sin exposicion al enterramiento defensivo.

5. El estrés crénico no modifico la expresion del RNAm de GR en ratas Wistar y
la disminuyé en ratas WKY. Ademas, produjo efectos contrarios en la expresion del
RNAmM de GR entre cepas en respuesta al reto conductual y hormonal. Esto es, aumentd en
la cepa Wistar por la exposicion al enterramiento defensivo y la supresion brusca de
progesterona. En contraste, la SB no lo modifico el RNAm de GR en la cepa WKY pero lo
disminuyd en respuesta al enterramiento defensivo.

6.- El ambiente enriquecido facilito la respuesta del eje HHA al aumentar la
concentracion de corticosterona en respuesta al enterramiento defensivo y al incrementar el
RNAmM de CRH del hipocampo por la supresion brusca de progesterona, en ratas Wistar.

7.- En la cepa WKY, el ambiente enriquecido disminuy6 la expresién del RNAm de

CRH en PVN, pero promovio la respuesta del eje HHA mediante el aumento del RNAm de
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CRH en PVN ante el enterramiento defensivo y en el hipocampo por la supresion brusca
de progesterona. Asi mismo, promovié la disminucion de los niveles de corticosterona
circulante ante la combinacion del reto conductual (BBT) y la supresion brusca de
progesterona. Finalmente, el ambiente enriquecido previno la disminucién en la expresion

del RNAm de GR en hipocampo provocada por la supresion brusca de progesterona.

Efecto de 1 a abstinencia a progesterona, el estrés cronico (EC)y ambiente

enriquecido (AE) sobre la ansiedad experimental en ratas Wistar.

De manera general, la cepa Wistar tiende a manifestar la ansiedad preferentemente
mediante conductas activas (Casarrubea et al., 2013; Langen y Dost, 2011; Rex et al.,
2004) en vez de pasivas, de ahi que estos animales mostraran mayor tiempo de
comportamientos activos en la prueba de enterramiento defensivo y que no se observaran
cambios posteriores por las diferentes condiciones experimentales y por la supresion
brusca de progesterona sobre las conductas pasivas.

Por otro lado, la supresion brusca de progesterona incremento la conducta ansiosa
en la cepa de ratas Wistar, lo cual concuerda con lo reportado por otros grupos utilizando
animales intactos (Gallo y Smith, 1993) y ovariectomizados (Saavedra et al., 2006) en el
modelo de enterramiento defensivo.

El estrés cronico per se no incrementd la ansiedad en esta cepa, sin embargo parece
facilitar el aumento en las conductas tipo ansiedad inducido por el reto hormonal. Este
resultado fue inesperado ya que diversos estudios muestran que la exposicion prolongada
al estrés crénico variable puede incrementar la expresion de emocionalidad,
comportamientos ansiosos y depresivos en roedores (Tejani-Butt et al., 1994; Tonissaar et
al., 2008), situacion que no se observé en el presente estudio. Lo anterior podria deberse a

65



algunas diferencias metodoldgicas, particularmente en la prueba de ansiedad utilizada y su
sensibilidad. En un estudio previo se reporta que después de haber sometido a los animales
a estrés cronico, su exposicion a la prueba de enterramiento defensivo no se tuvo efecto Sin
embargo, al realizar una prueba adicional para evaluar la conducta tipo ansiedad (novelty
suppressed feeding test), fue posible detectar un aumento en este comportamiento en los
animales estresados. El resultado reportado en el modelo de enterramiento defensivo fue
similar al encontrado en el presente trabajo donde la exposicion a EC no alterd la conducta
tipo ansiedad en el mismo modelo (Roth et al., 2012). Por lo anterior, es factible considerar
que el modelo de enterramiento defensivo quiza no representa un paradigma conductual
adecuado para detectar los efectos del EC sobre la conducta tipo ansiedad en la cepa

Wistar. Estudios posteriores podrian confirmar esta propuesta.

La exposicion al AE redujo la conducta tipo ansiedad y previno el aumento en esta
conducta inducido por la supresién brusca de progesterona. Este resultado concuerda con
estudios previos, los cuales han mostrado que el AE reduce conductas relacionadas con
estados ansiosos y depresivos (Benaroya-Milshtein, 2004; D’Andrea et al., 2010;
Rosenfeld y Weller, 2012). Sin embargo, este es el primer reporte donde se observa que
previene el aumento en la conducta tipo ansiedad en respuesta a un reto hormonal como la
supresion brusca de progesterona. Por lo anterior, es factible decir que el AE podria
representar una herramienta no farmacolégica efectiva para la contencion de la ansiedad
inducida por abstinencia a progesterona. A pesar de que aun no se ha esclarecido el
mecanismo por el cual el AE ejerce efectos benéficos sobre el comportamiento de los
animales, se sugiere que esta condicién de alojamiento contribuye a cambios en la
plasticidad neuronal que proporcionan herramientas de contencion conductual que reducen

la respuesta a retos estresantes (Castren et al., 2007).
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En el presente trabajo se evalud la respuesta de varios componentes del eje HHA
ante la supresion brusca de progesterona como una primera aproximacion al estudio de los
mecanismos involucrados en la regulacion de la conducta tipo ansiedad en diferentes

condiciones experimentales.

Efecto de la abstinencia a progesterona, el es trés cron ico (EC) y am biente
enriquecido (AE) sobre la expresion del RNAm de CRH en el PVN, corticosterona en
suero, RNAm de GRy RNAm de CRH en hipocampo como indicadores de la actividad

del eje HHA en ratas Wistar.

La supresion brusca de progesterona incremento la expresion del RNAm de CRH
en el PVN de ratas Wistar. Estudios previos muestran que en respuesta a diversos
estresores como la exposicion al BBT (Gutierrez-Mariscal et al., 2008) y la separacién
materna (Dent et al., 2000), ambos estresores psicogénicos (que alteran la emocionalidad
pero que no comprometen la integridad fisica del animal), se incrementa la expresion del
RNAmM de CRH en el PVN. Mas aln, ante un reto que produce cambios a nivel fisiologico
como la abstinencia a opioides (Nunez et al., 2007) y alcohol (Silva et al., 2002) se observa
un aumento en la expresion génica de CRH en PVN. Lo anterior permite sugerir que el
reto hormonal por si mismo constituye un estresor capaz de inducir la transcripcion del gen
de CRH en el PVN, lo que podria ser un indicador de la activacion del eje HHA (Herman
et al., 2016). Asi mismo, en otros estudios se ha demostrado que en una situacion
endocrina similar, como el periodo post-parto, se observa la misma respuesta en ratas (da
Costa et al., 2001). Una posible explicacion al incremento del RNAmM de CRH en el PVN
podria ser que la disminucién drastica de hormonas gonadales, simulada por la supresion

hormonal, produzca la reduccion de los niveles de neuroesteroides como la
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alopregnanolona (ALO), pues se ha demostrado que la ausencia de ALO en ratas gestantes
aumenta la expresion del RNAm de CRH en el PVN, mientras que la presencia de ALO la
reduce (Brunton et al., 2009). Otros estudios muestran que la ALO inhibe la activacion del
eje HHA al disminuir los niveles de corticosterona en respuesta al estrés (Barbaccia, Serra,

Purdy y Biggio, 2001).

En relacion a los niveles de corticosterona, no se observaron cambios por la
exposicion a la prueba conductual, ni por supresion brusca de progesterona en ratas Wistar.
Dado el estrés que supone el enterramiento defensivo (Roth et al., 2012), asi como el reto
hormonal por supresion brusca de progesterona (Islas-Preciado et al., 2016; Saavedra et al.,
2006), se esperaria un aumento en los niveles de corticosterona; sin embargo, es probable
que esto no se haya observado debido a que la ovariectomia (OVX) per se produce un
incremento en las concentraciones de este glucocorticoide (Vega-Rivera et al., 2013). Mas
aun Vega-Rivera et al., (2013) reportaron que la exposicion al paradigma de Nado
Forzado, considerado como un estresor fuerte (Kirby et al., 1996), eleva los niveles de
corticosterona al doble de lo observado en animales control. Por lo tanto, es probable que
la exposicion al enterramiento defensivo y la supresion de progesterona no fueran lo
suficientemente fuertes para provocar un efecto mayor al que provoco la OVX. Otra
posibilidad para explicar este hallazgo, es que en estudios previos se ha reportado que el
aumento de corticosterona sigue un curso temporal que alcanza su pico maximo alrededor
de 30 minutos posteriores a la exposicion al estrés (Muir y Pfister, 1987). En nuestros
experimentos el sacrificio se realizé a los 60 minutos, lo que deja abierta la posibilidad de
no haber detectado el incremento de corticosterona debido al tiempo de sacrificio.

La exposicion a la prueba de enterramiento defensivo no provocé cambios en la

expresion del RNAm de receptores a GR en ratas Wistar. En contraste, se ha reportado una
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disminucion en los niveles del RNAm de GR en hipocampo por la exposicion al paradigma
de Nado Forzado (Calvo, et al., 2011). Es posible que las diferencias observadas en el
presente trabajo con respecto al reporte de Calvo et al. (2011) en la expresién del RNAm
GR, estén relacionadas al estresor que se aplico, su intensidad y duracién (Chrousos,
2007). En este sentido, es probable que la prueba de enterramiento defensivo no sea un
estimulo cuya intensidad sea capaz de modificar la expresion del RNAm de GR en esta

cepa.

En contraste, la supresion brusca de progesterona redujo la expresion del RNAm de
GR en el hipocampo, sugiriendo que el reto hormonal si es capaz de modular la expresion
génica de GR. Estudios previos muestran que la ovariectomia causa un decremento en los
niveles hipocampales del RNAmM de GR (Patchev y Almeida, 1996). En nuestro estudio se
utilizaron hembras OVX, lo que lleva a considerar que de manera basal se tendrian niveles
bajos de RNAmM de GR. Una limitante del presente estudio es que no se incluyeron
animales intactos, por lo que no es posible corroborar si la OVX perse reduce la
expresion del RNAm de estos receptores. Sin embargo, ain en esta condicion de OVX, el
reto hormonal redujo los niveles del RNAmM de GR en relacion al grupo tratado con aceite,
lo que confirma que los niveles de hormonas esteroides modulan la transcripcion de los
genes de GR. Lo anterior se apoya en el hecho de que la disminucion del RNAm de GR
observada en animales OVX se revierte cuando se administra estradiol mas progesterona
en dosis que simulan condiciones fisiol6gicas (Patchev y Almeida, 1996; Patchev et al.,
1996). Mas aun, dado que niveles altos de la proteina de GR se relacionan con el control
eficaz de la respuesta del eje HHA (de Kloet et al., 1998), entonces la disminucion del
RNAmM de este receptor en respuesta a la supresion brusca de progesterona podria

traducirse en la disminucion de la proteina y por lo tanto, en un control deficiente de la
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respuesta al estrés. A partir de nuestros datos no es posible corroborar esta propuesta, por

lo que estudios posteriores contribuiran a afirmar dicha hipétesis.

Por otra parte, los resultados obtenidos en la expresién del RNAmM de CRH en el
hipocampo, mostraron que la supresion brusca de progesterona disminuye el RNAm de
este péptido. Debido a que la ausencia de neuroesteroides provoca una regulacién a la alta
de algunos componentes del eje HHA como el CRH del PVN, la AVP y la corticosterona
(Girdler, et al., 2007; Patchev y Almeida, 1996; Patchev, et al., 1996), se esperaria un
aumento del RNAm de CRH en el hipocampo en los grupos sometidos a la supresion
brusca de progesterona, sin embargo esto no se observd. Es notable que nuestros datos
coinciden con los de los estudios de Patchev y Almeida y de Patchev et al (1996) en
relacién a la expresion del RNAm de GR, mas no en los resultados del RNAmM de CRH en
hipocampo. Esta discrepancia podria deberse a que los GR y la CRH en el hipocampo no
son modulados por las hormonas gonadales de la misma manera y que el efecto sobre la
expresion del RNAm de CRH podria ser dependiente del tiempo post-OVX, ya que los
autores mencionados midieron la expresion del RNAm 6 dias post-OV X en tanto que en el
presente trabajo se hizo 21 dias después de la OV X. De acuerdo a nuestros datos, el RNAmM
de GR en hipocampo y el RNAmM de CRH del PVN son sensibles al reto hormonal, lo que
contrasta con la falta de efecto sobre el RNAmM de CRH del hipocampo. Estudios

especificos permitiran corroborar esta propuesta.

Por otra parte, la exposicion a EC provocé una disminucion aproximada del 80% de
la expresion del RNAm de CRH en PVN con respecto a la expresion de los animales
alojados en SC, tratados con aceite que no fueron evaluados en el enterramiento defensivo,

lo que sugiere que la regulacién de este punto del eje HHA esta atenuada. En apoyo a esto,
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la supresion brusca de progesterona no provocO cambios en la expresion del RNAm de
CRH en PVN como se hubiera esperado, dado lo observado en animales alojados en
situacion control en donde se presenté un aumento en el RNAm de CRH en el PVN por el
reto hormonal, sugiriendo la desregulacion de la respuesta al estrés en condiciones de
estrés cronico. Esto podria explicarse con datos previos en los que se ha sefialado que la
exposicion prolongada a estrés reduce la expresion de la proteina de CRH al tiempo que se
incrementa la AVP, como consecuencia de un cambio adaptativo para compensar la
respuesta al estrés (Aguilera, et al., 2008; Volpi, et al., 2004). En apoyo a esta propuesta, se
ha observado una disminucion en la expresion del RNAm de CRH y un aumento del
RNAmM de AVP en el PVN ante el estrés crénico por restriccion de espacio (Ma y
Lightman, 1998) y en respuesta a un estresor novedoso en ratas habituadas a la restriccion
(Ma, Lightman y Aguilera, 1999). La evidencia anterior nos permite sugerir que la
reduccion del RNAm de CRH en PVN observada en el presente trabajo es consecuencia de
un cambio adaptativo que podria reflejarse en un aumento en los niveles del RNAmM de
AVP. Una limitante del presente trabajo es que no se realizd la medicion de este
parametro, por lo que se necesitan experimentos adicionales que permitan corroborar lo
sugerido.

Respecto al RNAmM de GR en el hipocampo, el estrés crénico redujo su expresion
en relacion a lo observado en animales en SC tratados con aceite y no expuestos al
enterramiento defensivo. Este resultado coincide con datos previos de la literatura (Herman
et al., 1995; Paskitti et al., 2000). Al someter al animal a un estresor adicional (el reto
conductual por enterramiento defensivo y el reto hormonal por supresion brusca de
progesterona), se produjo un aumento en el RNAm de GR contrario a lo observado en los
animales sometidos a la situacion control, en donde la supresion brusca de progesterona

redujo la expresion del RNAmM de GR en el hipocampo. Méas aun, el grupo que recibid
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ambos estresores adicionales (enterramiento defensivo mas supresion brusca de
progesterona) mostrd mayor expresion del RNAm de GR en relacién a los otros grupos. El
hecho de que en animales estresados cronicamente se observara un incremento del RNAmM
de GR en respuesta al estresor conductual y al hormonal sugiere que la condicién
experimental facilita los cambios en la expresidon génica de estos receptores. Un estudio
previo que podria apoyar este resultado, tomando en cuenta las diferencias en la evaluacion
de la expresion de GR (numero de receptores vs RNAm en el presente trabajo), reporté que
en animales expuestos a estrés crénico y posteriormente a un estresor psicogénico (la
prueba de laberinto en cruz), hubo un aumento en la expresion de GR (Furay, Bruestle y
Herman, 2008) al tiempo que disminuyd la corticosterona circulante, sugiriendo que se
restablecio la funcionalidad del receptor y la inhibicion del eje adrenal (Furay, Bruestle y
Herman, 2008). Sin embargo, en nuestras condiciones experimentales, las concentraciones
de corticosterona no cambiaron respecto al grupo alojado en SC y tampoco se observaron
cambios en los animales expuestos a EC y sometidos posteriormente a la prueba
conductual o a la supresion brusca de progesterona. Esta discrepancia podria explicarse al
considerar los tiempos en los que fueron sacrificados los animales. En el caso del reporte
de Furay, Bruestle y Herman (2008) el sacrificio se realiz6 a los 30, 60 y 180 min
posteriores a la exposicion al estresor y el descenso en los niveles de corticosterona lo
encontraron a los 180 min, en contraste, en el presente trabajo el sacrificio se realiz6 a los
60 min. Es posible que debido al tiempo de sacrifico no se hayan detectado los cambios en
los niveles de corticosterona.

A su vez, el EC disminuy6 la expresion del RNAm de CRH en hipocampo en
relacién al grupo alojado en SC con aceite de maiz y no sometido al enterramiento
defensivo, y no se observo un efecto adicional en respuesta al reto de enterramiento

defensivo 6 a la supresion brusca de progesterona, lo que sugiere un aplanamiento de la
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respuesta de CRH en hipocampo. Entonces, el hecho de que la expresién del RNAm de
CRH hipocampal no se modificara con los retos por enterramiento defensivo y supresion
brusca de progesterona posteriores al protocolo de EC sugiere que este componente del eje
pudo verse afectado en su funcionalidad por la previa exposicion a estrés crénico. Mas aun,
el hecho de que no se observara cambio en los niveles de corticosterona podrian apoyar
esta propuesta, basandonos en la hipotesis del ‘aplanamiento’ en la respuesta del eje HHA
ante el estrés cronico, en la cual el eje no puede responder ante estimulos estresantes
posteriores, haciendo su regulacion inefectiva, lo que conlleva a patologias como la

ansiedad (de Kloet et al., 2005).

Es importante notar que mientras la expresion del RNAm de CRH del hipocampo
parece reducirse por el estrés cronico, la expresion del RNAm de GR de la misma area esta
aumentada. Este incremento podria ser una respuesta contrarreguladora del organismo
para mantener el control inhibitorio del eje (Makino et al., 2001) y que podria traducirse en
la ausencia de cambio en los niveles de corticosterona, hecho que se observa en el presente
trabajo en condiciones de estrés cronico. Es factible considerar que la regulacion de GR en
el hipocampo se vuelve prioritaria para devolver la homeostasis al organismo mediante la
inhibicién del eje HHA. A partir de nuestros datos no es posible formular una conclusion,

por lo que se requiere de estudios especificos que nos permitan corroborar esta hipotesis.

Por otro lado, bajo las condiciones estandarizadas de la técnica RT-PCR para la
situacion control y estrés crénico, no fue posible detectar la expresion del RNAm de CRH
en el PVN en animales expuestos al protocolo de ambiente enriquecido. Es posible que
esto se deba a que el ambiente enriquecido disminuyo la expresion del RNAmM de CRH, de

tal manera que no fue posible detectarlo en la semi-cuantificaciébn por RT-PCR. Es
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importante sefialar que si los valores de expresion del RNAm hubieran sido més elevados
que en la situacion control, se hubiera podido semi-cuantificar por la intensidad de la
banda en el gel, por lo que es posible descartar un incremento en la expresién del RNAm
de CRH en el PVN. El hecho de que en las mismas condiciones experimentales se haya
detectado el RNAmM de CRH en otros grupos y en la cepa WKY sometida al protocolo de
ambiente enriquecido, permite considerar que en efecto el ambiente enriquecido redujo el
RNAmM de este neuropéptido en el PVN en la cepa Wistar. Nuestros datos contrastan con
estudios previos en los que no se observan cambios en la expresién del RNAmM de CRH en
el PVN en respuesta al ambiente enriquecido en animales previamente estresados por
separacién materna (Francis et al., 2002) o por el reto de derrota social (McQuaid et al.,
2013) cuyos niveles del RNAm de CRH son detectables. Es posible entonces, que la
exposicion previa al estrés en esos trabajos haya cancelado el efecto del ambiente
enriquecido en este punto de regulacion del eje. Diversos estudios muestran que el
ambiente enriquecido parece ser benéfico para la actividad de algunos componentes del eje
HHA al reducir los niveles circulantes de ACTH y de corticosterona (Welberget al., 2006:
Du et al., 2012; Novak et al., 2013). En concordancia a estos hallazgos, nuestros resultados
muestran que la exposicion al ambiente enriquecido disminuye los niveles de
corticosterona en relacién con el grupo de SC.

La supresién brusca de progesterona provocé una tendencia en el aumento de los
niveles de corticosterona y la exposicion al enterramiento defensivo los elevd
significativamente en los animales del ambiente enriquecido. Es importante recordar que la
coritcosterona es considerada un indicador importante de la activacion del eje HHA
(Gunnar y Quevedo, 2007) y se asume que mayores niveles de corticosterona reflejaran
mayor estrés, y viceversa (Natelson et al., 1988; Jarcho et al., 2016). Sin embargo, este

supuesto ha de ser considerado con algunas reservas. Por ejemplo, el hecho de que
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aumenten los niveles circulantes de glucocorticoides también podria hacer referencia a una
buena respuesta del eje HHA ante el estrés (Barnum et al., 2007). En este sentido, el
aumento en los niveles de corticosterona en respuesta a la supresion brusca y al
enterramiento defensivo en los animales expuestos a ambiente enriquecido, podria ser
indicador de una respuesta funcional del eje que favoreceran la conducta adaptativa en el
individuo, lo cual podria estar asociado con la reduccion de la ansiedad observada en los

animales expuestos al ambiente enriquecido en el presente estudio.

La expresion del RNAm de GR se incrementd cuando se combiné el reto
conductual con el hormonal en los animales expuestos al AE. Nuestros resultados
coinciden con un estudio previo que reporta que el ambiente enriquecido incrementd los
niveles de GR incluso después de someter a los animales a estrés crénico y, a su vez,
redujo la conducta de inmovilidad en el Nado Forzado (Zanca et al., 2015). Si bien en el
reporte de Zanca et al. (2015) se evaluo la expresion de la proteina y en el presente estudio
el RNAm de GR, los resultados van en linea con la propuesta de que el ambiente
enriquecido podria facilitar un mecanismo protector al aumentar la expresion de GR en el
hipocampo (Fox et al., 2006; Lehmann y Herkenham, 2011) y proporcionar un mecanismo

de retroalimentacion efectiva que permita una mejor contencion del estrés.

En general, la expresion del RNAm del CRH en el hipocampo disminuyé con el
ambiente enriquecido en comparacion a los animales sometidos a SC, tratados con aceite y
no expuestos al enterramiento defensivo. Nuestros hallazgos concuerdan con estudios
previos en donde se muestra que la exposicidén a AE disminuye la expresion del RNAm de
CRH en el hipocampo (Wang et al., 2014) asi como de la proteina (Korbey, Heinrichs y

Leussis, 2008; Wang et al., 2014), en animales sometidos a diferentes estresores antes que
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al enriquecimiento ambiental. Por otro lado, el hecho de que la supresién brusca de
progesterona incrementara el RNAm del CRH en el hipocampo parece contrario a lo
esperado. Sin embargo como se discutid previamente, el aumento observado podria
deberse a que esta manipulacion esta favoreciendo la respuesta del eje HHA y en
consecuencia promueve la disminucion de la conducta ansiosa. Se sabe que el hipocampo
juega un papel importante en la adaptacién funcional al estrés y para ello es necesario que
el CRH mantenga una regulacion dosis, tiempo-dependiente adecuada para modular
procesos cognitivos y fortalecer la plasticidad sinaptica (Maras y Baram, 2012). En apoyo
a esto, Wang et al., (2014) report6 una mejoria en el rendimiento en la prueba de laberinto
acuatico de Morris y en la prueba de reconocimiento de objetos al tiempo que disminuye la
expresion de la proteina de CRH en el hipocampo, aportando evidencia de los efectos
positivos del ambiente enriquecido en la regulacion de CRH y las conductas de aprendizaje

que develan un proceso adaptativo (Wang et al., 2014).

Efecto de 1 a abstinencia a progesterona, el estrés cronico (EC)y ambiente

enriquecido (AE) sobre la ansiedad experimental en ratas WKY.

La supresion brusca de progesterona incremento la conducta tipo ansiedad en ratas
WAKY, una cepa considerada vulnerable al estrés (Paré y Redei, 1993). Estos resultados
aportan evidencia de que esta cepa, al igual que la Wistar, es sensible a estresores
fisioldgicos, en este caso la supresion de progesterona (Islas-Preciado et al., 2016). Un dato
que refuerza lo sefialado es un reporte previo que muestra que en hembras WKY, el
ambiente hormonal que se establece durante la pubertad induce cambios transcripcionales
en algunos genes por ejemplo la peptidasa especifica de ubiquitina 40 (USP40) o

subunidad 26s reguladora de proteasa (PSM6) que pueden precipitar la aparicion de
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conductas tipo ansiedad en la etapa adulta (Mehta et al., 2013). En este sentido, es posible
sugerir que mediante retos al entorno hormonal, como la supresién de brusca

progesterona, se puede exacerbar la expresion de conductas tipo ansiedad.

Bajo las condiciones de estrés cronico utilizadas en el presente trabajo se pudo
observar un incremento en la ansiedad activa en relacion al grupo que permanecié en
alojado en SC, lo que sugiere que este protocolo induce la expresion de conductas activas
en el modelo de ansiedad en una cepa que suele ser proclive a la manifestacion de ansiedad
a través de la expresion de comportamientos pasivos (Paré, 1993). Por otro lado, la
exposicion al estrés crénico aumentd la conducta pasiva tipo ansiedad y este resultado
concuerda con lo reportado por Roman et al., (2004), quienes también reportaron un
aumento de la ansiedad experimental utilizando el modelo de campo abierto, después de la
exposicion a estrés crénico en ratas macho WKY.

Por otra parte, la supresion brusca de progesterona exacerbd la expresion de la
ansiedad mediante conductas pasivas, mas no activas, en animales sometidos a estres
cronico. Dado que el estrés cronico favorecid la manifestacion de conductas activas es
factible considerar que la combinacion de retos (estrés cronico mas supresion brusca de
progesterona) promuevan un aumento en la conducta tipo ansiedad que lleve al animal a
regresar a expresarla principalmente a traves de conductas pasivas, lo que ha sido
considerado como indicador de menor capacidad de adaptacion de los animales al estrées
(Roth et al., 2012). Esto permite sugerir que en condiciones de estrés cronico, las WKY

son mas vulnerables al estrés.

De manera interesante, el AE provoco el incremento de las conductas activas en el

modelo de ansiedad, al igual que lo observado en el EC. Sin embargo, es importante notar
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que el AE redujo la ansiedad pasiva en relacién al EC y la SC y aunado a esto, previno el
aumento en la conducta tipo ansiedad inducida por la abstinencia a progesterona. Tomando
de manera integral lo anterior, es posible sugerir que el ambiente enriquecido puede
contribuir al desarrollo de una estrategia de afrontamiento conductual activa, en vez de una
pasiva y en este sentido, se ha propuesto que la adopcién de una conducta activa como
manifestacién de la ansiedad experimental, es una respuesta mas adaptativa hacia el
entorno (Roth et al., 2012; Bowen et al., 2014).

Asimismo, la reduccién en la ansiedad experimental provocada por la exposicién al
AE, concuerda con reportes previos en los que se ha observado una disminucion de ésta en
paradigmas como el laberinto de brazos elevados (Benaroya-Milshtein et al., 2004) vy el
campo abierto (Curley et al., 2009) tanto en ratas de otras cepas como en WKY (Rosenfeld
y Weller, 2012). Ademas, el hecho de que el AE previniera el incremento de la ansiedad
experimental inducida por la supresion brusca de progesterona en ratas WKY, permite
sugerir que esta manipulacién ambiental podria ser una estrategia Util en humanos para
contender con la ansiedad relacionada a la abstinencia hormonal, incluso en sujetos

considerados vulnerables al estrés.

Efecto de 1 a abstinencia a progesterona, el es trés cron ico (EC)y am biente
enriquecido (AE) sobre la expresion del RNAm de CRH en el PVN, corticosterona en
suero, RNAm de GRy RNAm de CRH en hipocampo como indicadores de la actividad

del eje HHA en ratas WKY.

La expresion del RNAm de CRH en PVN en ratas WKY disminuy6 por la
supresion de progesterona y la exposicion al enterramiento defensivo, lo que sugiere una
respuesta aplanada en este nivel de la regulacion del eje HHA. En un estudio previo
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(Gutierrez-Mariscal et al., 2008) se encontrd que la expresion del RNAm de CRH en el
PVN en ratas macho WKY se incrementa por exposicion al enterramiento defensivo a los
30 minutos posteriores de la prueba conductual. Los resultados del presente trabajo
contrastan con lo reportado por Gutierrez-Mariscal y cols. (2008) y esta discrepancia puede
ser explicada por las diferencias en la aproximacién metodoldgica seguida, ya que en el
estudio citado se utilizaron ratas macho vs hembras en el presente estudio; ademas del
tiempo en el que se realizo el sacrificio (30 min. vs 60 min. en el presente trabajo). Otra
posible explicacion para los presentes resultados es el hecho de que la expresion del
RNAm de CRH en PVN podria estar disminuida debido a la manipulacion del animal,
como se reportd previamente por Meaney (2001). En el presente trabajo, los animales
fueron manipulados durante la habituacién al enterramiento defensivo y la administracion
de progesterona y en ese sentido, lo que podria enmascarar el efecto de la exposicion a la
prueba conductual asi como los efectos de la sola supresion brusca de progesterona. Sin
embargo, al combinar el enterramiento defensivo mas la supresién brusca de progesterona,
se observo un incremento en el RNAmM de CRH en PVN, por lo que se sugiere que la suma
de los retos sensibiliza la expresion génica de CRH a pesar de la manipulacion previa de

estos animales.

Los resultados de los niveles de corticosterona revelaron que se presentd una
marcada tendencia a incrementarse por la supresion brusca de progesterona en
combinacion con el enterramiento defensivo. Con base en este resultado, pareciera que es
necesario retar al organismo con estimulos sumados para observar una respuesta en los
niveles de corticosterona. En apoyo a esta idea, algunos autores han reportado que en ratas
macho WKY, el estrés cronico (Gomez et al., 1996; Andrus et al., 2012) pero no el estrés

agudo (Gutiérrez-Mariscal et al., 2008; Shepard y Myers, 2008), incrementa los niveles de
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corticosterona. Esto sugiere que es necesaria una estimulacion mayor para observar una

respuesta en este componente del eje HHA.

En relacion a la expresion del RNAmM de GR en hipocampo, se observo una
disminucion por la supresion brusca de progesterona, lo que sugiere que en hembras WKY,
el RNAm de GR parece ser mas responsivo ante manipulacion hormonal que al reto
conductual. Como se menciond, en ratas hembra Wistar, se observd una disminucion en el
RNAmM de GR después de 24 de horas de abstinencia a progesterona (Patchev y Almeida,
1996), sin embargo no se tiene un reporte previo realizado en ratas WKY para contrastar
nuestro resultado. Por otra parte, la exposicion a enterramiento defensivo no indujo
cambios en la expresion del RNAm de GR en hipocampo lo que podria estar en linea con
lo reportado por Shukla et al., (2010) en ratas macho WKY, en donde observan que los
niveles de la proteina de GR no se alteran por la exposicion a este paradigma conductual.
Tomando en cuenta lo anterior, es posible que la expresion génica de GR sea mas reactiva
a retos hormonales que a retos conductuales, lo cual concuerda con lo observado en la

cepa Wistar en el presente estudio.

La exposicion al enterramiento defensivo provocé un aumento del RNAm de CRH
en hipocampo, fendmeno que no se observo en las ratas de la cepa Wistar en el presente
estudio. Este incremento puede estar relacionado con lo reportado en la literatura que
considera a la cepa de ratas WKY mas sensible al estrés en comparacion con la cepa
Wistar (Paré y Redei, 1993). Mé&s aun, el reto hormonal por supresién brusca de
progesterona produce una marcada tendencia al aumento en la expresion del RNAm del
CRH en las ratas WKY, lo cual contrasta con lo observado en la cepa Wistar, donde se

observo un decremento en el RNAmM de CRH en el hipocampo.
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Es posible que la aparente regulacion inversa de la expresion del RNAm de CRH en
el hipocampo y PVN, alta en hipocampo y baja en PVN, pudiera estar asociada a la
neurotransmision GABAGérgica (Jankord y Herman, 2008). En este sentido, podria
esperarse que el CRH del hipocampo incremente por la exposicidn a estrés agudo y ejerza
un aumento de la inhibicién, dado que las neuronas CRHérgicas sintetizan y liberan GABA
(Maras y Baram, 2012), y esta inhibicion puede extenderse hacia el PVN (Cullinan et al.,
1993), provocando el decremento observado en el presente estudio en el RNAmM de CRH

en ratas WKY. Estudios especificos permitiran corroborar esta hipotesis.

Por otro lado, el estrés cronico disminuyd la expresion de RNAmM del CRH en PVN
en comparacion al grupo de situacion control tratado con aceite y que no fue expuesto al
enterramiento defensivo. Pero no hubo cambios adicionales en la expresion del RNAm de
CRH en el PVN producidos por los retos del enterramiento defensivo y la supresion brusca
de progesterona. Tomando en cuenta que las ratas WKY se encuentran en una condicion
cronica de estrés (Andrus et al., 2012) facilitada por la hiperreactividad del eje HHA, es
factible pensar que la regulacion de CRH en PVN se encuentre afectada, provocando una
respuesta atenuada de estos animales ante el estrés. En apoyo a esta idea se ha reportado
que el estrés crénico produce una activacion sostenida del eje HHA, que puede provocar el
aplanamiento de la respuesta de los principales mediadores de la actividad del mismo
(Gadek-Michalska et al., 2013; Gunnar y Quevedo, 2007; Jankord y Hermann, 2008). Otra
posible explicacion a la disminucion de la expresion del RNAm de CRH en PVN es la
hipdtesis del cambio hacia AVP, donde AVP se convierte en el principal regulador del eje
HHA en condiciones de estrés cronico (Aguilera, 2008). Esta hipdtesis sobre la relevancia
de AVP en el estrés cronico concuerda con un estudio previo (Pedraza-Castro, datos no

publicados) en donde se muestra que la expresion del RNAmM de CRH en ratas WKY
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permanece ‘aplanada’ después de la exposicién a un estresor al tiempo que se observa el
incremento de la expresion del RNAm de AVP en el PVN. En este sentido, es posible que
AVP esté también regulando la respuesta de corticosterona en condiciones de estrés

cronico.

En general, los animales de la cepa WKY sometidos a estrés cronico muestran
mayores niveles de corticosterona respecto al grupo que permanecio en situacion control y
esto concuerda con estudios previos realizados en ratas de la cepa WKY (Gomez et al.,
1996; Djordjevic et al., 2007; Scheuer, 2010). Mas aun, en los animales de estrés cronico,
la supresion brusca de progesterona produjo un incremento en relacion al grupo tratado con
aceite. Este aumento en las concentraciones de corticosterona pareciera ir en contra de la
hipdtesis del aplanamiento del eje HHA. Sin embargo, dada la condicion de estrés cronico,
la corticosterona podria estar siendo regulada por AVP en vez de CRH. A partir de
nuestros datos, no es posible confirmar esta propuesta, sin embargo, como se menciond
anteriormente, en esta cepa la expresion del RNAm de AVP en PVN esta incrementada
(Pedraza-Castro, datos no publicados). Mas aun, existe evidencia que muestra que la
aparente desensibilizacion del eje HHA evaluada a través de los niveles de corticosterona,
desaparece al exponer a los animales a un estresor diferente (Shoji y Mizoguchi, 2010). Es
posible entonces que la respuesta de corticosterona ante el reto hormonal en este trabajo

sea resultado del cambio de estresor.

La expresion del RNAm de GR en hipocampo disminuy6 por la exposicion al estrés
cronico y esto concuerda con lo reportado por Gomez y cols. (1996) en ratas macho WKY
después de someterlas a un estresor cronicamente. En esta cepa, en contraste a lo
observado con la cepa Wistar en las mismas condiciones de estrés, el reto conductual por
enterramiento defensivo redujo aun maés los niveles del RNAm de GR. Por lo anterior, es
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posible considerar que la cepa WKY cuando es expuesta crénicamente a estrés, cambia su
sensibilidad a retos psicogénicos, como el enterramiento defensivo o fisioldgicos, como la
supresion brusca de progesterona. En apoyo a esta propuesta la supresién brusca de
progesterona no indujo cambios en la expresiobn del RNAm de GR, contrario a lo

observado en la misma cepa de ratas en situacion control.

Por otro lado, el estrés cronico aumentd la expresion del RNAm de CRH en
hipocampo aproximadamente en 150% respecto al grupo alojado en SC. Este resultado
estd en linea con lo reportado previamente en ratas Wistar clasificadas como ‘altamente
ansiosas’ las cuales en respuesta a estrés cronico por restriccion mostraron un incremento
en el nimero de células inmunorreactivas a CRH en hipocampo (Wistowska-Stanek et al.,
2016). Los retos conductual y hormonal no produjeron cambios adicionales en la expresion
del RNAmM de CRH en hipocampo, lo que podria ser el resultado de un efecto de techo

producido por el estrés crénico.

Por otra parte, tomando en cuenta que el CRH del hipocampo ejerce un papel
excitador sobre la transmision GABAGérgica (Cullinan et al., 1993) podria esperarse un
aumento en la inhibicion de GABA mediada por interneuronas del nucleo del lecho de la
estria terminal que proyectan hacia el PVN, provocando Is inhibicién de las neuronas
CRHeérgicas, lo que conllevaria a menor ansiedad (Chen et al., 2004b), sin embargo, esto
no se observo y por el contrario la ansiedad se aumento en ratas sometidas a estrés cronico.
Este hecho podria explicarse considerando lo reportado por Ventura-Silva y cols. (2012),
quienes observan que el estrés cronico cambia el patrén de respuesta de las neuronas
CRHeérgicas (de excitador hacia inhibidor) fundamentalmente sobre el neurotansmisor

GABA. Mas aun, Albrecht et al. (2016) reportaron que el estrés reduce la expresion del
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transportador a GABA en el giro dentado, lo cual afecta el balance inhibitorio provocando
un estado hiper-ansioso. Dada la condicion de estrés basal en la que se encuentra la cepa
WAKY es factible considerar que se presente una alteracién en el sistema GABAérgico en el
hipocampo.

Por otra parte, la exposicion a AE redujo los niveles del RNAmM de CRH en PVN en
relacién al grupo de situacion control tratado con vehiculo sin exposicion al enterramiento
defensivo. Nuestros resultados contrastan con los de un estudio previo que muestra que la
expresion del RNAm de CRH en el PVN no cambié por la exposicion al AE en ratas
macho Long-Evans sometidas a estrés por separacion materna (Francis et al., 2002). Los
autores concluyen que el AE no es capaz de modular la expresion génica de CRH en el
PVN. La diferencia de resultados podria explicarse si consideramos que la separacion
materna es por si misma un estresor mas intenso que los cambios que se presentan durante
el protocolo de AE, por lo tanto, es factible sugerir que los efectos del AE sobre la
expresion del RNAm de CRH en PVN son dependientes del estresor aplicado. En apoyo a
esta propuesta la combinacion de estresores como la supresién brusca de progesterona y el
enterramiento defensivo en el presente trabajo restablecid los niveles del RNAm de CRH a
valores similares a los del grupo alojado en la situacion control y en ese sentido

concuerdan con lo reportado por Francis et al. (2002).

Los niveles de corticosterona en las ratas WKY se redujeron por la exposicion a AE
y esto va en acuerdo con un estudio previo realizado en la misma cepa de ratas (Rosenfeld
and Weller, 2012). Por otro lado, la supresion brusca de progesterona sumada al
enterramiento defensivo produjo una disminucion adicional de los niveles de

corticosterona y esto parece estar en linea con reportes previos (Fox et al., 2006), que
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sugieren que el AE es mas efectivo en animales retados por diversos estresores que en

aquellos no estresados.

La exposicién a AE mantuvo los niveles de la expresion del RNAm de GR en
hipocampo respecto a los niveles de la SC. Este resultado concuerda con algunos estudios
en otras cepas de ratas en donde las condiciones de AE (el tiempo de duracion y la
exposicion a estrés agudo después del AE) son similares a las utilizadas en el presente
estudio (Olsson et al., 1994; Baldini et al., 2013). Por otro lado, el AE fue capaz de
prevenir la disminucién del RNAm de GR causada por la supresién brusca de progesterona
que se observd en la situacion control. En este sentido, se ha propuesto que mayores
niveles de GR en hipocampo promueven una terminacion eficaz de la respuesta del eje
HHA (Meaney y Szyf, 2005; Fox et al., 2006). Tomando en cuenta lo anterior, la
prevencion en la disminucion del RNAmM de GR en hipocampo podria estar relacionada
con el decremento del RNAmM de CRH en PVN en animales expuestos a AE respecto a la
SC, al tiempo que los niveles de corticosterona fueron menores respecto a la SC. Por lo
tanto, se sugiere que el AE es efectivo para reducir los niveles de RNAmM de CRH en el
PVN, disminuir los niveles de corticosterona y prevenir el decremento del RNAm de GR

en una cepa vulnerable al estrés como la WKY.

En relacion al RNAm de CRH en el hipocampo, se encontré un aumento en su
expresion por la exposicion al AE. Este resultado es contrario a lo reportado por Wang et
al. (2014) en donde observaron que el RNAmM de CRH del hipocampo fue disminuido por
la exposicion a AE, después de la aplicacion de estresores en etapas tempranas de la vida,
pero dicha discrepancia podria estar dada por esta diferencia metodoldgica. Es importante

notar que el reto por supresion brusca de progesterona fue capaz de aumentar el RNAm de
85



CRH en hipocampo mas alla del aumento promovido por la exposicién al AE, sugiriendo
que el AE esta facilitando la transcripcion de los genes de CRH en respuesta al reto

hormonal en esta estructura.

De manera interesante, el AE redujo la expresion del RNAm de CRH en hipocampo
cuando se combin6 el reto de enterramiento defensivo con la supresién brusca de
progesterona. Esto sugiere que el efecto del ambiente enriquecido es especialmente
evidente cuando existe algun desafio para el animal (Fox, et al., 2006; Morley-Fletcher et
al., 2003).), de ahi que se observe una disminucion en la transcripcion génica de CRH en
hipocampo cuando el animal es retado con la combinacion de prueba conductual mas la

supresion brusca de progesterona.

Después de evaluar los efectos del estrés cronico y el ambiente enriquecido sobre la
ansiedad experimental inducida por la abstinencia a progesterona en dos cepas de ratas, se
demostré que en las ratas Wistar el estrés cronico no promovié la exacerbacion de la
conducta ansiosa y la modulaciéon del eje HHA parece no responder ante la prueba
conductual y el reto hormonal. Por el contrario, en ratas WKY el estrés crénico promovio
la exacerbacion de la conducta ansiosa, asi como el aplanamiento en la respuesta hacia los

estresores adicionales (el enterramiento defensivo y la supresion brusca de progesterona)

En relacion al ambiente enriquecido, se observé que en ratas Wistar éste previno la
ansiedad inducida por supresién brusca de progesterona . Por otro lado, la respuesta de las
ratas WKY al ambiente enriquecido fue mas notoria que la de las ratas Wistar dado que se
observaron niveles menores de ansiedad, asi como la prevencion de la conducta ansiosa en

respuesta a la abstinencia a progesterona. Asimismo, algunos componentes del eje HHA
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parecen responder a los retos tanto conductual como hormonal, lo cual sugiere el
restablecimiento en la actividad de dicho eje en animales expuestos al ambiente
enriquecido. El hecho de que las ratas WKY fueran més sensibles al efecto del ambiente
enriquecido puede deberse a que los beneficios de esta condicion experimental son mas
evidentes cuando se trata de animales considerados altamente ansiosos (Klein et al., 1994;

Fox et al., 2006), como es el caso de la cepa WKY (Paré, 1993; Paré, 2000).
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Conclusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que las
condiciones experimentales influyen en la expresion de la conducta ansiosa. Ademas, que
el EC es un modelo apto para inducir la exacerbacion de la ansiedad inducida por la
supresion brusca de progesterona en ratas WKY. Asimismo, el AE es capaz de prevenir la

ansiedad inducida por la supresion brusca de progesterona en ambas cepas de ratas.

Por otro lado, las condiciones experimentales influyen en la modulacién del eje
HHA, observandose que el EC produce un aplanamiento en algunos puntos de regulacién
del eje de manera diferencial entre las cepas. En cuanto al AE, se observd que esta
condicion experimental mejora la actividad de algunos componentes del eje HHA

dependiendo de la cepa.

Por lo tanto, es posible sugerir que el AE resulta una aproximacion util para la

reduccion de la ansiedad inducida por abstinencia a progesterona, incluso en una cepa

vulnerable al estrés como la WKY.
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