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Resumen

La depresion es un trastorno de la salud mental que se caracteriza por tristeza, anhedonia,
pérdida de interés, baja autoestima, trastornos del suefio o del apetito. Este trastorno se
presenta en mayor proporcion en mujeres que en hombres; a su vez, los antidepresivos que
bloquean la recaptura de la serotonina (SSRIs, por sus siglas en inglés) muestran ser mas
efectivos en mujeres. Por lo que se sugiere que los efectos de los SSRIs son modulados por
el estradiol. Dado que los SSRIs son efectivos incluso en condiciones de bajos niveles de
estradiol, como la menopausia o después de la ovariectomia, se desconoce, si los estrégenos
extragonadales tienen un papel en el efecto antidepresivo de los SSRIs. El objetivo de este
estudio fue evaluar si el formestano (For), un inhibidor de la aromatasa, suprime el efecto
tipo antidepresivo de la fluoxetina (FLX) en ratas hembra con tres semanas post-ovariectomia
(3 spovx). Se utilizaron ratas Wistar hembra con 3 spovx, que fueron asignadas a los grupos:
1) Vehiculo (Veh) For + Veh FIx; 2) For (17.5mg/kg) + Veh Flx; 3) Veh For + FIx (10 mg/kg)
y; 4) For (17.5 mg/kg) + FIx (10 mg/kg). Los efectos fueron evaluados en la prueba de nado
forzado (PNF). También se analizaron cambios en la actividad locomotora y en el peso
uterino. FLX redujo la inmovilidad en la PNF y, por lo tanto, produjo un efecto tipo
antidepresivo; pero, cuando For se administr6 junto con FLX, los valores de inmovilidad
aumentaron regresando a valores similares a los del grupo control. El tratamiento con FLX,
For, 0 ambos, no afectd la actividad locomotora de las hembras, por lo que, los efectos de
estos tratamientos sobre la PNF fueron especificos sobre la conducta depresiva. Finalmente,
el tratamiento con For no modificd el peso uterino de las ratas. En conclusion, este estudio
sugiere que los estrogenos de origen extragonadal; por ejemplo, aquellos sintetizados
directamente en el cerebro, juegan un papel critico en el efecto tipo antidepresivo de la FLX

en las hembras.



i. Abreviaturas

5-HT
SHIAA

Serotonina

Acido 5-hidroxi-indolacético (por sus siglas en inglés: 5-Hydroxy

indoleacetic acid)

AADC
AD
AMB
ANOVA
arkO
BDNF

5-hidroxi-triptofano-descarboxilasa
Antidepresiva

Actividad ambulatoria

Anélisis de varianza

Knockout de aromatasa

Factor neurotrdfico derivado del cerebro (por sus siglas en inglés: brain-

derived neurotrophic factor)

CIE-10
DHEA
DAT
DSM-1VV
DMS-V
ER
FLX
For
PNF
GnRH
HDRS

Clasificacion Internacional de Enfermedades, version 10
Dehidroepiandrosterona

Transportador de dopamina

Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, version 4
Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, version 5
Receptor a estrdgeno

Fluoxetina

Formestano

Prueba de nado forzado

Hormona liberadora de gonadotropina

Escala de Hamilton para la depresion (por sus siglas en inglés: Hamilton

Depression Rating Scale)

IMAO

I U-S
MAO
NAT
NDRI
NRI
P450arom
POVX

Inhibidores de la monoamino oxidasa

indice Utero-somatico

Monoamino oxidasa

Transportador de noradrenalina

Inhibidores de la recaptura de noradrenalina y dopamina
Inhibidores de la recaptura de noradrenalina

Aromatasa

Post-ovariectomia



RE Receptores a estrogeno

REA Rearings

SERT Transportador de serotonina

SNC Sistema nervioso central

SNRI Inhibidores de la recaptura de noradrenalina y serotonina
SPOVX Semanas post-ovariectomia

SSRI Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (por sus siglas en inglés:
selective serotonin reuptake inhibitors)

STE Estereotipias

TPH L-triptéfano-hidroxilasa

TPOVX Tiempo post-ovariectomia

Veh FlIx Vehiculo de fluoxetina

Veh For Vehiculo de formestano

WT Ratones silvestres (por sus siglas en inglés: wild type)
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l. ANTECEDENTES
1.1 Depresion

1.1.1 Definicion y prevalencia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la depresion es un trastorno de salud
mental que se caracteriza por tristeza, pérdida de interés y de la capacidad de disfrutar
(anhedonia), sentimientos de culpa, baja autoestima, trastornos del suefio o del apetito,
cansancio, falta de concentracion, y en casos graves el individuo puede tener ideacion suicida
0 intentos de suicidio (Organizacion Mundial de la Salud, 2020). Los sintomas deben
prevalecer por al menos dos semanas para considerarse el diagnéstico de depresion (DSM-
V, 2013).

La depresion afecta a mas de 300 millones de personas en el mundo y es la principal causa
mundial de discapacidad (Organizacion Mundial de la Salud, 2020). En México, la Encuesta
Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica estimé que la tasa de prevalencia anual es de 4.8%

en una muestra de personas de entre 18 y 65 afios (Wagner et al., 2012).

1.1.1.1 Clasificacion de los trastornos depresivos

Para fines del presente trabajo, sélo se abordaran los trastornos depresivos mas frecuentes en
la mujer (Tabla 1). Para méas informacion, se puede consultar el Manual Diagndstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales, version 5, publicado en 2013 (DSM-V, por sus siglas
en inglés).

El trastorno depresivo mayor se caracteriza por episodios depresivos discretos que
duran al menos dos semanas e involucran cambios en el afecto, la cognicion y las funciones
neurovegetativas; se presentan de manera recurrente, es decir, los sintomas son esporadicos
y existe una remision interepisodica. Los sintomas a pesar de ser esporadicos suelen ser
intensos, por lo que afectan y dificultan las actividades cotidianas de la persona. Es comdn
que el trastorno depresivo mayor se presente entre los 30 y 40 afios (DSM-V).

Los sintomas del trastorno depresivo mayor son tristeza, animo deprimido,

irritabilidad (en el caso de los adolescentes), anhedonia, alteraciones del suefio y la
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alimentacion, y se acompafia de fallas cognitivas como en la atencion, dificultad para
concentrase, sentimientos de culpa o minusvalia; los riesgos de mayor gravedad son la
ideacion, planeacion, intentos suicidas o consumacion del suicidio (DSM-V). La depresion
mayor es una psicopatologia grave que causa una gran disfuncién fisica y social, por lo que
es considerada la primera causa de discapacidad a nivel mundial. Como problema de salud
publica, es una de las enfermedades més costosas, evaluada con estimaciones como dias
laborales perdidos por discapacidad (Wagner et al., 2012).

El trastorno depresivo persistente o distimico, a diferencia de la depresion mayor,
tiene una mayor duracion y se presenta de manera cronica, es decir, se diagnostica cuando
los sintomas son continuos por al menos dos afios y no hay remision de la sintomatologia;
los sintomas pueden ser los mismos que los que se presentan en el trastorno depresivo mayor,
sin embargo, son menos intensos y la edad a la que se presenta suele ser menor, a partir de

los 20 afos.

Tabla 1. Trastornos depresivos comunes en la mujer y severidad de cada uno.

Trastorno depresivo?! Categoria (Severidad)?
Leve
Trastorno depresivo mayor Moderado
Severo
Leve
Trastorno depresivo persistente
(distimico) Moderado
Severo

1El diagnostico de los trastornos depresivos se realiza con base en los criterios diagnosticos del
CIE-10 o DSM-V.
2| a severidad se determina en funcion del puntaje obtenido en HDRS.

También es comun que las mujeres presenten una forma severa del sindrome
premenstrual, llamado trastorno disforico premenstrual (DSM-V) que se caracteriza por
presentar irritabilidad, depresion o ansiedad, una o dos semanas antes de comenzar el periodo
menstrual. Los sintomas deben presentarse en la mayoria de los ciclos menstruales por un

periodo de un afo.



1.1.2 Diferencias de género (epidemiologia)

En los trastornos mentales, especificamente en la depresion, se puede observar una diferencia
de género en las tasas de prevalencia e incidencia (DMS-V) asi como en los sintomas
(Medina-Mora et al., 2005). Este trastorno afectivo se presenta en mayor proporcion en
mujeres en comparacion con los hombres, con 4.95 millones de mujeres versus 2.095
millones de hombres con este padecimiento (INEGI, 2016). Dicho en otras palabras, por cada

hombre con depresidn existen dos mujeres con el mismo diagnostico.

En México, en el afio 2019 hubo una incidencia de depresion del 4.28% respecto a la
prevalencia del afio anterior. Dentro de los casos totales de 2019 (figura 2) se encontr6 una
mayor proporcion de mujeres con depresion en comparacién con hombres (Anuario de
Morbilidad, 2019).

Casos registrados de depresion en
Mexico, 2019

Hombres

Mujeres

Datos tomados de: Anuario de morhbilidad, 2019,

Figura 1. Casos de depresion en México, 2019.
El total de casos nuevos fueron 126 231. Casos registrados en mujeres: 93 500. En hombres: 32 732.
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Este dato epidemioldgico se ha mantenido a lo largo del tiempo de acuerdo con otros
reportes (Faravelli et al., 2013; Salk et al., 2017) (figura 1), con un mayor nimero de mujeres
con este diagndstico (relacion 2:1). La diferencia comienza a observarse durante la etapa
puberal, aumenta en los siguientes afios y tiene un maximo durante la adultez coincidiendo
con la perimenopausia y menopausia en la mujer; posteriormente en la vejez, la diferencia

por género disminuye (Anuario de Morbilidad, 2019).

Prevalencia de hombres y mujeres con
20000 — depresion en México

25000 Hombres

Mujeres
20000

15000 —

10000 —

NUmero de personas depresivas

5000 —

=5 10-14 15-15 20-24 25-44 45-59 60-64 65>

Edad

Figura 2. Prevalencia de depresidn en México, diferencias entre género y edad.

Los datos estan estratificados por edad de la siguiente manera: <9 (nifiez), 10-14 (adolescencia tempranal,
15-19 (adolescencia), 20-24 y 25-44 (adulto joven), 45-55 (adultos maduros), 60-64 y 65> (vejez).

Datos tomados del Anuario de Morbilidad, 2019.

Las diferencias por sexo se han atribuido tanto a condiciones bioldgicas como
psicosociales. Las ultimas involucran la exposicion de las mujeres a estresores sociales
debido a un estado desventajoso en comparacion con los hombres, que ha sido perpetuado a
través de la cultura: las mujeres son impactadas por diferentes formas de violencia (sexual,
doméstica), tienen menor capacitacién y menores oportunidades de trabajo. La integracion

de estos factores ha dado lugar a la teoria de que la depresion tiene origenes sociales en
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respuesta a eventos interpersonales negativos (Hammen, 2018). De manera paralela, otra
explicacion para la mayor frecuencia de depresion en la mujer esta relacionada con una
vulnerabilidad bioldgica (Flores-Ramos y Martinez-Mota, 2012). Este argumento podria
restar importancia a la hipétesis de los factores psicosociales y depresion en la mujer, ya que
la diferencia en la depresidn entre mujeres y hombres se mantiene constante (o alrededor de)
entre paises con ingresos econdmicos diferentes, por ejemplo: en los paises de Africa
Occidental hay una mayor prevalencia de mujeres con depresion que hombres y la tendencia
no ha cambiado a lo largo de los afios (de 1990 a 2017); lo mismo se puede observar en paises
de Asia Central, hay una mayor proporcion de mujeres con depresion que hombres (Global
Burden of Disease, 2018).

Sin descartar la influencia de los factores psicosociales en la diferencia por sexos en
la depresion, las hipotesis mas robustas que han surgido para explicar las diferencias por sexo
en la depresién involucran los cambios en las hormonas del eje reproductivo que cada sexo
posee, y que varian diferencialmente entre ellos a lo largo del ciclo vital (Flores-Ramos y
Martinez-Mota, 2012). En el caso de las mujeres, la depresion es modulada por las
oscilaciones hormonales, predominantemente de estrégenos, que se presentan a lo largo de
la vida reproductiva; por ejemplo, durante la pre, peri y postmenopausia (DSM-V). Los
reportes epidemioldgicos aportan evidencia de que, en las mujeres con ciclos reproductivos
establecidos, hay un aumento en el riesgo de padecer depresion cuando los niveles de
hormonas sexuales son bajos, esto se puede observar en el periodo posparto y en la
menopausia (Flores-Ramos y Martinez-Mota, 2012; DSM-V). Hay un incremento de los
sintomas depresivos especificamente en el periodo de transicién de la perimenopausia a la
menopausia, que dura aproximadamente 10 afios, mismos que disminuyen en la
postmenopausia. Cabe destacar que estas diferencias no se presentan en los hombres en una
muestra pareada por edad (Faravelli et al., 2013), lo que apoya la idea de que no es
propiamente la edad, sino los cambios abruptos en la concentracion de hormonas sexuales,

los que impactan principalmente a la mujer.
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1.1.3 Hipotesis de la depresion

La depresion es un trastorno complejo del que no se saben las causas exactas de su origen y
desarrollo. Sin embargo, gracias a estudios postmortem y técnicas de neuroimagen se han
propuesto una hipdtesis respecto al origen de la enfermedad. De manera general, se ha
establecido que, en el desarrollo de la depresion, existen niveles de disfuncionalidad
neurobioldgica que van desde los moleculares, celulares, y sistemas neuronales, hasta que se

manifiesta en la conducta dando lugar a los sintomas depresivos (Zandio et al., 2002).

A continuacion, se describen algunas de las hipétesis bioldgicas de la depresion. Un
comun denominador a varias de ellas es el estrés, que se define como todos aquellos retos de
la vida cotidiana, y particularmente los experimentados en etapas tempranas del desarrollo,
que desregulan al eje hipotalamo-hipdéfisis-adrenal, lo que tiene como consecuencia la
liberacion excesiva de glucocorticoides aun en circunstancias de retos estresantes minimos.
Como un proceso adaptativo, los receptores a glucocorticoides reducen su cantidad/ afinidad,
dando lugar a un empobrecimiento del asa de retroalimentacién negativa, principal
mecanismo utilizado por el cuerpo para frenar la liberacion de glucocorticoides al torrente
sanguineo y reducir su impacto en 6rganos blanco, tales como las estructuras cerebrales,

principalmente el hipocampo (Boku et al., 2018).

1. La hipétesis de la neuroplasticidad sugiere que el estrés y los glucocorticoides

inducen atrofia de las neuronas hipocampales maduras (Boku et al., 2018).

2. La hipdtesis de la neurogénesis sostiene que se disminuye el nimero de neuronas
nuevas y sus células progenitoras en el giro dentado del hipocampo a causa del estrés

y los glucocorticoides (Boku et al., 2018).

Las dos hipdtesis descritas anteriormente surgieron a partir de que se observo una
disminucion en el volumen del hipocampo en pacientes con trastornos depresivos
(Boku et al., 2018). Esta estructura cerebral participa en procesos cognitivos,
emocionales, y proporciona un soporte a la regulacion del eje del estrés ya que
contribuye con el eje de retroalimentacion negativa. Cuando hay un incremento de
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glucocorticoides, éstos se unen a sus receptores que se encuentran en el hipocampo,
como consecuencia de esto, se inhibe la secrecion del factor liberador de
corticotrofina, entonces la concentracion de glucocorticoides regresa a sus niveles
normales, disminuyéndose el estrés (Boku et al., 2018). Por lo tanto, el deterioro
estructural del hipocampo podria explicar los sintomas depresivos persistentes, sobre

todo a nivel de cognicion y de regulacion emocional.

La hipotesis neurotréfica sostiene que, un factor importante para el desarrollo de la
depresion es la disminucion de la plasticidad neuronal y del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), una proteina importante en
este proceso. Se ha observado que la reduccion de BDNF ocasiona atrofia dendritica
y disminucion de la neurogénesis del hipocampo, lo que aumenta la conducta
depresiva en modelos animales (Jaggar et al., 2019). Estudios en pacientes con
trastorno depresivo mayor han reportado niveles bajos de BDNF en el hipocampo y
en suero, y de su receptor TrkB (Haase y Brown, 2015).

La hipdtesis de las citocinas postula que las citocinas pro-inflamatorias tienen una
accion cronica en el sistema nervioso central (SNC) que puede inducir respuestas
conductuales que han sido identificadas como sintomas de la depresion, por ejemplo:
letargo, pérdida de apetito o anhedonia. En otras palabras, cuando una situacion de
estrés se presenta por un tiempo prolongado puede tener efectos negativos en la
homeostasis, dando lugar a un aumento en el nivel de las citocinas que, en conjunto
con una concentracion elevada de glucocorticoides, pueden ocasionar depresion
(Haase y Brown, 2015).

La hipdtesis de las monoaminas es la méas aceptada, y la que tiene un valor histérico
por presentar los elementos clave para comprender la fisiopatologia de la depresion.
Fue propuesta inicialmente por Joseph Jacob Schildkraut en 1965, posteriormente se
modific6 dando lugar a la que conocemos actualmente, y enuncia que existen
anormalidades en la funcidn serotonérgica y noradrenérgica, principalmente en el

metabolismo de las monoaminas en el SNC, que ocasionan una disminucion de los
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niveles de serotonina (5-HT), noradrenalina y sus respectivos metabolitos, dando

lugar a la depresién (Pryor y Sulser, 1991).

Los hechos que dieron lugar al planteamiento de la hipdtesis monoaminérgica de la
depresion ocurrieron a mediados del siglo XX. Algunos médicos reportaron sintomas
depresivos en pacientes hipertensos tratados con reserpina, un antihipertensivo. Afios mas
tarde se descubrid que la reserpina disminuye los niveles de las monoaminas dilucidando la
causa de los sintomas (Pryor y Sulser, 1991). Después de 1950, se desarrollaron los primeros
antidepresivos, que evitan que las monoaminas sean degradadas por la enzima monoamino
oxidasa (MAQ), por ende, los inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAOs) aumentan la
concentracion de 5-HT, noradrenalina y dopamina en el espacio sinéptico, observando asi
una disminucion de los sintomas depresivos (Howard et al., 2012). También, surgieron en la
misma época los antidepresivos triciclicos, cuyo nombre se debe a su estructura quimica, los
cuales actlian sobre los sistemas monoaminérgicos, a través de un mecanismo primario que
involucra el bloqueo preferencial de los transportadores para monoaminas, aunque Su
interaccidn con otros receptores provoca efectos adversos que, en caso de dosis altas de
tratamiento, ponian en riesgo la vida de los pacientes (Richelson, 2001). Ambos tipos de
farmacos se utilizaron durante las siguientes tres décadas para el tratamiento de la depresion
hasta que se desarrollaron los antidepresivos denominados inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina (SSRI), denominados antidepresivos de segunda y tercera
generacion, muchos de los cuales son los mas prescritos hoy en dia (Alvano y Zieher, 2020).
Tales farmacos, como los SSRI, tienen como fin farmacoldgico incrementar la concentracion
de 5-HT en la sinapsis, y producir cambios adaptativos tanto en el sistema serotonérgico

como en los circuitos cerebrales que subyacen a la depresion (Richelson, 2001).

Se puede concluir que, las monoaminas tienen un papel importante en el desarrollo
de la depresion, ya que como se mencion0 anteriormente, al reducirse sus niveles, las
personas presentan sintomas depresivos, y al ser tratados con farmacos que regulan sus
niveles, los sintomas disminuyen (Pryor y Sulser, 1991). Una limitacidén que tiene eco en

investigaciones recientes es que los efectos de todos los antidepresivos son de lenta
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instauracion, dando lugar al desarrollo de nuevos coadyuvantes o terapias experimentales

cuyo proposito es acortar el inicio del efecto terapéutico.

1.2 Tratamientos antidepresivos

1.2.1 Farmacos antidepresivos

Los farmacos antidepresivos se clasifican en funcidn de su mecanismo de accion o de acuerdo

con su estructura quimica, como se ilustra en la tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de los farmacos antidepresivos.

Tipo de antidepresivo Ejemplo
Inhibidores selectivos de la recaptura de fluoxetina, citalopram, sertralina,
serotonina (SSRI) 2 paroxetina, fluvoxamina, escitalopram
Inhibidores de la recaptura de reboxetina
noradrenalina (NRI) %2
Inhibidores de la recaptura de venlafaxina
noradrenalina y serotonina (SNRI) 12
Inhibidores de la recaptura de bupropion
noradrenalina y dopamina (NDRI) %2
Inhibidores de la monoamino oxidasa selegilina, moclobemida
(IMAO) 2
Triciclicos 3 desipramina, imipramina

1En conjunto se clasifican como inhibidores de la recaptura de monoaminas.
2Se clasifican de esta manera de acuerdo a su mecanismo de accién.
3Se clasifican de esta manera acuerdo a su estructura quimica.

Los antidepresivos triciclicos son conocidos como multimodales debido a que la
inhibicién de la recaptura de las monoaminas no la realizan de manera selectiva, es decir,
pueden inhibir tanto el transportador de serotonina (SERT) como el de noradrenalina (Alvano
y Zieher, 2020).

Los IMAOs reducen la degradacién de las monoaminas en la sinapsis: en vez de que
las monoaminas sean degradadas en la presinapsis, son almacenadas en las vesiculas para

posteriormente ser liberadas al espacio sinaptico. Este tipo de antidepresivos pueden ser
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selectivos 0 no selectivos de la MAO-A. Selegilina y moclobemida son selectivos de este
tipo de MAO (Howard et al., 2012).

Los inhibidores de la recaptura de monoaminas son antidepresivos con accion
selectiva o dual; tienen como target a los transportadores de serotonina, noradrenalina y
dopamina, que son proteinas transmembranales que se encuentran en las neuronas y que se
encargan de reintroducir a las monoaminas a la neurona presinaptica. Por lo tanto, estos
antidepresivos ocasionan que las monoaminas permanezcan un mayor tiempo en la sinapsis
(Alvano y Zieher, 2020). Actualmente, el tratamiento de primera linea para el trastorno
depresivo mayor es con SSRI, tales como fluoxetina (FLX), sertralina, paroxetina, citalopram
y escitalopram; también, bajo el mismo principio, se utilizan los inhibidores duales, como

duloxetina y venlafaxina, o los NDRI, como bupropion (Alvano y Zieher, 2020).

1.2.2 5-HT y sus implicaciones en la depresion

La 5-HT es un neurotransmisor de tipo monoamina, entre sus funciones esta modular diversas
conductas como el estado de animo, el apetito, suefio, entre otras (Stahl, 1998). Su sintesis
depende de la disponibilidad de su amino&cido precursor, L-triptfano. Se produce mediante
una serie de reacciones llevadas a cabo por dos enzimas, el proceso se puede observar en la
figura 3. Comienza con el aminoécido L-triptofano que es convertido en 5-hidroxitriptofano
(5-HTP) por medio de la enzima L-triptofano-hidroxilasa (TPH), la cual, agrega un grupo
hidroxilo a L-triptéfano; posteriormente al 5-HTP que se obtuvo se le elimina un grupo
carboxilo, catabolizado por la enzima 5-hidroxi-triptofano-descarboxilasa (AADC), dando
como resultado la 5-HT (Kroeze et al., 2012).
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Figura 3. Sintesis de serotonina.
TPH, L-triptéfano-hidroxilasa; AADC, 5-hidroxi-triptofano-descarboxilasa

La 5-HT resultante es almacenada en vesiculas y posteriormente es liberada al espacio
sinaptico donde puede unirse a los receptores postsinapticos y activar vias de transduccién
de sefiales; la 5-HT es degradada en la sinapsis o llevada por el SERT al interior de la neurona
en donde puede tomar dos caminos: serd degradada por la MAO o serd almacenada y
posteriormente reutilizada volviendo a liberarse en el espacio sinaptico (Kroeze et al., 2012).
En el SNC la 5-HT es sintetizada en las neuronas serotonérgicas, que se encuentran
distribuidas en los nucleos del rafe de la linea media, que se extienden caudalmente desde el
mesencéfalo hasta la médula (Boadle-Biber, 1993). Cabe destacar que, hay otros sitios donde
también podemos encontrar una produccién de 5-HT como: el plexo neural entérico, las
celulas enterocromafines de la mucosa gastrointestinal, los mastocitos de tejidos conectivos
y los pinealocitos de la glandula pineal (Hasegawa y Nakamura, 2010). Es por ello que
cambios en la sintesis y liberacién de 5-HT, afectan diferentes érganos y tejidos, y que el

tratamiento con SSRI produce efectos adversos que no estan relacionados con la conducta.

Se ha observado que una disminucién temporal de la transmision de 5-HT ocasionada
por la deplecion de triptéfano tiene como consecuencia un aumento de los sintomas
depresivos, cabe destacar que dicho aumento es mas significativo en mujeres que en hombres
(Sramek et al., 2016). Esto se explica porque las hormonas también estan involucradas en la
concentracion de 5-HT, por ejemplo, el estradiol y la progesterona modulan la sintesis de 5-

HT a través de cambios en la actividad de enzimas involucradas en la sintesis y degradacion
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de 5-HT (LeGates et al., 2019). Los estrogenos también inducen cambios en la union de la

5-HT en el SERT Yy los receptores serotonérgicos (Sramek et al., 2016).

1.2.3 Transportador de serotonina (SERT)

ElI SERT es una proteina con 12 dominios transmembranales perteneciente a la familia SLC6
de transportadores acoplados a iones, posee bucles intra y extracelulares, los extremos N-
terminal y C-terminal se encuentran en el interior de la célula (Aggarwal y Mortensen, 2017),
es codificado por el gen SLC6A4. ElI SERT se expresa en las neuronas serotoninérgicas de
los nucleos del rafé, el hipotdlamo, la amigdala, el cuerpo estriado, el talamo, entre otras
(Aggarwal y Mortensen, 2017). También se expresa en tejidos periféricos como células
especializadas del intestino, pulmones, linfocitos de sangre y plaquetas (Ramamoorthy et al.,
2011).

El SERT es el responsable de modular la recaptura de 5-HT del espacio extracelular al
intracelular; cotransporta una molécula de 5-HT, una de Na+ y otra Cl- al interior de la célula,

con un ion K+ en la direccion opuesta (Aggarwal y Mortensen, 2017) (figura 4).
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Figura 4. Funcion del SERT.

El transporte hacia el interior de la célula por medio del SERT requiere una serie de pasos. A) Una vez que 5-HT, Na+ y Cl- estén unidos al
transportador (SERT), éste sufre cambios conformacionales que consisten en cerrar el medio extracelular y exponer el sitio de union al
citoplasma. B) 5-HT, Na+ y Cl- pasan a través de SERT y son liberados al interior de la célula. C) Posteriormente, un ion de K+ intracelular se
une al transportador, ocurren cambios conformacionales que cierran el acceso al citoplasma y se expone el sitio de unién al medio
extracelular. D) Finalmente, K+ pasa a través del SERT y se libera al espacio sindptico (Rudnick, 2006).

Ademas, tiene un papel importante en la depresion ya gque se ha observado que las
mujeres depresivas presentan una disminucion del 22% de la disponibilidad del SERT en el

diencéfalo, en comparacion con mujeres no depresivas (Staley et al., 2006).

La expresion y densidad del SERT estdn modulados por factores tanto extrinsecos
como intrinsecos, dentro de los factores extrinsecos se incluyen farmacos antidepresivos
como la FLX que regula a la baja la densidad del SERT (Mirza et al., 2007). Otro factor es
el estrés, estudios en modelos animales se encontrd que el tratamiento con corticosterona
indujo una reduccién en la densidad del SERT (Reisinger et al., 2019). Como factor
intrinseco se encuentran las hormonas sexuales ovaricas, ya que la ovariectomia ocasiona
una reduccion de la densidad del SERT en el hipotalamo, en tanto que la densidad aumenta
cuando se administra estradiol, progesterona, o ambos esteroides (Attali et al., 1997).
Clinicamente, se ha observado que las hormonas sexuales influyen en la efectividad del

tratamiento antidepresivo. Estudios que comparan el efecto antidepresivo de diversos
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bloqueadores selectivos (paroxetina, citalopram) o duales (5-HT/noradrenalina) entre
mujeres pre- y postmenopdausicas muestran que las primeras tuvieron una mejor respuesta
antidepresiva que las postmenopausicas (Pae et al., 2009), lo que sugiere interacciones entre
los estrdgenos y los antidepresivos. En un estudio doble ciego, aleatorizado, controlado con
placebo, mujeres maduras depresivas fueron tratadas con FLX (20 mg/dia) o placebo +
terapia de reemplazo hormonal o sin terapia de reemplazo hormonal. Se encontré que, el
40.1% de las mujeres tratadas con FLX (20 mg/dia) + terapia de reemplazo hormonal
tuvieron una respuesta de mayor o igual al 50% de mejora en el Ham-D21 (escala de
calificacion estandar para medir la gravedad de la enfermedad), es decir, el 40.1% de las
mujeres tuvieron eficacia al tratamiento con FLX. En cambio, aquellas mujeres que no
recibieron terapia de reemplazo hormonal + FLX, el 36.1% tuvo una mejora en el Ham.D21
(Schneider et al., 1997). Con lo anterior se sugiere que ya sea de forma natural o
farmacologica, los estrogenos favorecen una mayor efectividad del tratamiento con

antidepresivos SSRI.

1.2.4 Mecanismo de accion de los antidepresivos SSRI

Los antidepresivos SSRI son conocidos por su eficacia, buena tolerabilidad, tienen pocos
efectos adversos y porgue son relativamente seguros en comparacioén con otros tipos de
antidepresivos, por ello, son los mas prescritos para el tratamiento de la depresion. Este tipo

de antidepresivos tienen una alta afinidad por el SERT (tabla 3) (Howard et al., 2012).
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Tabla 3. Afinidad de los antidepresivos por los transportadores.

Afinidad
Tipo de antidepresivo | Antidepresivo SERT NAT DAT
Fluoxetina +++ - .
Citalopram +++ - -
SSRI
Sertralina +++ - +
Paroxetina +++ + -
NRI Reboxetina - +++ -
SNRI Venlafaxina + + -
NDRI Bupropion - + LN
Desipramina + +++ -
Triciclicos : :
Imipramina +++ + -

Datos tomados de: Howard et al., 2012.
Abreviaturas
SSRI, Inhibidores de la recaptura de serotonina; MRI, inhibidores de la recaptura de noradrenalina; SNRI,
Inhibidores de la recaptura de noradrenalina y serotonina; MNDRI, Inhibidores de la recaptura de
noradrenalina y dopamina.
SERT, transportador de serotonina; NAT, transportador de noradrenalina; DAT, transportador de dopamina.
+++, alta afinidad; ++, afinidad moderada; +, baja afinidad; -, no tiene afinidad.

Los SSRI se unen al SERT de manera antagdnica bloqueandolo e impidiendo la union
de la 5-HT, por lo que se inhibe la capacidad del transportador para recapturar al
neurotransmisor desde el espacio sinaptico; como consecuencia de esto, la 5-HT permanece
por mas tiempo en la sinapsis, es asi que se incrementa el nivel extracelular de 5-HT
(Richelson, 2001).

El bloqueo del SERT por parte de los SSRI produce efectos de corto y largo plazo.
Los efectos inmediatos o de corto plazo son una inhibicién de la tasa de disparo de 5-HT, asi
como una disminucion de su sintesis y liberacion al espacio sinaptico, esto sucede como
consecuencia de una retroalimentacion negativa en la que estan involucrados los receptores
5-HT1a (Richelson, 2001). Cuando incrementa el nivel de 5-HT en el espacio sinaptico se

activan receptores que estan acoplados a proteinas Gai/o (Murphy et al., 1998), las cuales,
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abren los canales de potasio en la membrana celular, la célula se hiperpolariza, lo cual, resulta
en una reduccion de la tasa de disparo de 5-HT, esta reduccién se traduce también a una
reduccion de la liberacion de 5-HT (Artigas, 2013). Cuando los efectos son de largo plazo
(tratamiento cronico) ocurren cambios adaptativos, hay una desensibilizacién de los
receptores 5-HT1a por lo que la neurona se ve “forzada” a producir nuevamente mayor 5-
HT. De manera progresiva, aumenta la liberacién de 5-HT en el espacio sinéptico lo que
conlleva a una eliminacion de la desensibilizacion de los receptores postsinapticos.
Finalmente, se reduce la retroalimentacion negativa, lo que aumenta la liberacion de 5-HT
(Richelson, 2001).

1.2.5 Efecto de los farmacos antidepresivos en mujeres

Se ha propuesto que la eficacia de los antidepresivos es modulada por el sexo, sugiriendo la
participacion de las hormonas sexuales (Sramek et al., 2016). A continuacion, se describen
algunos estudios clinicos con hombres y mujeres diagnosticados con depresion, donde se

describen estas diferencias (tabla 4).
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Tabla 4. Efecto de los farmacos antidepresivos en hombres y mujeres.

No.

Pacientes  Tratamiento Respuesta al tratamiento Referencia

635 Imipramina vs sertralina  Respuesta antidepresiva (AD) a Kornstein et al., 2000
sertralina
Mujeres 57%
Hombres 45%

239 Imipramina vs sertralina  Respuesta AD a sertralina Baca et al., 2004
Mujeres 72.2%
Hombres 56.5%

86 Citalopram vs reboxetina Respuesta AD a Citalopram Berlanga y Flores-
Mujeres 80% Ramos, 2006
Hombres 64.4%

16* Fluoxetina Niveles de triptéfano Bano et al., 2004

Mujeres 82.70%
Hombres 32%

*Pacientes depresivos vs grupos control

La revision de Sramek y cols. (2016) reporta nueve estudios en los cuales las mujeres
tienen una mejor respuesta a los SSRI. También se reportan 5 estudios en donde los hombres
responden mejor a los antidepresivos tipo triciclicos (imipramina) en comparacion con
mujeres, estos resultados se mantienen incluso en mujeres y hombres >40 afios. Otro dato
que apoya la hipétesis de las diferencias por sexo es que el tratamiento con FLX aumenta la
concentracion de triptéfano en suero de forma diferencial entre sexo. Tanto en hombres como
en mujeres hay un incremento significativo de triptéfano en comparacién con los controles
(pacientes depresivos no tratados) pero el aumento fue mayor en mujeres. Se propone que el
aumento de triptofano en plasma tiene influencia sobre la concentracion de este mismo
aminoéacido en el cerebro y también sobre la concentracién de 5-HT (Bano et al., 2004), esto
podria explicar la mejor respuesta a los SSRI en mujeres.

La diferencia en la efectividad del tratamiento también podria explicarse por la
presencia de hormonas femeninas ya sea naturales, o0 como parte de terapias de reemplazo

hormonal. Las hormonas naturales provienen principalmente de las gbnadas, y en menor
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medida, de fuentes extragonadales. Otra posible explicacion es que el subtipo de depresion
diagnosticado tiene influencia en la efectividad del tratamiento, por ejemplo: en la depresion
atipica, los sintomas de la depresion difieren entre hombres y mujeres; en este caso las
mujeres tienen a mostrar mas sintomas somaticos, que responden preferencialmente a los
SSRIs (LeGates et al., 2019).

Otro factor que posiblemente esté implicado es la farmacocinética de los
antidepresivos, por ejemplo, diferencias por sexo en la absorcién, distribucion, metabolismo
y excrecion de estos medicamentos (Sramek et al., 2016). Esto puede relacionarse con las
hormonas ovaricas, pero también a caracteristicas corporales femeninas como mayor
volumen de grasa corporal. Un estudio muestra que, no hay diferencia significativa en la
concentracion méxima de FLX en sangre en hombres y mujeres después de la administracion
de este farmaco durante 42 dias, aunque si se observa una mayor concentracion en mujeres.
En cuanto a la vida media de eliminacién de FLX, aunque tampoco hubo diferencias
significativas, se puede observar que fue ligeramente mas rapida en hombres que en mujeres.
Sin embargo, cuando se mide la concentracion en sangre del principal metabolito de FLX
(norfluoxetina) si se observa una diferencia en cuanto al sexo; las mujeres presentaron una
mayor concentracion del metabolito que los hombres y la vida media de eliminacion del
metabolito fue més lenta en las mujeres en comparacién con los hombres (Ferguson y Hill,
2006).

1.3 Hormonas sexuales como reguladoras de los tratamientos
antidepresivos

1.3.1 Generalidades de hormonas sexuales

Las hormonas sexuales es el término genérico con el que se conoce a los esteroides que se
producen principalmente en las gdénadas, aunque también hay produccion de éstos en
pequerias cantidades, en otros tejidos como en las glandulas suprarrenales, en la grasa o en
el SNC (Frank y Schneider, 2013). Su sintesis es a partir del colesterol (figura 5); éste se
convierte en pregnanolona mediante la enzima P450scc. La pregnanolona actGa como
precursor de las hormonas esteroides, a partir de ella se pueden tomar 4 diferentes caminos

y sintetizarse distintas hormonas como 20a-dihidropregnanolona, 7a-hidroxipregnanolona,
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progesterona o dehidroepiandrosterona (DHEA), este ultimo esteroide se convierte en
androstenediona, luego en testosterona y finalmente en estradiol mediante la enzima
aromatasa (para informacion detallada sobre la conversién de andrégenos a estrogenos
consultar apartado 1.4.1.). El esteroide que se sintetizara en la ruta metabdlica depende de la
expresion de alguna enzima en especifico y de la competencia entre las enzimas por algun
sustrato (Mellon et al., 2001). Cabe destacar que, los andrdgenos son precursores de los
estrogenos (Stanisi¢ et al., 2010), ambos se producen tanto en los testiculos como en los
ovarios, pero en diferentes cantidades, en estos ultimos la sintesis de hormonas sexuales se

realiza tanto en las células de la teca como en células de la granulosa (Cui et al., 2013).

En el caso del estrogeno que es producido en el cerebro, la sintesis se lleva a cabo en
las neuronas y en los astrocitos, pero no en microglia ni en oligodrendrocitos (Cui et al.,
2013).
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Figura 5. Biosintesis de hormonas sexuales a partir del colesterol.
P450scc, enzima de escision de la cadena lateral del colesterol mitocondrial; P450arom, enzima aromatasa (Tomado v medificado de
Baulieuw, 1998).
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Los efectos de las hormonas sexuales, particularmente del estradiol, que es un
elemento central de esta tesis, se producen a partir de su interaccion con receptores a
estrogenos (RE). Hay distintos subtipos de RE: receptores nucleares como ERa 0 ERB y
receptores de membrana como GRP30 o ER-X. Estos RE se encuentran distribuidos en
diferentes regiones cerebrales y en distintos tejidos periféricos (Cui et al., 2013). La

sefializacion mediada por el estrogeno puede ser dividida en gendmica y no gendémica (figura
6), a continuacion, se describe de manera general cada una:
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Figura 6. Mecanismos de sefializacion de los estrégenos.

Via 1: En esta via de senalizacion los receptores a estrogeno ERa y ERB actian como factores de transcripcion. El
estrogeno se une a ERs, el complejo se dimeriza y se transloca al ntcleo, se inducen cambios transcripcionales en
genes sensibles al estrogeno con o sin elementos de respuesta a estrégenos (ERE).
Via 2: El estrogeno se une a los receptores de membrana, esto induce eventos citoplasmaticos como la modulacion
de canales idnicos en la membrana, cascadas de segundos mensajeros y factores de transcripcion.
(Tomado y modificado de Cui et al., 2013)

La sefializacion gendmica es conocida como el mecanismo clasico de sefializacion
del estrégeno. En estos efectos se involucra el paso de la hormona por la membrana de la

célula por un mecanismo de difusién pasiva, y la posterior union de la hormona a un receptor
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citoplasmatico. Posteriormente ocurre la migracion de complejos RE (dimeros) al nucleo
celular y una interaccion directa con la cromatina en secuencias especificas de DNA
conocidas como elementos de respuesta de estrogenos (Fuentes y Silveyra, 2019). Este
mecanismo estimula la transcripcion de genes asociados a una gran cantidad de proteinas que
participan en la fisiologia normal. Los efectos no gendmicos son mas rapidos que los
genomicos y son aquellos en los que se involucra la regulacién indirecta de la expresion de
genes a traves de la activacion de mecanismos de transduccion de sefiales, se producen
segundos mensajeros intracelulares, se regula el AMPCc, y se activan proteinas cinasas de las
cascadas de sefializacién que dan como resultado cambios indirectos en la expresién de los

genes (Fuentes y Silveyra, 2019).

1.3.2 Efectos de las hormonas sexuales

Las hormonas sexuales estan involucradas en procesos fisioldgicos y moleculares en células
y tejidos del cuerpo; por ejemplo, participan en la diferenciacion y maduracion sexual, en la
expresion de los caracteres sexuales primarios y secundarios durante el desarrollo, en la
homeostasis de los tejidos reproductivos y no reproductivos, y en la expresion de la conducta
sexual, social, afiliativa, entre otros (Stanisi¢ et al., 2010). Las hormonas sexuales producen
sus efectos a través de dos tipos de acciones: a) organizacionales, definidas como aquellos
cambios permanentes en la estructura y funcién del cerebro como respuesta a la exposicién
a hormonas sexuales durante los periodos criticos del desarrollo prenatal y post natal
temprano, ejemplo de ello es el papel que juegan estas hormonas en la diferenciacion cerebral
sexual; b) activacionales, que se refiere a los efectos fisioldgicos (por ejemplo, cognitivos y
conductuales) en respuesta a las hormonas sexuales circulantes una vez que los efectos
organizacionales ya fueron consolidados (Ulubaey et al., 2009); ejemplo de este tipo de
acciones es en ratas macho castradas, en las que se puede observar que la presencia de
testosterona exogena en la amigdala media induce cambios en su morfologia lo que promueve

el comportamiento sexual (Bialy y Sachs, 2002) (figura 7).
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Figura 7. Efectos organizacionales y activacionales de las hormonas sexuales.

Las hormonas sexuales tienen un papel critico en las diferencias cerebrales entre
hombres y mujeres, que se determinan en la vida intrauterina, y se llevan a cabo
principalmente por hormonas como testosterona, dihidrotestosterona y estradiol, de esta
manera se realiza la desfeminizacion y posterior masculinizacion del cerebro en el periodo
fetal. Las diferencias sexuales del cerebro van desde el tamafio, volumen y peso de
determinadas regiones cerebrales, sistemas de neurotransmision, asi como en el nimero de
receptores (Karaismailoglu y Erdem, 2013) hasta diferencias en la concentracién y sintesis
de hormonas sexuales en la vida adulta (tabla 5); igual que en los humanos, esto ocurre en

las especies de animales que se usan frecuentemente en el laboratorio (tablas 6y 7).
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Tabla 5. Diferencias en la concentracion hormonal en sangre en hombres y mujeres.

Mujeres

Edad reproductiva postmenopausicas Hombres

<37-360 pmol/L*(1)
699-1250 pmol/L**(1)
0.3-3 nmol/L*{1)
19-45 nmol/L** (1)

17B-estradiol

Progesterona Sin datos Sin datos

<37-140pmol/L(1) <37-210 pmol/L (1)

Testosterona 0.7-2.8 nmol/L (1) 0.60 nmol/L (2) 6.9-34.7 nmol/L (1)

“Fase folicular ** Fase ldtea
(1) Strauss y FitzGerald, 2019; (2) Hogervorst et al., 2004.

Tabla 6. Diferencias en la concentracion hormonal en sangre en
ratas hembra y macho.

Hormona Hembra (proestro) Macho
17B-estradiol 115415 pg/ml (1) 12.9742.18 pg/ml (3)
Progesterona 60 ng/ml (2) 1.9+0.7 ng/ml (4)

Testosterona 1.2+0.15 ng/ml (1) 3.65+0.45 ng/ml (3)

(1) Guo et al., 2018; {(2) Donner y Lowry, 2013; (3) Martinez-Mota et al., 2008; (4) Baulieu., 1998.

Tabla 7. Diferencias en la concentracién hormonal en distintas regiones
cerebrales en ratas hembra y macho.

Region cerebral

Rata Hormona Hipocampo Hipotidlamo Corteza frontal
Hembra Estradiol (pg/g) 2045 (1) 1042 (1) 115450 (1)
Testosterona (ng/g) 4.9+0.7 (2) 1.7+0.3(1) 1.8+0.4 (1)
Estradiol (ng/g) 2.3+0.4(2)  Sin datos Sin datos

Macho

(1) Guo et al., 2018; (2) Hojo et al., 2009.

30



Se ha observado que tanto el estradiol producido localmente en regiones cerebrales
que no estan asociadas a la reproduccidn, asi como el que se sintetiza de forma periférica,
tiene funciones como regular la neurogénesis, el desarrollo neural, la transmision y
plasticidad sinaptica (Brocca y Garcia-Segura, 2019). Los estrogenos tienen la funcion de
neuroproteccion en el cerebro, ya que protegen a las neuronas del dafio excitotoxico que
puede ocasionarse debido a convulsiones o accidentes cerebrovasculares, también protegen
contra enfermedades como el Parkinson y Alzheimer. Ademas, el estradiol induce cambios
morfologicos y funcionales en el hipocampo, por ejemplo, en los adultos regula la
neurogénesis (Azcoitia et al., 2011). De forma interesante, los estudios en ratonas knock-out
de la enzima aromatasa demuestran el papel critico que juega la sintesis local (cerebral) de
estrogenos en la proteccion, ya que el dafio isquémico es mayor en estos animales
transgénicos que en los animales silvestres a los que se les eliminaron las hormonas sexuales

mediante ovariectomia (McEwen y Milner, 2017).

1.4 Aromatasa y diferencias sexuales cerebrales

1.4.1 Aromatasa y sintesis de estradiol

Aromatasa es una enzima que pertenece a la superfamilia del citocromo P450, tiene la
funcion de convertir C19 andrégenos a C18 estrégenos. En humanos, la aromatasa es el
producto del gen CYP19AL1 en el cromosoma 15g21.1, y consiste en un grupo hemo y una
cadena polipeptidica de 503 residuos de aminoacidos. De acuerdo con Ghosh y cols. (2009)
esta enzima esta conformada por 12 a-hélices y 10 B-filamentos distribuidos en una hoja f8
principal, la cual, esta constituida de 4 filamentos que comienzan cerca del N-terminal y tres
hojas secundarias que consisten en dos filamentos antiparalelos distribuidos sobre la cadena

polipeptidica (figura 8).
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Figura 8. Estructura de la aromatasa.

N-terminal en color azul, C-terminal en color rojo; a-hélice marcados de A-L; B-filamento enumerados
de 1-10; Al centro, grupo hemo, unido a una molécula de androstenediona en el sitio activo, se
muestran las uniones polares. (Tomado y modificado de Ghosh et al., 2010).

La regulacion y expresion de la aromatasa depende de factores gendmicos, no
gendmicos y epigenéticos; la regulacion es diferente entre sexos y varia a través de la edad
(Shay et al., 2018). La expresion de aromatasa en ovarios se regula mediante andrdgenos,
principalmente testosterona; se ha observado en modelos animales que esta hormona
ocasiona un aumento en la expresion de aromatasa en las células granulosas (Stocco, 2008).
Experimentos realizados en ratas y primates no humanos demostraron que en regiones como
el &rea preoptica e hipotadlamo, los andrégenos regulan el mMRNA que codifica a la aromatasa
a través de la transcripcion mediada por receptores a andrégenos (Roselli et al., 2009). La
actividad de aromatasa también esta regulada mediante mecanismos post transcripcionales
como la fosforilacion en donde la actividad enzimatica es regulada a la baja (Harada, 2015),
especificamente en el hipotadlamo esta regulacion se debe a la exposicion a ciertas
condiciones que aumentan la fosforilacion tales como, una alta concentracion de calcio,
magnesio o ATP (Roselli et al., 2009) y; en la desfosforilacion causada por una disminucion
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de calcio (Fester et al., 2016) los niveles de la actividad de la enzima se restauran (Harada,
2015).

En mujeres, la aromatasa se expresa en fibroblastos de la piel (Nelson y Bulun, 2001),
osteoblastos en los huesos (Nelson y Bulun, 2001), astrocitos, oligodendrocitos, células
ependimarias, células del plexo coroideo, interneuronas, células piramidales y granulares del
cerebro (Ishunina et al., 2005; Yague et al., 2006; Yague et al., 2010 y Luchetti et al., 2011);
células de la granulosa en los ovarios (Fuentes y Silveyra, 2019); en el sincitiotrofoblasto de
la placenta (Nelson y Bulun, 2001) y en células estromales del tejido adiposo (Nelson y
Bulun, 2001). La aromatasa tiene actividad en tejidos gonadales y extragonadales como en
células estromales del tejido adiposo (Nelson y Bulun, 2001); en osteoblastos y osteoclastos
de huesos (Cui et al., 2013); y en cerebro (Shay et al., 2018).

La conversion que realiza aromatasa se observa en la figura 9 y puede darse con 3
diferentes sustratos: de testosterona a estradiol, de androstenediona a estrona, o de 16a-OH-
DHEA a estriol (Azcoitia et al., 2011).
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Figura 9. Conversion de andrégenos a estrogenos.

La expresion, actividad y transcripcion de aromatasa en el cerebro varia entre especies
y en diferentes tipos celulares (tabla 8). Se ha reportado su expresion y transcripcion en el
hipotalamo, area predptica y bulbo olfatorio de peces (Danio renio) (Diotel et al., 2010 y
Tong et al., 2001); expresion de aromatasa en el area predptica y prosencéfalo de reptiles
(Chrysemis picta) (Callard et al., 1977) y; actividad de aromatasa en el area preoptica y
prosencéfalo en aves (Streptopelia risoria) (Steimer y Hutchison, 1980). En ratas albinas
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(cepa Sprague-Dawley) se ha encontrado expresion de la enzima en hipotdlamo y sistema
limbico (&rea septal lateral y nucleo de la cama de la estria terminal) (Jakab et al., 1993);
transcripcion en area predptica, nucleo hipotaldmico ventromedial, amigdala e hipocampo
(Tabatadze et al., 2014 y Roselli et al., 1998); y actividad en hipotalamo, area predptica,
amigdala y los nucleos hipotalamicos lateral, anterior y ventromedial (Roselli et al., 1985 y
Semalnoff et al., 1977). En primates no humanos (Macaca mulatta) se reportan niveles de
actividad de aromatasa en &rea preoOptica, hipocampo, amigdala y cortezas (prefrontal
cingulada, parietal, somatosensorial y motora) (Yague et al., 2008); ademas, hay expresion
de aromatasa en el hipocampo y en corteza temporal (MacLusky et al., 1986). En cerebro
humano, los estudios muestran que esta enzima se encuentra en areas hipotalamicas y sistema

limbico, que son estructuras relevantes para la depresion (tabla 9).

Tabla 8. Tipos celulares en los gue se encuentra aromatasa en diferentes especies.

Especie Aromatasa Tipos celulares
- P - *
Expresion Células gliales !
Pez (Danio reria) .
Transcripcicn Células gliales 1
Rata g -
Expresion Neuronas 7
Sprague-Dawley
Primate no
humanao Expresion Neuronas: Células piramidales 2 y granulares 2

(Macaco mulatta)

Células gliales: Astrocitos **® y oligodendrocitos *
Expresian Neuronas: Células ependimarias 2, células del plexo coroideo 2,

Humano células piramidales *°, granulares ® e Interneuronas *°
Células gliales: Astrocitos 2, oligodendrocitos *

Transcripcién gee
Meuranas

Lpintel et al, 2010; Svague et oi,, 2008; Sishunina et of, 2005; “rague et al, 2006; “¥ague et of, 2010; SLuchetti et al, 2011; T1akab et al, 1993
* El autor no especifica qua celulas gliales.
** El autor no especifica qué tipos de neuronas.
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Tabla 9. Expresion, actividad y transcripcion de aromatasa en cerebro humano.

. 3 . B A Corteza Nucleo hipotalamico
Aromatasa Hipotalamo Amigdala Hipocampo Prosencefalo Talamo Pons
Prefrontal Frontal Temperal Latersl Mamilar  Paraventricular  Ventremedial
Exprasian %3 ¥(4) X(4) xid) Xi4) X(4)
Actividad X1} X(6) XiB)
Transcripcion X(2) X(2Z) Xi2) X4 X(2) X(2) X(3) X7 X4

{1) Naftalin et al., 1371; {2) Saszno et al, 1998; (3] Yague et al, 2010; (4) Ishunina et al., 2005; {5) Luchetti et @i, 2011; (&) Wosniak et al,, 1998; |7) Yague et al, 2008,

Estudios en modelos animales muestran que la actividad de aromatasa cerebral difiere

entre sexos. En ratas macho se encontrd una mayor actividad de aromatasa en el area

predptica, la amigdala (Roselli et al., 1985) y en subregiones del hipotalamo (Shay et al.,

2018) en comparacion con hembras. Ademas, machos castrados presentaron actividad de

aromatasa en el hipotdlamo en niveles similares a los de ratas hembra intactas;

posteriormente, se observo que los niveles de la actividad de esta enzima se regularon con la

restitucion de testosterona a los machos castrados. En el sistema limbico, en areas como la

amigdala media y el nucleo del lecho de la estria terminal (BnST) sucede lo mismo (figura

10), indicando que en estas areas la actividad de la aromatasa es regulada por los andrégenos

circulantes (Roselli et al., 1985).
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Figura 10. Actividad de la aromatasa en distintas regiones cerebrales de rata hembra y macho.
(a) Niveles de la actividad de aromatasa en machos castrados y hembras intactas y; (b) Actividad de aromatasa de
machos castrados con restitucion de testosterona y hembras intactas. (Tomado y modificado de Shay et al., 2018).
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Cabe mencionar que, en algunas areas del hipotalamo como en el nicleo predptico
periventricular, nicleo predptico medio, nucleo supraquiasmatico, ndcleo preoptico lateral y
nacleo supradptico existe una alta actividad de aromatasa. Sin embargo, en areas como el
giro dentado a pesar de que existe una gran cantidad de receptores a androgenos (hormonas
que son el sustrato de la enzima), no se observa actividad de aromatasa; se ha llegado a esta
conclusién debido a que hay subpoblaciones de neuronas que no poseen estrogenos
producidos por esta enzima (Roselli et al., 1985).

1.4.2 Papel de la aromatasa en las funciones cerebrales

La aromatasa posee distintas funciones cerebrales, en tanto que es un mecanismo importante

para la produccién in situ de estrégenos.

Se ha observado que durante el envejecimiento hay una disminucion de esta enzima,
dicha disminucién podria estar involucrada en el riesgo de padecer enfermedades
neuroldgicas como depresion o Alzheimer (Shay et al., 2018). La expresion de aromatasa en
el hipocampo, tdlamo, corteza cerebral y cerebelo estad involucrada en la regulacion de la
plasticidad sinaptica que se evalu6 mediante el nimero de contactos sinépticos. Un estudio
reveld que la combinacion de letrozol, un inhibidor de la aromatasa, y la ovariectomia, afectd
la cantidad de contactos sinapticos en mayor medida que sélo la ovariectomia (Zhou y cols.,
en 2010).

Hill y cols. en 2009, demostraron que la aromatasa tiene un papel en la supervivencia
celular; utilizaron ratones hembra knockout de aromatasa (arKO) y ratones silvestres (WT)
de un afio de edad, que fueron tratados con estradiol o vehiculo. Posteriormente los animales
fueron sacrificados y el cerebro se removid, las células que experimentaron una apoptosis en
la corteza frontal fueron marcadas y analizadas bajo un microscopio de fluorescencia. Se
encontré un menor numero de neuronas en la corteza de las hembras arKO que en la de
hembras WT, de un afio de edad. También encontraron rupturas del DNA en la corteza
prefrontal de los animales arKO, que fue prevenido con tratamiento con estradiol. En las
hembras WT no se encontraron rupturas del DNA. Ademas, en los animales arKO se observo

la presencia de caspasa-3 (proteina clave en la sefial apoptotica). La pérdida neuronal
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significativa en los animales arKO demuestra que el estrogeno es requerido para mantener la
supervivencia de las neuronas en la corteza frontal durante la vida adulta.

Ademas, se ha observado que, la aromatasa esta involucrada en neurogenesis del
bulbo olfatorio, en un estudio se utilizaron ratones hembra arKO y WT, se evaluo el efecto
de la ovariectomia sobre la neurogénesis a través de inmunohistoquimica. Se encontr6 que
las ratonas arKO intactas u ovariectomizadas tuvieron un nidmero significativamente menor
de nuevas células granulares en el bulbo olfatorio accesorio en comparacion con ratonas WT
intactas u ovariectomizadas, este efecto fue reversible con el tratamiento con estradiol, en
donde no hay diferencia en el namero de células nuevas en ambos grupos (Veyrac y Bakker,
2011).

La aromatasa también esta involucrada en la regulacion de los RE, debido a que existe
una correlacion positiva entre la expresion de aromatasa y la distribucion de los RE (Azcoitia
etal., 2011).

1.4.3 Inhibidores de aromatasa

Los inhibidores de la aromatasa son farmacos que inhiben la actividad de la enzima. Se
clasifican como inhibidores tipo 1 (esteroideos) e inhibidores tipo 2 (no esteroideos). Los
inhibidores de tipo 1 son inactivadores irreversibles que se unen competitivamente a la
enzima y la inactivan de manera permanente, son inhibidores analogos del sustrato de
aromatasa, tienen forma similar a androstenediona, el cual es un andr6geno que presenta una
gran afinidad por la enzima. Ejemplos de estos inhibidores son el formestano y el exemestano
(figura 11).
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Figura 11. Inhibidores de la aromatasa tipo 1.

Los inhibidores de tipo 2 son inactivadores no permanentes (reversibles) y tienen
accion en el citocromo P450, se unen al grupo hemo de la enzima aromatasa por coordinacion
a través de un atomo de nitrégeno basico. Ejemplos de estos inhibidores son el letrozol, el

anastrozol y el vorozol (figura 12).
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Figura 12. Inhibidores de la aromatasa tipo 2.
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Ambos tipos de inhibidores enzimaticos son utilizados clinicamente en mujeres con
cancer de mama dependiente de hormonas debido a que se ha observado que
aproximadamente % de los tumores poseen actividad de aromatasa, lo que indica que el tejido
tumoral produce estrégenos localmente (Carlini et al., 2001). Ademas, en estudios realizados
por Brodie y Njar (2000) se demostré que los niveles de estrégeno son mas altos en los
tumores de mujeres post menopausicas con cancer de mama en comparacion con los niveles
en plasma, esto sugiere que los estrégenos que se producen localmente pueden tener un papel

en la proliferacion del tumor.

En mujeres postmenopausicas, el tratamiento con formestano reduce los niveles de
estradiol entre 50-70% (Wiseman y McTavish, 1993). En pacientes con cancer de mama con
enfermedad avanzada se observo gue el uso de formestano ocasiona una regresion parcial o
total del tumor en 25-39% de las mujeres (Carlini et al., 2001). En mujeres que tienen
resistencia al tratamiento con formestano, al ser administrado en conjunto con goserelina (un
agonista de la hormona liberadora de gonadotropina -GnRH- que se utiliza en ciertos
pacientes para tratar el cancer de seno avanzado), la supresion de estradiol es mayor que si
se administra goserelina como Unica intervencion (Wiseman y McTavish, 1993). Estudios en
ratas hembra demostraron que formestano es efectivo en la reduccion de los niveles de
estrdgenos ovaricos, ademas causa regresion de los tumores mamarios dependientes de
hormonas (Brodie y Njar, 2000).

Cuando es administrado de manera intramuscular se forma un deposito del farmaco,
el cual, es absorbido lentamente en la circulacién sanguinea. Las concentraciones maximas
en plasma se alcanzan dentro de 1y 2 dias después de aplicar una sola dosis. Este farmaco
esta sujeto a un metabolismo hepatico rapido. Los principales metabolitos que se han logrado
identificar son conjugados de glucuronido como 4-hidroxitestosterona y 3a-hidroxi-5p-
androstano-4,17-diona. La eliminacion en plasma del farmaco es bifasica: la eliminacion de
la vida media del farmaco sucede 2-4 dias, y la eliminacion total del farmaco es hasta los 10
dias (Wiseman y McTavish, 1993).
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1.5 Modulacion de la respuesta a antidepresivos por estradiol

Estudios en animales confirman que los estrogenos mejoran o facilitan los efectos
antidepresivos de FLX en hembras ovariectomizadas. Tales estudios indican que incluso
dosis suboptimas de estradiol (que por si mismas no producen efecto tipo antidepresivo en la
prueba de nado forzado) mejoran el efecto del SSRI (Estrada-Camarena et al., 2004). Esta
informacion ha sido confirmada en una gran cantidad de estudios preclinicos utilizando ratas
de laboratorio. Un estudio con ratas hembra ovariectomizadas tratadas con escitalopram
demostro que si se administra en conjunto con estradiol la efectividad del antidepresivo es
mayor que si se administra solo (Ibrahim et al., 2016). En ratas hembra en las fases del ciclo
estral en las que hay una mayor cantidad de estradiol (estro y proestro), los farmacos
antidepresivos tales como clorimipramina y desipramina son mas efectivos que en las fases
donde los niveles hormonales son bajos (diestro) (Consoli et al., 2005; Contreras et al., 2000).
También se encontrd que los estrogenos no solo aumentan los efectos antidepresivos de
fluoxetina, venlafaxina y desipramina sino que, ademas disminuyen drasticamente la latencia

de aparicién del efecto tipo antidepresivo del farmaco (Estrada-Camarena et al., 2010).

De forma interesante, se ha observado que los estrégenos son moduladores para la
respuesta de antidepresivos serotonérgicos. Tal papel modulador se evidencia en los efectos
de FLX en ratas con diferentes tiempos postovariectomia (povx), a las que se les administra
FLX o estradiol, y se observa que el primer tratamiento es efectivo incluso hasta 12 semanas
povx, mientras que el estradiol pierde su efecto en este periodo de deprivacion hormonal
(Estrada-Camarena et al, 2011). Este resultado nos lleva a pensar en varias posibilidades, una
de ellas es que el efecto tipo antidepresivo de FLX se mantiene siempre en la hembra,
independientemente de su condicién endocrina y por razones de ser hembra como sexo
biol6gico; un reporte apoya esta idea (Recamier-Carballo et al., 2012). Sin embargo, otro
trabajo menciona que el tratamiento con FLX es incapaz de generar resiliencia en hembras
de mediana edad (que no son reproductivamente competentes) expuestas a estrés crénico
(Mahmoud et al., 2016) lo que sugiere que algunas variables, tales como la edad y los
cambios endocrinos asociados a ésta, si tendrian un papel modulador en el efecto del

antidepresivo. Otra posibilidad es que en hembras ovariectomizadas el efecto tipo
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antidepresivo de FLX sea mantenido por estrogenos que provienen de fuentes

extragonadales, tales como los de origen cerebral y en las que participa la aromatasa.

1.6 Modelos animales de depresion

1.6.1 Métodos para evaluar el efecto de farmacos antidepresivos

Los modelos animales para el estudio de la depresion son herramientas que se utilizan en el
laboratorio para analizar las bases neurobiolédgicas de la depresion, los tratamientos que
podrian ser efectivos para disminuir los sintomas depresivos, los mecanismos de accion de
dichos tratamientos, y para generar nuevas hipétesis que aporten informacién valiosa a las
teorias que explican el desorden. Las pruebas en animales para el estudio de la depresién se
fundamentan en factores etiol6gicos tanto de tipo biolégico (genético, neuroquimico) como
medioambiental (exposicion a estresores). Para que los resultados puedan ser robustos y
publicables, estos modelos se miden contra criterios de validez que dan apoyo a diferentes
aspectos de un modelo animal; a continuacion se describen los criterios de validez de acuerdo
con McArthur y Borsini (2006):

1. Apariencia: Debe haber una similitud entre la conducta del modelo animal y los
sintomas especificos del trastorno en los humanos. Este criterio no es necesario ni
suficiente para establecer el modelo.

2. Etiologica: La validez etioldgica estd cercanamente relacionada con las causas del
trastorno en los humanos. Cuando la etiologia del trastorno en el humano esta
establecida el modelo se vuelve sumamente Gtil pero raramente se conocen las causas
de los trastornos de conducta. Asi que, esta validez se ve limitada para el trastorno de
la depresion.

3. Constructo: Esta cercanamente relacionada a la patologia, la sintomatologia del
trastorno y a la precision en la cual los cambios en el organismo del modelo animal
se reflejan en el humano. Por ejemplo, la similitud que debe haber en los cambios
neurogquimicos o endocrinolégicos en las personas deprimidas y en los sujetos

deprimidos del modelo animal.

42



4. Predictivo: La capacidad de predecir cambios en los humanos a partir de los cambios
que ocurren en el modelo. Por lo anterior, es necesario tener un control constante de
la realidad con medidas clinicas para poder asegurar que los cambios en el modelo

corresponden a los cambios que ocurren en el ser humano.

Existen distintos métodos para evaluar la depresion, a continuacion, se describen algunos

de los més utilizados:

1. Desesperanza aprendida: Es la prueba mas comun, esta basada en la desesperanza
aprendida, ésta se induce cuando los animales son expuestos a eventos de estrés de
los que no pueden escapar, como descargas eléctricas en las patas; después de estar
expuestos a este estrés sin tener la posibilidad de escapar, se les da la oportunidad de
escapar presionando una palanca, la mayoria de los animales que estuvieron
expuestos a esos eventos estresantes incontrolables no aprenden a escapar. Lo anterior
se ha equiparado con la impotencia que presentan los humanos depresivos (Dalla et
al., 2010).

2. Estrés cronico moderado: Esta prueba se enfoca en un sintoma nucleo de la depresion,
la anhedonia. Involucra la exposicion continua a una variedad de estresores, por
ejemplo, periodos de deprivacion de agua y comida, reduccion de la temperatura o
cambios de comparieros de alojamiento. Estos estresores ocasionan una reduccion en
la ingesta de solucién de sacarosa lo que se explicaria como una induccién de
anhedonia, también se pueden observar alteraciones del suefio (Dalla et al., 2010).

3. Derrota social cronica: En ésta, los animales estan expuestos a un estrés visual, estrés
olfativo o contacto fisico, lo cual, induce en la rata una disminucion de la actividad
locomotora, también se observa una reduccion de las conductas agresivas y
entusiastas y, un incremento en el comportamiento sumiso, ansiedad y estrés (Song y
Kim, 2021).

4. Prueba de nado forzado: Es un modelo de estrés agudo que tiene un fundamento
similar a la desesperanza aprendida. Los animales son forzados a nadar en un cilindro
con agua, durante una primera exposicion se genera estrés suficiente para que el
animal inicie con conductas de esfuerzo y gradualmente deje estas conductas y

manifieste la inmovilidad. Veinticuatro horas después, los roedores expresan un
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predominio de inmovilidad, que es reversible por farmacos antidepresivos (McArthur
y Borsini, 2006).

PNF

La PNF es un paradigma utilizado para el estudio de la depresion, no es un modelo del
trastorno per se, es un procedimiento que es capaz de producir cambios en la conducta de los
roedores que pueden incrementarse por condiciones asociadas con la depresion (McArthur y
Borsini, 2006). EI modelo propuesto originalmente por Porsolt y cols. en 1977 y 1978, esta
basado en la desesperanza aprendida la cual se produce cuando las ratas son colocadas en el
cilindro con agua por 15 minutos (preprueba), durante este tiempo se le induce a la rata un
estado de desesperanza, eso sucede debido a que la rata es incapaz de escapar de la situacion
de estrés lo que produce déficits conductuales tanto en el afecto, en la cognicidn, en el suefio,
asi como en el rendimiento motor. Lo anterior se asemeja de manera cercana a muchos de
los sintomas de la depresion. La conducta de inmovilidad tiene cierto parecido a la fatigay a
la pérdida de energia que se describen en el DSM-IV (McArthur y Borsini, 2006), sin
embargo, esta pérdida de la energia no tiene un origen exclusivamente metabolico.
Veinticuatro horas después de la preprueba, cuando las ratas son sometidas nuevamente a
una prueba (5 min) expresan mayor conducta de inmovilidad, es decir, desesperanza, que es

reducida con antidepresivos, asi como con terapias antidepresivas no farmacologicas.

El modelo es sensible a los farmacos antidepresivos que son efectivos y utilizados en
la clinica. EI modelo utilizado en la presente tesis es la version modificada descrita por Irving
Lucki y colaboradores (Detke et al., 1995). La prueba de PNF, de acuerdo con Detke et al.
(1995) esté basada en observaciones de la conducta de los roedores dentro de un cilindro con
agua a una profundidad en donde el animal sea incapaz de tocar la base del cilindro. Dichas
conductas se clasifican en conducta pasiva (inmovilidad) y conductas activas (nado y
escalamiento). Se define como inmovilidad cuando la rata se encuentra flotando en el agua,
realizando solo los movimientos necesarios para mantener su cabeza fuera del agua; la
inmovilidad se interpreta como un estado de desesperanza en la cual el roedor deja de intentar
escapar de la situacion de estrés, este estado produce déficits conductuales los cuales estan

relacionados con los sintomas depresivos (Porsolt et al., 1978). Se considera nado cuando
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hay movimientos activos de desplazamiento de la rata, éstos son mas de los necesarios para
que su cabeza permanezca fuera del agua, la rata puede bucear o moverse a través de
cuadrantes alrededor del cilindro. El escalamiento es cuando se presentan movimientos
activos con las patas delanteras dentro y fuera del agua, usualmente estos movimientos se
realizan directamente en las paredes del cilindro, de una manera en la que la rata intenta salir
del mismo (Detke et al., 1995).

La prueba se basa en dos sesiones de nado. La primera, una sesion preprueba que
consiste en colocar a la rata dentro del cilindro con agua durante 15 minutos con el fin de
inducir desesperanza, ésta genera estrés, reduce la actividad y deteriora la cognicién, los
cuales son supuestos endofenotipos de la depresién (McArthur y Borsini, 2006). La segunda,
es la sesion de prueba, la cual se realiza 24 horas después de la preprueba, en ésta la rata se
coloca nuevamente en el cilindro con agua solamente durante 5 minutos, la prueba se graba
en video con una camara colocada sobre el cilindro. Posteriormente, se observan los videos
de cada una de las pruebas realizadas y se evaltan cada 5 segundos las tres conductas antes

mencionadas: inmovilidad, nado y escalamiento.

Con la PNF modificada, se hicieron estudios para conocer el efecto de algunos
farmacos antidepresivos y se observé que, la conducta activa de nado incrementa al utilizar
especificamente farmacos antidepresivos de tipo SSRI. Ademas, las nuevas condiciones
demostraron tener una mayor sensibilidad a los farmacos, especialmente de los
antidepresivos SSRI, en donde las dosis utilizadas para poder observar un aumento en las
conductas activas fueron mas bajas que en el modelo tradicional (Cryan et al., 2005).

Debido a que las causas de la depresidén son poco entendidas porque se trata de un
trastorno complejo que dificulta comprenderlo y modelarlo en su totalidad, sin embargo, la
PNF cumple con varios criterios de validez que apoyan su uso en el laboratorio (McArthur y
Borsini, 2006):

Validez predictiva: debido a que, mediante la conducta de inmovilidad se puede distinguir
entre aquellos farmacos que no son antidepresivos de los que si lo son, de manera que,
tratandose de un antidepresivo, la inmovilidad que presente el roedor se vera disminuida, por
lo anterior la prueba puede ayudar a la investigacion de nuevos farmacos que potencialmente

podrian ser antidepresivos (Cryan et al., 2005).
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Validez de contructo o validez hipotética: ya que algunas de las bases que sustentas las
hipotesis de la depresion (neurotréfica, de redes) también pueden ser puestas a prueba en este
modelo (Cryan et al., 2005).

Validez etioldgica: Se ha enunciado que el estrés es considerado un factor etiolégico de
la depresion, por lo tanto, el estrés se utiliza como un factor que desencadena la conducta de
inmovilidad en roedores que son sometidos a la PNF. Se sabe que la exposicion al nado
forzado incrementa los niveles de corticosterona en ratas y que, animales expuestos
previamente a estrés cronico tienen mayor conducta de inmovilidad en la PNF (Cryan et al.,
2005).

Se ha demostrado que la PNF es sensible a los niveles hormonales (secciéon 1.5) y a
los efectos de los inhibidores de la aromatasa, como lo demostré un estudio en machos que
fueron tratados con formestano, en los que se encontré un bloqueo del efecto tipo
antidepresivo de la FLX y la desipramina (Martinez-Mota et al., 2008). A su vez, es sensible
a cambios en la expresion del SERT ya que las ratas knock-out del gen que codifica al SERT
muestran un aumento en la conducta de inmovilidad en la prueba de nado forzado en

comparacion con ratas silvestres (Olivier et al, 2008).
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Est4 reportado que las ratas hembra responden a los antidepresivos de manera distinta
dependiendo de su concentracion de estrogenos. Luego de eliminar la principal fuente de
estrégenos que son los ovarios, las ratas hembra 3 spovx responden de la misma manera que
antes de la ovx a los farmacos antidepresivos, como la FLX. Lo que sugiere una controversia
en el papel de los estrgenos en el efecto de tipo antidepresivo en la hembra. Hasta el
momento, se desconoce si la capacidad de las hembras para seguir respondiendo a la FLX se
deba a la produccion in situ de estrogenos cerebrales, o a los estrogenos provenientes de
alguna fuente extragonadal. En este trabajo se investigara si el efecto tipo antidepresivo en
hembras ovariectomizadas es modulado por la actividad de la aromatasa de fuentes

extragonadales, tales como la cerebral.

111. JUSTIFICACION

Se ha demostrado clinicamente y en modelos animales, que los efectos de los farmacos
antidepresivos en mujeres son modulados por las concentraciones hormonales. Sin embargo,
no esta claro si la eficacia de los farmacos antidepresivos depende exclusivamente de las
hormonas sexuales que se producen en los ovarios, por lo que el presente estudio puede
permitirnos comprender los mecanismos bioldgicos por los cuales las mujeres son capaces
de responder a los antidepresivos aun cuando no hay hormonas sexuales producidas por los

ovarios.

IV. HIPOTESIS

Si en el efecto tipo antidepresivo de la FLX en ratas hembra participan los estrégenos
sintetizados en fuentes extragonadales, por ejemplo, en el SNC, huesos, tejido adiposo o
glandulas suprarrenales; entonces este efecto se bloqueara con un inhibidor de la aromatasa

en las hembras ovariectomizadas.

47



V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar si el tratamiento con formestano, un inhibidor de la aromatasa, suprime el efecto

tipo antidepresivo de FLX en ratas hembra ovariectomizadas.

5.2 Objetivos especificos

1.- Identificar las dosis efectivas de FLX para producir un efecto tipo antidepresivo en ratas

hembra, tres semanas después de la ovariectomia.

2.- Investigar si el tratamiento con formestano es capaz de bloquear el efecto tipo
antidepresivo de una dosis efectiva de FLX en ratas hembra, tres semanas después de la

ovariectomia.

3.- Determinar si el tratamiento con formestano administrado en conjunto con la dosis
efectiva de FLX induce cambios en la actividad locomotora de ratas, tres semanas después
de la ovariectomia. El cambio en la actividad locomotora nos indicaria que los resultados

observados en la PNF se deben a acciones inespecificas de los farmacos utilizados.

4.- Determinar si hay cambios en el indice Utero-somatico (1U-S) en respuesta al tratamiento
con formestano mas la dosis efectiva de FLX, en ratas tres semanas después de la

ovariectomia.

48



VI. MATERIAL Y METODO

6.1 Sujetos

Se emplearon 54 ratas de la cepa Wistar hembra, adultas jovenes (4-5 meses de edad), con
un peso de 250-300 g, obtenidas del bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de
la Fuente Mufiiz. Las ratas fueron alojadas en grupos de 5 por caja de acrilico (33 x 44 x 20
cm), en un cuarto con ciclo luz/oscuridad invertido (12 h/ 12 h, la luz se encendié a las 22:00
h) y con alimento (Purina Rat Chow) y agua ad libitum. Los experimentos se realizaron de
acuerdo con el protocolo aprobado por el comité de ética local y siguiendo la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio.

6.2 Ovariectomia

Se realizo la cirugia de manera bilateral bajo anestesia con 2,2,2-tribromoetanol administrado
de manera i.p. a una dosis de 100 mg/kg (1mL/100g de peso). Se recortd el pelo y se limpio
con solucion antiséptica el lado derecho de la rata debajo de las costillas, posteriormente se
hizo una incisién primero en la piel y luego en el musculo, se expuso el ovario, se ligo el
oviducto justo debajo del ovario con sutura absorbible (tamafio triple 0) y se removio el
ovario. Se hizo una sutura en el masculo con sutura absorbible, seguido por una sutura en la
piel, con seda quirdrgica (Atramat, tamafo triple 0). Finalmente se limpié el &rea con
solucion antiséptica para evitar infecciones. Se realizé el mismo procedimiento en el lado

izquierdo de la rata correspondiente al segundo ovario (Lemini et al., 2013).

Los animales se regresaron a sus cajas de alojamiento, se les administré antibiotico
durante una semana por medio del agua y se mantuvieron alojadas durante 3 semanas.
Durante este periodo de tiempo ocurre una disminucion drastica de las concentraciones
hormonales debido a que, hormonas sexuales como estradiol, se sintetizan mayormente en
los ovarios, ademas ocurren cambios endocrinos en los cuales el organismo se adapta a la

nueva condicién carente de hormonas, dicha adaptacion se produce en al menos 3 semanas
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después de la ovariectomia (Detke et al, 2011). Ademas, para evitar que exista algin

impedimento fisico durante la PNF, es necesario que las heridas cicatricen totalmente.

6.3 Farmacos y tratamientos

6.3.1 Fluoxetina (FLX)

Se utilizé clorhidrato de FLX (Sigma Chemicals Co., MO) en dosis de 5 y 10 mg/kg, disuelta
en solucion salina al 0.9%. Las dosis y la via de administracion (s.c.) de la FLX fue tomada
de estudios donde este fA&rmaco demostro ser efectivo para reducir la conducta de inmovilidad

en ratas hembra en la PNF (Estrada-Camarena et al, 2011).

6.3.2 Formestano

Se utiliz6 formestano a una dosis de 17.5 mg/kg, disuelto en una mezcla 1:1 de propilenglicol
(Tween 80, Sigma Chemicals Co., MO) y aceite de maiz. La dosis de formestano fue tomada
de estudios previos realizados en el laboratorio en donde se demostro que este inhibidor de
la aromatasa es capaz de eliminar el efecto tipo antidepresivo de FLX en ratas macho intactas
(Martinez-Mota et al, 2008). Ademas, se ha demostrado que esta dosis es capaz de disminuir

la actividad de aromatasa cerebral en ratas macho (Yuan et al, 1995).

6.4 Prueba de nado forzado (PNF)

Se utilizé un cilindro de vidrio (40 cm de altura x 20 cm de didmetro), con agua a 23 (£2) °C
y una profundidad de 30 cm. Se hicieron dos sesiones de nado: La primera fue una preprueba
y 24 horas después una prueba.

En la preprueba se introdujeron las ratas individualmente en el cilindro con agua y se
les dejo nadando durante 15 minutos con el propoésito de inducirles desesperanza, al finalizar,
las ratas fueron retiradas del cilindro, secadas con una toalla y colocadas en una caja con
calor para completar el secado y evitar cambios en la temperatura corporal. Finalmente
fueron regresadas a su caja de alojamiento. La prueba se realiz6 24 horas después, en la cual
se volvié a introducir a las ratas, de forma individual, en el cilindro con agua pero esta vez

durante 5 minutos. La prueba se grabo en video con una camara colocada sobre el cilindro
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con el fin de poder observar la conducta del animal. El registro consistio en determinar la
conducta del roedor en intervalos de cada 5 segundos, dando un total de 60 registros por cada
rata. Las conductas que se evaluaron fueron tres: inmovilidad, nado y escalamiento. Se
registré como inmovilidad cuando la rata flotaba y sélo realizaba los movimientos necesarios
para mantener su cabeza fuera del agua; se consider6 nado cuando la rata buceaba o realizaba
movimientos activos a través de cuadrantes alrededor del cilindro; y escalamiento cuando se
presentaron movimientos activos con las patas delanteras dentro y fuera del agua
directamente a las paredes del cilindro (Detke et al., 1995).

La conducta de inmovilidad, que refleja desesperanza, disminuye cuando se
administran farmacos antidepresivos, los que, a su vez, aumentan las conductas activas de
nado y escalamiento. De acuerdo con estudios previos, los antidepresivos SSRI, como la

FLX, incrementan la conducta de nado (Cryan et al, 2005).

6.5 Prueba de actividad locomotora

Cinco minutos antes de realizar la PNF, a cada una de las ratas se les hizo una prueba de
actividad locomotora, para ello, las ratas fueron colocadas de manera individual en una caja
de acrilico con una dimension de 33x44x20 cm, la base de la caja se dividi6 en cuadrados de
11x11 cm. La prueba consistio en medir mediante sensores infrarrojos el nimero de
cuadrados que la rata cruz6 durante un periodo de 5 minutos, esto, con el propdsito de
determinar si los efectos observados en la PNF se deben al tratamiento administrado o si se
deben a cambios en la actividad ambulatoria de cada rata.

6.6 Indice Utero-somatico (1U-S)

Se tomo el peso corporal de las ratas un dia antes de iniciar el tratamiento con formestano.
Al finalizar la PNF las ratas fueron sacrificadas, se extrajeron los Uteros de cada una de ellas,
se tomo el peso humedo de cada Utero en una balanza analitica, posteriormente cada valor

del peso obtenido en miligramos de cada Gtero se normalizdé mediante la siguiente formula:

Peso utero (m
(mg) X100

Peso corporal (g)
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6.7 Series experimentales

Experimento 1. Efecto de dos dosis de fluoxetina (FLX) en la PNF.

Se utilizaron 18 ratas hembra ovariectomizadas, tres semanas después de la cirugia fueron
divididas al azar en 3 grupos experimentales: 1) Grupo control (n=6), se le administrd un
tratamiento subcrénico que consiste en 3 inyecciones, en este caso de solucion salina en un
volumen de 0.2 ml/100g de peso, las inyecciones se hicieron de manera s.c. y se realizaron
durante un periodo menor a un dia (23.5, 5 y 1 hora antes de realizar la prueba); 2) Grupo
FLX 5 (n=7), el tratamiento se administré en una dosis de 5 mg/kg, siguiendo el esquema
descrito anteriormente y 3) Grupo FLX 10 (n=5), el tratamiento se administrd a una dosis de

10 mg/kg, siguiendo el esquema previamente descrito (figura 13).

FST

I—I—I
OVX Preprueba Prueba
I I I | |
| | | <>
-3 -2 -1 210

horas
Tiempo (semanas)

Tratamiento subcrdnico
con FLX o su vehiculo

Figura 13. Disefio experimental del efecto de dos dosis de FLX en la PNF.

Experimento 2. Efecto de formestano en la accion antidepresiva de FLX

Se utilizaron 36 ratas hembra ovariectomizadas; tres semanas después de la cirugia se
dividieron al azar en 4 grupos: 1) Grupo control (n=10), se le administro vehiculo de
formestano (mezcla 1:1 de propilenglicol y aceite de maiz, 0.1 ml/kg de peso) + el vehiculo
de FLX (solucidn salina 0.9%, 0.2 mI/100g de peso); 2) Grupo formestano (n=9), formestano
(17.5 mg/kg) + vehiculo de fluoxetina (solucion salina 0.9%); 3) Grupo FLX (n=7), vehiculo
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de formestano (mezcla 1:1 de propilenglicol y aceite de maiz) + FLX (10 mg/kg) y 4) Grupo
Combinacién: formestano (17.5 mg/kg) + FLX (10 mg/kg) (n=10). El tratamiento de
formestano y su vehiculo fueron administrados en un volumen de 0.1 ml/kg por via s.c. Se
aplicaron inyecciones dos veces al dia (8:00 y 16:00 horas) por 3 dias; el dia 4 se hizo una
Unica y ultima inyeccion a las 8:00 horas (en total 7 inyecciones), posteriormente se hizo la
preprueba a las 13:00 horas (5 horas después de la ultima inyeccion de formestano o su
vehiculo). FLX y su vehiculo se administraron en un volumen de 0.2 ml/kg de manera s.c.,
se hizo un tratamiento subcronico al igual que en el experimento 1, con 3 inyecciones entre
la preprueba y prueba, a las 23.5, 5 y 1 hora antes de la prueba (tabla 10). Se realiz6 una
prueba de actividad locomotora a cada una de las ratas 5 minutos antes de la prueba de la
PNF (figura 14).

Tratamiento FST

OVX con formestano —4+—
o su vehiculo
I I I f——| |l
I I I I <
M A
-3 -2 -1 -4 dias 1dia 0
Preprueba Prueba
Tiempo (Semanas)

-5 min
Prueba de actividad
locomotora

Tratamiento subcrénico
con FLX o su vehiculo

Figura 14. Disefio experimental del efecto de formestano en la accion antidepresiva de FLX.
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Tabla 10. Esquema de administracion de los farmacos.

Tiempo Dia

(horas) A 3 ") 1 0
08:00 am FoVF FoVF FoVF FoVF FLX o VFLX
12:00 pm FLX o VFLX
01:00 pm PP P
01:30 pm FLX o VFLX
04:00 pm FoVF FoVF FoVF

%2 muestra el horario de administracion de los farmacos 2 cada grupo experimental.

Azui: tratamiento com formestano o su vehiculo; rosa: tratamiento con FLE o su wehiculo y; gris: FET.

F: formastano (17.5 mgfkg); VF: vehiculo de formestano (mezcla 1:1 de propilenglicol v aceite de
maiz); FLX: fluoxetina (10 mg/fkg); VFLX: wehiculo de fluoxetina (sclucidn salina 0.9%); PP: preprusba;

F: prueba.

6.8 Analisis estadistico

Los efectos de los tratamientos en la PNF del experimento 1 se analizaron mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de una via, si el ANOVA fue estadisticamente significativo
(p<0.05) entonces se procedio a analizar las diferencias entre grupos con la prueba post hoc

Holm-Sidak. El efecto del tratamiento con las dos dosis de FLX en el peso de los Gteros y en

el IU-S se analizaron mediante un ANOVA de una via.

Los efectos de los distintos tratamientos de la PNF y del peso del Utero del
experimento 2 se analizaron mediante un ANOVA de una via, si el ANOVA fue
estadisticamente significativo (p<0.05) entonces se procedio a analizar las diferencias entre

grupos con la prueba post hoc Holm-Sidak. También, los efectos del tratamiento en la prueba

de actividad locomotora y del 1U-S se analizaron mediante un ANOVA de una via.
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VII. RESULTADOS

7.1 Efecto de FLX en ratas hembra 3 semanas povx

En los resultados obtenidos del experimento 1, el tratamiento con ambas dosis de FLX
produjo efectos tanto en la conducta pasiva (inmovilidad) como en las conductas activas
(nado y escalamiento).

En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos de la PNF. Se puede observar
una clara disminucion de la inmovilidad (F2,15 = 5.20; p = 0.019), que alcanzo la significancia
estadistica con la dosis de 10 mg/kg en comparacion con el grupo control (p=0.019)
indicando que la FLX a una dosis de 10 mg/kg produjo un efecto tipo antidepresivo en ratas
hembra con 3 semanas povx. Ademas, la FLX incrementd la conducta de nado (F2,15 = 5.421;
p = 0.017) como se ha reportado para los antidepresivos tipo SSRI (Cryan et al., 2005). La
dosis baja del antidepresivo (5 mg/kg) fue inefectiva; sin embargo, la dosis més alta del
farmaco (10 mg/kg) produjo un aumento significativo de la conducta de nado (p=0.017). Para
el escalamiento, a pesar de que se observa un aumento, el analisis estadistico no arrojé

diferencias significativas con el tratamiento de FLX (F2,15= 1.455; p=0.265).
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Figura 15. Efecto de diferentes dosis de FLX (5 v 10 mg/kg) en la PNF, en ratas 3 spovi.
El histograma muestra el ndmere de cuentas tomadas cada 5 segundos durante 5
minutos de las conductas de inmovilidad, nado vy escalamiento obtenidos en la PNF.
Los resulfados muestran la media * EE de la media. El resuliade de la prueba Holm-
Sidak fue *p=<0.05 vs el grupo control tratado con vehiculo.

7.2 Efecto de FLX en el IU-S

En los resultados obtenidos del 1U-S del experimento 1, se puede observar que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (F214 = 1.664;

p=0.225) (figura 16).
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Figura 16. Efecto de FLX (5 y 10mg/kg) en el IU-S en ratas 3 spovx.

El histograma muesira los valores del IU-S obtenido a parfir de la normalizaciéon de
los datos del peso corporal (g.) con el peso de los Uteros (ma.) de cada una de
las rafas. Los resultados muesiran la media £ EE de la media. H resulfado del
ANOVA de una via fue p>0.05.

En el peso corporal, la prueba estadistica no mostro diferencias significativas entre
los grupos (F2,15 = 0.896; p = 0.429) (tabla 11), lo anterior indica que el peso corporal de las

ratas al inicio del experimento no fue diferente entre los grupos.

Tabla 11. Peso corporal de ratas 3 spovx con
fratamiento de dos dosis de FLX.

Tratamiento Peso corporal (g.)
Vehiculo 305+12.53
FLX 5 323.07+13.21
FLX 10 329+12.15

Se muestra la media * EE. El resultado del ANOVA de
una via fue p>0.05
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7.3 Efecto de formestano en la accion antidepresiva de la FLX

En la figura 17 se ilustran los resultados obtenidos de la PNF realizada en el
experimento 2. En la gréafica se puede observar que los tratamientos fueron diferentes entre
si, como lo muestra el resultado del ANOVA (Fs32 = 4.740; p=0.008). La prueba post hoc
indica que la FLX a una dosis de 10 mg/kg (grupo Veh For-FIx) redujo la inmovilidad en
comparacion con el grupo al que se le administr6 Veh For-Veh FlIx (control) (p=0.016).
Ademas, se muestra que la administracion de formestano en conjunto con FLX (grupo For-
FIx) provoca un aumento de la inmovilidad (p=0.011) en comparacion con el grupo Veh For-
FIx, indicando que el efecto tipo antidepresivo de FLX 10 mg/kg es revertido hasta niveles
del control cuando dicho antidepresivo se administra conjuntamente con formestano 17
mg/kg. El grupo tratado con Veh FIx-For no tiene diferencia significativa con los grupos Veh
For-Veh FIx (p=0.309), Veh For-FIx (p=0.271) y For-FIx (p=0.821), lo anterior indica que
formestano administrado por si solo, no tiene ningun efecto en la inmovilidad en la PNF en
ratas 3 spovx.

En la conducta activa de nado, se encontraron diferencias significativas entre los
cuatro grupos (Fz32 = 11.929; p <0.001). La prueba post hoc indico diferencias entre el grupo
control (Veh For-Veh FIx) en comparacion con el grupo que recibio Veh For-FIx (p <0.001),
en este caso, el nado aument6 de manera significativa al igual que en el experimento 1, lo
que indica que el Veh For no interfiere en el efecto tipo antidepresivo de FLX 10 mg/kg, el
aumento de esta conducta se ve reflejado debido a que se ha reportado que los farmacos
antidepresivos SSRI aumentan el nado en la PNF (Cryan et al., 2005). Sin embargo, cuando
se administran los dos farmacos juntos (grupo For-FlIx), el aumento que se observo
anteriormente se elimina y los valores de nado disminuyen significativamente (p < 0.001)
hasta alcanzar valores similares a los observados en el grupo control (Veh For-Veh FIx).
Ademas, el grupo (For-Veh FIx) si tiene diferencia con el grupo Veh For-FIx (p=0.002), esto
se debe a la similitud entre el control (Veh For- Veh FLX) con el grupo que recibio
formestano.

En la conducta de escalamiento no se observa ninguna diferencia significativa entre
los grupos (Fs32 = 1.296; p=0.293), lo cual indica que FLX y/o formestano no son capaces

de modificar esta conducta en la PNF en ratas 3 spovx.
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Figura 17. Efecto de formestano (17.5 mg/kg) en la accién antidepresiva de fluoxetina
(10mg/kg) evaluada en la PNF, en ratas 3 spovx.

El histograma muestra el nimero de cuentas fomadas cada 5 segundos durante 5
minutos de las conductas de inmovilidad, nado y escalamiento obtenidos en la PNF. Los
resultados muestran la media + EE de la media. Los resultados de la prueba Holm-Sidak
fueron *p<0.05, **p<0.001.

7.4 Efecto de formestano en el IU-S

En los resultados obtenidos del 1U-S del experimento 2, se puede observar que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos experimentales (grupos Veh
For-Veh FIx, For-Veh FIx y Veh For-FIx) (F223 = 0.1812; p=0.835). En el cuarto grupo
experimental (grupo combinacion For-FIx) hubo pérdidas en los tejidos de los Uteros por lo

que no fue posible incluir estos datos en el analisis estadistico que se realizé.
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Por otro lado, la tabla 12 muestra que no hay diferencias estadisticamente
significativas en el peso corporal de las ratas entre los cuatro tratamientos (Fsz2 = 0.432;
p=0.732).

Tabla 12. Peso corporal de ratas 3 spowe con tratamiento
con formestano y FLX,

Tratamiento Peso corporal (g.)
eh For - Veh Flx 292.80+7.55
For - Veh Flx 285.44+8.03
Veh For- Flx 286.71+10.48
For - Flx 296.90+7.49

52 muastra lo media £ EE. Bl resultado del ANOVA de una vio
fue p=0.05

7.5 Efecto de formestano en la actividad locomotora

La tabla 13 muestra que no hay diferencia significativa en la actividad locomotora de las ratas
entre los distintos tratamientos. La tabla muestra la actividad ambulatoria (Fs17 = 0.857;
p=0.482), estereotipias (Fz17 = 0.484; p=0.698) y exploracion vertical (rearings) (Fs17 =
1.099; p=0.377) entre los cuatro grupos.

Tabla 13. Actividad locomotora de ratas 3 spovx con fratamisnte con formestanc w FLG

Tratamiento AMB STE REA
Veh For-Veh Flx  1200.40+273.64 805.60+76.71 33.40+5.01
For - Veh Flx 1367.671164.23 926.67+44.23 35.8315.10
Veh For- Flx 984.40+117.52 911.60+89.09 26.40+4.78
For - Flx 1421.20+259.85 911.80+£107.56 30.60+5.17

e muestra lo media £ EE. Bl resulfaodo del AMNOVA de una via fus p=0.05.
AME: ambulatona; 3TE: estereotipias; EEA: rearings.
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VIII. DISCUSION

Este es el primer estudio que sugiere que los estrégenos que son producidos a nivel
extragonadal poseen un papel en la modulacién de los efectos antidepresivos de farmacos

como la FLX en hembras.

Los hallazgos del presente estudio sugieren la manera en cdmo los farmacos
antidepresivos SSRI ejercen su accion en mujeres con bajos niveles de hormonas gonadales,
por ejemplo, mujeres postmenopausicas cuya funcion ovarica esta suprimida por el
envejecimiento ovarico (Metcalf et al., 1981). En este trabajo los sujetos utilizados (ratas
hembra ovariectomizadas) tienen una condicion enddcrina similar a la de las mujeres
postmenopausicas ya que en ambos casos los niveles hormonales, principalmente estrogenos,
son bajos: en el caso de las mujeres, los ovarios no producen hormonas como el 173-estradiol,
que es el estrogeno mas potente y abundante, y el que participa de manera critica en los ciclos
menstruales (Mihm et al., 2011); y en las ratas ovariectomiadas, al no haber ovarios, no hay
produccion hormonal (Zhang et al., 2014). No se utilizaron ratas envejecidas porque las fases
del ciclo estral en éstas son diferentes a los que posee una rata adulta joven; las ratas
envejecidas tienen un ciclo estral mas largo (>5 dias), mientras que la rata va envejeciendo
mas, se observa que hay una irregularidad estral (se ven duplicadas ciertas fases),
posteriormente tienen un estro constante que posteriormente da lugar a una fase de diestro
permanente a la edad de 18 meses. Lo anterior no se observa en las mujeres menopausicas,
por lo que, utilizar un modelo de rata adulta joven ovariectomizada es mas practico y
econdmico que utilizar ratas envejecidas. Ademas, aungue en este trabajo no se midieron los
niveles periféricos de estradiol en hembras 3 spovx; Talboom y cols., demostraron en 2008
que los niveles periféricos de esta hormona son considerablemente méas bajos (72% menos)
en ratas hembra adultas jovenes con 3 spovx en comparacion con hembras intactas. Por lo
que, los niveles de estrdgenos observados en ratas 3 spovx no son suficientes para mantener
la funcién reproductiva ni las mismas caracteristicas de los tejidos que son dependientes de

estrdgenos.

Los resultados de este trabajo sugieren que, los estrogenos de origen extragonadal
podrian estar involucrados en la respuesta antidepresiva observada en las ratas hembra 3

SPOVX.
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8.1 Efecto del tratamiento con FLX 10 mg/kg en ratas 3 spovx.

En los resultados obtenidos del experimento 1, la PNF muestra un efecto tipo antidepresivo
en las ratas tratadas con la FLX a una dosis de 10 mg/kg. Se ha reportado que FLX
administrada en un rango de dosis menores a 10 mg/kg que incluyen 2.5 0 5 mg/kg en ratas
3 spovx, produce efecto tipo antidepresivo (Estrada-Camarena et al., 2011). Hay otros
estudios como el realizado por Estrada-Camarena y cols. en 2004 en el que se demuestra que
ratas hembra 3 spovx a las que se les administra FLX 2.5 mg/kg no muestran un efecto tipo
antidepresivo de la FLX. La falta de efecto tipo antidepresivo no se asocia con alteraciones
locomotoras, ya que las mismas dosis no incrementan ni reducen la ambulacion general
(Estrada-Camarena et al., 2004). Tampoco existe una relacion entre la conducta de
inmovilidad por dosis y el peso corporal, como lo evidencian los resultados actuales en los
que no se muestran diferencias en el peso corporal en los animales tratados con las diferentes
dosis de FLX. Los hallazgos en conjunto muestran que hay diferencias en cuanto a la dosis
efectiva minima para observar un efecto tipo antidepresivo de FLX administrada en ratas 3
spovx. Lo anterior sugiere que existe un rango de dosis a las cuales las ratas responden que
va desde los 2.5 mg/kg hasta 10 mg/kg. Dado que la cepa de animales es la misma, rata
albina, Wistar, y que la edad es similar, probablemente las diferencias en la dosis umbral para
producir efecto tipo antidepresivo con FLX se deba a las variabilidades intrapoblacion. Sin
embargo, en este trabajo de tesis, ademas, se encontr6 que FLX 10 mg/kg modifica el nado
en comparacion con el grupo control, y no produjo efecto en la conducta de escalamiento, en

concordancia con trabajos previos (Cryan et al., 2005; Estrada-Camarena et al., 2011).

El tratamiento subcrénico con FLX logra producir un efecto tipo antidepresivo en
ratas hembra ovariectomizadas a las que se les somete a la PNF ya que este esquema de
tratamiento es capaz de aumentar la concentracion de la 5-HT en el espacio sinaptico, debido
a que se desensibilizan ciertos receptores como el 5-HT1a, esto provoca una mayor liberacion
de 5-HT (Richelson, 2001), al haber una mayor concentracion de ésta en el espacio sinaptico,
la conducta de inmovilidad disminuye (Cryan et al., 2005) observandose el efecto tipo
antidepresivo. Sabemos que la administracion de FLX (20 mg/kg) en animales que son
evaluados en la PNF induce una fuerte activacion del metabolismo de glucosa en el cerebelo,

ademas de la corteza sensorial y somatosensorial, y el hipocampo, lo que produce incremento
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de las conductas activas que generan una disminucion de la conducta de inmovilidad. Es
decir, el aumento en el tono serotonérgico produce incremento en la atencion, la memoria, la
regulacion del estrés y la coordinacion motriz (Jang et al., 2009). En este proceso también
participan los estrogenos. Estas hormonas regulan a la baja la expresion y actividad del
receptor 5HT1a, aumentan la biosintesis de 5-HT, regulan al alza la expresion y union de los
receptores 5-HT2ay 5-HToc y, disminuyen los niveles del mRNA que codifica al SERT, lo
que provoca una reduccion de la recaptura de serotonina (Krolick et al.,2018).

8.2 Papel de los estrogenos en el efecto de FLX en ratas 3 spovx

Los estrogenos son hormonas capaces de facilitar el efecto tipo antidepresivo de los farmacos
antidepresivos SSRI como FLX debido a que esta hormona modula a enzimas que participan
en la sintesis de la 5-HT (Estrada-Camarena et al., 2004). Se sabe que los estrégenos se unen
a los RE, esto activa factores de transcripcion de ciertas proteinas (MAO, THP) por medio
de elementos de respuesta a estrégenos, dicha transcripcion incrementa la sintesis y actividad
de la enzima TPH, lo que incrementaria la sintesis de la 5-HT. La MAO-A degrada a la 5-
HT en su metabolito inactivo en el acido 5-hidroxi-indolacético (SHIAA, por sus siglas en
inglés). Se sabe que los estrdgenos reducen la actividad de la MAO. Los RE membranales
desactivan a los receptores 5-TH1a mediante el desacoplamiento de proteinas G; ademas, los
estrégenos, a través de un mecanismo gendémico incrementan el mRNA de 5-THza

(Hildebrandt et al., 2010), que participan en las acciones de los antidepresivos.

Cabe destacar que, el efecto tipo antidepresivo de la FLX se mantiene alin en ratas 3
spovx, como lo demuestra la presente tesis y el estudio de Estrada-Camarena y cols. en 2008,
en donde el efecto tipo antidepresivo se mantiene hasta las 12 spovx. En contraste, en ratas
macho 3 semanas después de la castracion el efecto tipo antidepresivo de la FLX,
administrada en la misma forma que en el presente trabajo, se pierde. Incluso, dosis mas altas
(20 mg/kg) son inefectivas en los machos castrados, en los que hay una reduccion
significativa de los niveles de andrégenos y estrogenos derivados del testiculo (Martinez-
Mota et al., 2008). Lo anterior nos indica que, a diferencia de los machos, las ratas hembra
poseen factores que podrian contribuir a los efectos antidepresivos en condiciones de bajos

niveles periféricos de hormonas sexuales. Una posibilidad es que los estrégenos de fuentes
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extragonadales tengan un papel en el mantenimiento del efecto tipo antidepresivo de la FLX

en las ratas ovariectomizadas.

Los resultados obtenidos en el experimento 2, apoyan esta idea ya que el tratamiento
con un inhibidor de la aromatasa (formestano) bloqueo el efecto tipo antidepresivo de FLX
10 mg/kg, regresando los niveles de inmovilidad a los valores del grupo control. En un
trabajo previo en ratas macho intactas, ocurre lo mismo que en las hembras ovariectomizadas
del presente estudio, la administracion de formestano (17.5 mg/kg) también bloquea el efecto
de los antidepresivos (desipramina 5 mg/kg y FLX 10 mg/kg), sin modificar
significativamente los niveles séricos de estradiol (Martinez-Mota et al., 2008). En todos los
casos posiblemente el antidepresivo pierda su efecto debido a que la concentracion de
estrogenos cerebrales disminuye significativamente gracias a que formestano inhibe la
actividad de la aromatasa y en consecuencia no hay conversion de androgenos a estrégenos,
lo que ocasiona una carencia de estrogenos en blancos cerebrales que participan en el efecto

tipo antidepresivo de FLX.

La aromatasa cerebral es responsable de la produccion de estradiol en ciertas
estructuras cerebrales que poseen las células encargadas de la produccion de esta hormona,
dichas estructuras estan involucradas en la PNF y son blanco de FLX como estructuras del
sistema limbico tales como el hipotdlamo y la amigdala (Ishunina et al., 2005; Sasano et al.,
1998).

Otras estructuras que también poseen estrogenos producidos por esta enzima son
aquellas que poseen tanto aromatasa como RE, dichos RE se han encontrado mayormente en
el talamo, la amigdala, los nucleos del rafe y en el nucleo de la cama de la estria terminal; se
ha observado una menor cantidad de RE en el hipocampo e hipotalamo (Cui et al., 2013), en
todas las regiones mencionadas, ademas de los RE tambien hay expresion de aromatasa

principalmente en el tdlamo, la corteza y el hipocampo (Cui et al., 2013).

Existen evidencias que apoyan nuestros resultados conductuales. Por ejemplo, Kokras
et al en 2018 mostro que cuando a ratas hembra 3 spovx se les administra letrozol, la actividad

de la aromatasa en el hipotadlamo es menor en comparacion con hembras ovariectomizadas a
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las que no se les administro el farmaco, lo mismo sucede con machos (Kokras et al., 2018).
Cabe mencionar que, la actividad de la aromatasa en el hipotdlamo de hembras
ovariectomizadas es menor en comparacién con machos castrados (Kokras et al., 2018).
Dalla y cols. demostraron en 2015 que, ratas 3 spovx a las que se les administrd letrozol
carecian de actividad de aromatasa, ya que la actividad de esta enzima no pudo ser detectada
en el hipocampo ni en la corteza prefrontal en comparacion con los animales que no
recibieron letrozol. Este farmaco, en la PNF, aumento la inmovilidad en ratas 3 spovx.
Aunque en el presente estudio no cuantificamos la actividad de la aromatasa, un reporte de
la literatura mostré que formestano a una dosis de 17.5 mg/kg disminuye drasticamente la
concentracion de la aromatasa cerebral en ratas macho intactas, principalmente en la
amigdala y otras estructuras del sistema limbico (Yuan et al., 1995).

La baja concentracion de estrégenos se ha asociado con mayor conducta depresiva en
hembras de roedores (Estrada-Camarena et al., 2011; Vega-Rivera et al., 2021); mientras
pasa el tpovx, esta conducta se ve disminuida a las 3 spovx y se mantiene sin diferencias
hasta las 12 spovx (Estrada-Camarena et al., 2011) e incluso hasta las 24 spovx (Hernandez-
Herndndez et al., 2022). Las ratas ovariectomizadas poseen niveles de estrogenos
significativamente menores que aquellas no ovariectomizadas (Sample et al., 2012 y
Talboom et al., 2008), por lo tanto, presentan mayores niveles de inmovilidad en la PNF.
Aunque en los estudios descritos anteriormente no se mide la concentracion de estrégenos en
el cerebro, se ha observado que cuando se administra tamoxifeno, un modulador de los RE,
con accion antagonista (a la dosis utilizada), a ratas hembra 3 spovx, se atenla el efecto
antidepresivo de estradiol, lo anterior confirma el papel que tienen los RE cerebrales en la
conducta antidepresiva (Lemini et al., 2013).

En el presente estudio, el tratamiento con formestano a ratas hembra
ovariectomizadas (Grupo 2: formestano (17.5 mg/kg) + vehiculo de fluoxetina (solucidn
salina 0.9%)); no produjo un aumento de la conducta de inmovilidad que pudiera sugerir un
estado depresivo. Este hallazgo contrasta con el resultado de Kokras et al. (2018) quienes
reportaron que la inmovilidad aumenta en ratas 3 spovx después del tratamiento con letrozol
en comparacién con ratas intactas que también recibieron el farmaco (Kokras et al., 2018).
Esta diferencia podria deberse a que, en el estudio de Kokras, se compard la inmovilidad de

ratas ovariectomizadas e intactas, que recibieron letrozol y; en nuestro estudio se compararon
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hembras ovariectomizadas que recibieron o no formestano. Por otro lado, no podemos
descartar el tipo de farmaco utilizado, a pesar de que tanto letrozol como formestano son
inhibidores de la aromatasa tienen una caracteristica que los hace diferentes: letrozol es un
inhibidor de tipo 2, es decir, se une de manera reversible a la enzima; en cambio, formestano
al ser un inhibidor de tipo 1, su unién es irreversible. Nuestros datos sugieren que la falta de
estrogenos, posiblemente en sitios cerebrales, no es suficiente para generar mayor conducta
de inmovilidad en las hembras ovariectomizadas, pero si revelan que los estrogenos de origen
no gonadal son indispensables para que FLX produzca sus efectos en los blancos cerebrales.

Los hallazgos de la prueba de actividad locomotora sugieren que los efectos de FLX
y de formestano son especificos para la conducta depresiva en la PNF. Esto se deduce porque
no hubo una diferencia estadisticamente significativa en la actividad locomotora entre los
cuatro grupos experimentales, por lo que los efectos observados anteriormente en la PNF del
experimento dos, se deben a los farmacos administrados y no a un aumento o disminucion
de la actividad locomotora. Estos hallazgos coinciden con lo que se ha reportado en la
literatura, aunque los estudios se enfocan en inhibidores de la aromatasa tipo 2 como letrozol
(Kokras et al., 2018 y Borbélyova et al., 2017).

8.3 El tratamiento con formestano no modifica el 1U-S en ratas 3 spovx

Respecto al 1U-S de todos los grupos experimentales, durante el desarrollo del trabajo
tuvimos fallas en la diseccién en algunos animales, lo que afecto la integridad del tejido
uterino, particularmente en aquellos del grupo al que se le administré For + FLX. Sin
embargo, la prueba estadistica realizada al 1U-S de los 3 grupos restantes nos indica que el
tratamiento con formestano (grupo For-Veh FIx) no modificé el 1U-S de manera significativa
respecto a las ratas ovariectomizadas del grupo Veh For-Veh FIx. Aun con la falta del grupo
experimental, los hallazgos obtenidos con los otros tres grupos nos hacen pensar que la
combinacion de tratamientos tampoco modificaria el 1U-S en las hembras ovariectomizadas.
Aungue con diferencias inherentes al sexo de los animales, los estudios de nuestro laboratorio
usando machos, han mostrado que el tratamiento de formestano en el esquema utilizado en
la presente tesis, no reduce de forma significativa los niveles periféricos de estradiol. Por lo
que, es posible que esto tenga una influencia en el mantenimiento del peso uterino que

presentan las hembras con formestano.
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IX. CONCLUSION

Los resultados del presente estudio apoyan la hipétesis de que los estrogenos tienen un papel
en las acciones de FLX. Se cumplié con el objetivo, formestano suprimi6 el efecto tipo
antidepresivo de FLX a la dosis de 10 mg/kg.

e Los resultados confirman que el tratamiento con FLX (10 mg/kg) es efectivo para
reducir la conducta depresiva en las hembras ovariectomizadas.

« Los resultados sugieren que los estrogenos de fuentes extragonadales, posiblemente
los sintetizados de novo en el tejido cerebral, participan en el efecto tipo antidepresivo
de FLX en hembras ovariectomizadas.

e Los hallazgos en la prueba de actividad locomotora sugieren que los efectos de FLX
y formestano son especificos para la conducta depresiva en la PNF.

« EI tratamiento con formestano no afectd el peso uterino de los animales revelando

pocos efectos periféricos de la inhibicidn de la aromatasa en este tejido blanco.
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X. LIMITACIONES

El presente estudio no incluyé hembras gonadalmente intactas dado que el objetivo se planted
a partir de la respuesta de antidepresivos en las hembras en un modelo de menopausia por
ovariectomia. A este objetivo se le sumo el hecho de que la inclusion de hembras
gonadalmente intactas implicaria hacer un control del ciclo estral mediante la toma y anélisis
de frotis vaginales. Esto incrementaria el nimero de animales, la cantidad de farmacos, y la
extension del disefio experimental considerando al menos dos fases del ciclo estral. Algunos
de estos experimentos se realizaron durante la pandemia lo que delimito los alcances del
estudio. Sin embargo, consideramos que tiene mucho sentido incluir de forma prospectiva,
algunos grupos de hembras intactas. Ademas, la experiencia en el laboratorio indica que la
tasa de respuesta a antidepresivos en hembras ovariectomizadas es mejor debido a que
hormonalmente poseen homogeneidad.

Otra limitacion es que no se midid la concentracion de estradiol en sangre, lo cual, nos
indicaria si el formestano fue capaz (o no) de inhibir la actividad de aromatasa en tejidos
periféricos. Tampoco se utilizé una dosis de 20 mg/kg de FLX en las hembras, estudios en
machos demuestran que esta dosis produce un efecto de tipo antidepresivo (Detke et al.,

1995); sin embargo, esta por arriba de la dosis efectiva en las hembras.

XI. PERSPECTIVAS

Se extrajeron y almacenaron los cerebros de cada una de las ratas utilizadas en este trabajo,
lo que nos permitiria medir en estas ratas la concentracion y/o actividad de aromatasa en el
cerebro, particularmente en estructuras clave como el area predptica, hipotalamo o amigdala

(Roselli et al., 1985), asi como la concentracion de estradiol.

Las hembras ovariectomizadas han demostrado responder a FLX hasta 12 spovx
(Estrada-Camarena et al., 2011); se tiene contemplado realizar estos mismos experimentos
en ratas con 12 spovx para ver si la dosis de formestano usada en este estudio (17.5 mg/kg)

también es capaz de bloguear el efecto tipo antidepresivo de FLX a dicho tpovx.
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