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Efecto del estrés en la etapa post-natal sobre el eje adrenal y la
via CRHérgica del sistema limbico y su relacion con las conductas

alimentaria y depresiva.

RESUMEN

La hormona liberadora de corticotropina (CRH) actda por medio de sus receptores
CRH-R1 y CRH-R2 en la regulacién del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) y
de las conductas alimentaria, ansiosa y depresiva.

La activacion del eje HPA de manera cronica modifica la actividad de la via
CRHérgica y cuando se aplica estrés en el periodo post-natal temprano, dichas
alteraciones permanecen hasta la adultez.

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar la conducta tipo depresiva y los
cambios en la expresion génica de la CRH, sus receptores y el de
glucocorticoides, en el nucleo paraventricular hipotalamico (NPV) y en las
regiones del sistema limbico: amigdala e hipocampo al someter ratas macho a 2
modelos de estrés post-natal, uno por ausencia de la madre (separacion materna
[SM]) y otro con presencia de una madre negligente (material limitado [ML]).

Los resultados demuestran que aunque el consumo de alimento aumentd en los
animales adultos sujetos a ambos modelos (SM y ML), esta conducta se asocio al
incremento en la expresion génica del CRH-R2 en el NPV de los animales con SM
y a la inhibicién de la sintesis de la CRH en la amigdala de los animales con ML.
Por otro lado, las alteraciones en el funcionamiento del eje adrenal fueron
diferenciales dependiendo del tipo de estrés aplicado, siendo mas severo el de SM
porque inhibié la respuesta de los animales adultos ante un nuevo estimulo
estresante, incrementando la expresion de GR en el NPV y provocando conducta
depresiva.

Por el contrario, el estrés por ML provocO adaptaciones que le permitieron al
animal tener una respuesta normal al estrés y un eje HPA normal en condiciones
basales. De esta manera, podemos concluir que son mas graves los efectos del
estrés por SM al compararlos con los de ML sobre la regulacion del eje adrenal y

la conducta depresiva.



ANTECEDENTES

El estrés es una condicion del organismo caracterizada por un incremento en la
concentracion de hormonas séricas secretadas por la glandula adrenal como
resultado de la exposicion a estimulos amenazantes para el individuo; es una
condicion compleja y un desafio para los sistemas neuroendocrinos encargados
de mantener la homeostasis del organismo.

La respuesta al estrés consta de 3 fases: inicio, mantenimiento y recuperacion
(1), que estan acopladas al fenomeno de alostasis, definido como la habilidad de
regresar a la estabilidad en respuesta a un desafio, reto o situacibn amenazante,
por medio de ajustes autondmicos y hormonales (1).

Cuando el organismo percibe alguna forma de peligro se envian sefiales a través
de los nervios periféricos hasta las neuronas del Sistema Nervioso Central (SNC)
encargadas de procesar la informacién y estimular en la division parvocelular del
Nucleo Paraventricular Hipotalamico (NPV) la sintesis de la hormona liberadora
de corticotropina (CRH) (2) en neuronas que co-expresan vasopresina (3). La
funcién de la CRH al ser liberada de las terminales axdnicas de la eminencia
media es estimular por medio de la unién a sus receptores CRH-R1 en la hipofisis
anterior, la sintesis y liberacién de péptidos derivados de la propiomelanocortina
(POMC) como corticotropina (ACTH), hormona estimuladora de melanocitos o (o-
MSH), B-endorfina y B-lipotropina (4).

Al ser liberada al torrente sanguineo la ACTH se une a su receptor en las
glandulas adrenales, en donde estimula la sintesis y liberacién de glucocorticoides
(cortisol, en roedores corticosterona). La cantidad secretada depende de la
intensidad y duracion del estimulo amenazante (5).

La elevacion de la concentracion seérica de glucocorticoides (GC) provocada por
un estimulo agudo tiene efectos supresores en la reproduccion, la alimentacion y
la respuesta inmune (6); incrementa la presion arterial, la frecuencia cardiaca y
provoca cambios fisiolégicos que promueven la movilizacibn de reservas
energeéticas (7) y la re-direccion del oxigeno a los tejidos que mas los demandan

(1) favoreciendo asi la supervivencia del individuo.



En el cerebro, los receptores a glucocorticoides (GR) se expresan primordialmente
en regiones como el hipocampo, el septum lateral, la amigdala y el NPV en donde
la unién del ligando provoca que el receptor se traslade al nucleo, sitio en el que

actua como regulador de la transcripcion génica (8).

El funcionamiento del eje Hipotdlamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) se regula a través
de retroalimentacion negativa por medio de la activacion de los GR localizados en
el NPV e hipocampo, sensibles al incremento en la concentracion de los GC
circulantes, mecanismo que asegura una respuesta del organismo de magnitud
suficiente pero duracion limitada (1) [Figura 1].

De esta manera, la activacion del eje HPA promueve respuestas adaptativas que
mejoran la disponibilidad de energia y la activacion neuronal favoreciendo el
aprendizaje, la memoria, las estrategias de escape, el estado de alerta y el andlisis

de riesgos (1,9).

REGIONES CEREBRALES INVOLUCRADAS EN LA RESPUESTA AL ESTRES

Ademas del hipotadlamo, algunas regiones del sistema limbico son importantes en
la percepcion del peligro, las mas estudiadas son la amigdala y el hipocampo
debido a que poseen neuronas CRHérgicas (10) cuyos axones tienen contacto

directo y/o indirecto con células del NPV (11;12).

Amigdala

El hipotalamo recibe aferentes catecolaminérgicas desde el nucleo central de la
amigdala (CeA) (13) por medio de la via amigdalo-hipotaldmica, que parece estar
relacionada con la respuesta a estimulos somato-sensoriales (14).

Esta estructura cuenta con numerosos GR, cuya activacion tiene efectos
excitadores sobre el eje HPA (15); se le ha relacionado con el mantenimiento de
la respuesta al estrés, pues su estimulacion eléctrica provoca un aumento de la

concentracion de ACTH vy corticosterona plasmaticos (16), mientras que Ssu



destruccion en ratas disminuye las conductas asociadas al miedo, y su

estimulacién en humanos incrementa los patrones de miedo y ansiedad (17;18).

El incremento del ARNm de la CRH en el nlcleo central de la amigdala observado
tanto con un tratamiento crénico de corticosterona sistémica (19) como con
implantes del esteroide en dicha region (20), sugiere su participacion de la
amigdala en la fase de mantenimiento de la respuesta al estrés.

Asi mismo, el estrés por restriccibn de movimiento incrementa la liberacion de la
CRH en la amigdala (21) que puede resultar de la activacion de los GR, ya que

los ARNm de ambas proteinas se coexpresan en neuronas del CeA (22).

Hipocampo
El hipocampo es crucial para procesos de memoria y es vulnerable al estrés; tiene

conexiones con el NPV del hipotdlamo a través del tracto hipocampal-
hipotalamico por medio del cual regula la secrecion circadica de hormonas que
controlan los ejes neuroendocrinos (23).

La unién de los GC al GR en el hipocampo suprime la excitabilidad neuronal
favoreciendo la retroalimentacion negativa del eje HPA (11), permitiendo el
retorno a los niveles basales de hormonas séricas y por lo tanto la capacidad de
dar respuesta a un nuevo estimulo estresante (9).

La respuesta al estrés agudo involucra la activacion de neuronas GABAérgicas de
los nucleos basales de la stria terminalis (BNST) a través de la liberacion de
glutamato del hipocampo; el consecuente aumento de la concentracién
extracelular de acido y-aminobutirico (GABA) sobre el NPV determina el tono
inhibitorio de la sefial derivada del hipocampo al hipotalamo (24;25). De hecho, la
hipocampectomia y las lesiones en esta estructura incrementan la actividad basal
del eje adrenal (11;26); en cambio, su estimulacion eléctrica disminuye la
concentracion de GC en plasma (27) y la inyeccion de antagonistas a los GR en el
hipocampo incrementa la secrecién de la ACTH (28), factores que en conjunto
indican el caracter inhibitorio de esta estructura en la activacion del eje HPA
[Figura 1].



FIGURAL: Funcionamiento del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal.
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Figura 1: El eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal se regula por retroalimentacion negativa de los glucocorticoides

y de manera diferencial por la amigdala, que por sus inervaciones al hipotalamo se considera una region

activadora y por el hipocampo considerado un inhibidor del eje adrenal (9).

La secrecién de la CRH del hipocampo provocada por un evento estresante agudo

parece difundir localmente para unirse a los CRH-R1 y participar en la plasticidad

del hipocampo (29), en la consolidacién de procesos de memoria relacionados a la

situacion estresante (30).

De esta manera, se establece que en la respuesta al estrés intervienen tanto

acciones inmediatas, como la secrecion de la CRH de regiones del sistema

limbico (31) que promueven la vigilancia, el estado de alerta y la evaluacion de la

situacion (32); ademas de acciones que requieren mas tiempo, por ejemplo, los



cambios en el funcionamiento celular y la expresién génica por medio de la union
de los GC a los GR (9).

RECEPTORES A LA HORMONA LIBERADORA DE CORTICOTROPINA

Los efectos de la CRH en los patrones neuronales de disparo, la expresion génica
y el comportamiento, son regulados por la unién a 2 clases de receptores de una
manera dosis dependiente (33): CRH-R1 y CRH-R2 son codificados por diferentes
genes, unidos a proteinas G con 7 dominios trans membranales (34). En la
mayoria de los tejidos, la unién de la CRH a los CRH-R1 y CRH-R2 desencadena
la activacion de proteinas Gs y adenil ciclasas incrementando la concentracion de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (35). La actividad del receptor también se
regula por AMPc ya que se han observado sitios de fosforilacién para protein-
cinasa A (PKA), protein-cinasa C (PKC) y casein cinasa en las secuencias
proteicas de ambos receptores (36). El receptor fosforilado presenta menor union

a la proteina G por lo que disminuye la cascada de sefializacion por la CRH (37).

El CRH-R1 tiene mayor afinidad por el péptido que el CRH-R2 aunque los 2
comparten areas idénticas en la secuencia de aminoacidos, en regiones cruciales
para el acoplamiento con proteinas G y para la transduccion de la sefial (38).

El CRH-R1 esta distribuido en el SNC en regiones como la corteza cerebral,
cerebelo, tallo encefalico, septum e hipocampo y su expresién es muy baja en el
hipotalamo (1) y en 6rganos periféricos (39) [Figura 2]. Debido a que predomina la
expresion de CRH-R1 en la pituitaria, parece ser el encargado de la estimulacién
de la CRH sobre la secrecién de la ACTH en los corticotropos en respuesta a un
estimulo estresante (40) y de hecho, la inactivacion del CRH-R1 en ratones
transgénicos provoca concentraciones basales de corticosterona muy bajas sin
presentar los picos diurnos normales; ademas, al ser sometidos a un estrés agudo
presentan concentraciones séricas mas bajas de ACTH vy corticosterona que los
controles (1;41).



En el nucleo central de la amigdala, la infusion de oligonucleotidos antisentido al
CRH-R1 inhibe el efecto ansiogénico relacionado con el incremento en la
expresion y liberacion de la CRH en la amigdala ante el estrés provocado por la

presencia de un macho dominante (42).

Del receptor tipo 2 se han demostrado 3 subtipos funcionales: CRH-R2a, CRH-
R2B y CRH-R2y (43) que se encuentran distribuidos en tejidos periféricos como el
corazén, el pulmén y el musculo esquelético. Algunas estructuras cerebrales
como el septum lateral, el rafé dorsal, la amigdala y el hipotdlamo presentan
abundancia del CRH-R2a [Figura 2] (1;39).

Figura 2 Distribucion de los receptores de CRH y glucocorticoides en el tejido cerebral.
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El receptor CRH-R2 probablemente participa en la inhibicién y la adaptacion de la
respuesta al estrés para el mantenimiento de la alostasis, lo cual es sugerido por
el retardo en el retorno al nivel basal de corticosterona posterior a un evento
estresante que se reporta en ratones con el gen del CRH-R2 anulado (1;41;44).

Ademas de su participacion en la adaptacion del eje al estrés, el CRH-R2 regula
el efecto de la CRH en la conducta alimentaria. La inyeccion intra-cerebro
ventricular (i.c.v.) de la hormona provoca anorexia, ya que los animales presentan

reduccion del consumo de alimentos y pérdida de peso (41).



El CRH-R2 se expresa en diferentes nucleos del hipotalamo, siendo su presencia
predominante en el ndcleo hipotalamico ventromedial (HVM) que esta involucrado
en la regulacién del apetito (35;45). La sintesis del CRH-R2 en el HVM disminuye
en ratas obesas y ayunadas con peso normal, es decir que tienen hambre y
buscan alimentos; mientras que la leptina, un péptido que inhibe el consumo de
alimentos, sintetizado en el tejido adiposo incrementa la expresion del receptor en
este nucleo (46). EI CRH-R2 también se expresa en el NPV (35) donde su funcién
aun no esta bien definida, ya que ni el ayuno, ni la administracion de
corticosterona o la adrenalectomia modifican su expresion (47) pero la anorexia
inducida por deshidratacion y no la restriccion alimentaria forzada inhibe la
expresion de CRH-R2 en el NPV (48) lo que le confiere al receptor de este nicleo

un posible papel en la regulacion de la conducta alimentaria (49).

De esta forma se postula al CRH-R1 como el encargado de la estimulacion del
eje HPA al estrés y del comportamiento ansiogénico provocado por la CRH;
mientras que el CRH-R2 probablemente regula la adaptacién al estrés y los
efectos anorexigénicos de la hormona (50).

Por otra parte, las urocortinas (UCNs) son péptidos con estructura similar a la
CRH cuya funcién en la regulacion del eje HPA se ha evaluado recientemente.
Aunque la UCN-1 tiene la misma afinidad por los 2 receptores; la UCN-2 y la
UCN-3 se unen con preferencia al CRH-R2 (51).

La UCN-1 se sintetiza en cerebelo, hipocampo, ganglios basales, amigdala, los
ndcleos hipotalamicos ventromedial y paraventricular, el rafé dorsal y de manera
particular en el nacleo de Edinger-Westphal (51). Tiene una homologia de 43%
con la CRH (52) y la afinidad de ambos receptores CRH-R1 y CRH-R2, es similar
para éste péptido de 40 aminoacidos con una Ki de 0.4nM aproximadamente (51).
La administracion de UCN-1 a células de la pituitaria anterior in vitro incrementa la
liberacion de ACTH (53).



La UCN-2 tiene una homologia de 34% con la CRH (51). Es un péptido de 38
aminoacidos que se expresa en los nucleos hipotalamicos paraventricular (con
mayor expresion en neuronas magnocelulares (54)), supradptico y arcuato;
también es sintetizada en el locus coeruleus, el séptum lateral, y el nacleo medial
de la amigdala (35;52). Después del estrés por inmovilidad el ARNm de la UCN-2
se incrementa en el NPV en neuronas parvocelulares donde colocaliza con 45%
de las neuronas CRHérgicas (55), o que podria indicar su participacion en la
regulacion de la respuesta al estrés agudo, actuando a través de la activacion del
CRH-R2 en el NPV al que se une con mayor afinidad que la CRH (Ki de 1.7 nM vs
42 nM respectivamente)(51).

La UCN-3 también de 38 aminoacidos se sintetiza de manera predominante en el
nacleo preodptico medial y el area rostral perifornical lateral al NPV del hipotalamo,
asi como en el nacleo medial de la amigdala (56). Su inyeccion i.c.v. también
provoca la activacion del eje HPA (56). Muchas terminales nerviosas que
contienen UCN-3 se han identificado en regiones que expresan altos niveles del
CRH-R2 como el séptum lateral y el HVM, por lo que se ha sugerido que la UCN-
3 podria ser el ligando endégeno para el CRH-R2 en éstas areas (35).

ESTRES CRONICO

El estrés cronico altera de forma progresiva la expresién génica del GR, la de
CRH y de sus receptores en el NPV y en el hipocampo donde ademas, se
presenta menor arborizaciéon dendritica en neuronas piramidales, factor que
modifica la tasa de disparo y la respuesta celular, por lo que se altera tanto la
regulacion del eje HPA como su funcionamiento (57).

Los modelos animales de estrés permiten estudiar los efectos de diferentes
estimulos variando su intensidad y duracion, facilitando un acercamiento a lo que
ocurre en seres humanos; sin embargo, el estrés que experimenta el humano
tiene una gran carga emocional y psicologica por lo que los resultados deben ser

tomados con discrecion ya que solo representan una aproximacion.



En animales adultos principalmente roedores, el estrés cronico provoca
incremento en la concentracion basal de corticosterona plasmatica, alteraciones
en el peso corporal, el apetito y en machos pérdida de peso testicular y menor
concentracion de testosterona sérica, lo que indica las consecuencias que tiene
una alteracion en el funcionamiento del eje adrenal sobre otros ejes
neuroendocrinos (58;59). De igual forma, se presenta hipertrofia de las glandulas
adrenales (considerado un indicador de estrés cronico) (2) y alteraciones
metabdlicas como disminucién de la concentracion de insulina y leptina (60).

La retroalimentacion negativa del eje HPA se altera durante periodos de estrés, ya
que el incremento de GC no es capaz de inhibir la sintesis y liberacion de la CRH,
cuyo ARNm permanece incrementado en el NPV como consecuencia de una
inhibicion en la expresion del ARNm del GR en regiones cerebrales como
hipocampoy NPV (2).

Los ratones transgénicos que sobre-expresan CRH (CRH-TQ) al ser sometidos a
estrés por inmovilidad (estrés psicolégico agudo) presentan menor incremento de
la concentracién de la ACTH y la corticosterona comparado con la de animales
control, lo que indica una respuesta atenuada del eje HPA al estrés y sugiere que
la activacion cronica del eje provoca la desensibilizacién del mismo (1).

Lo anterior también se ha observado en humanos, evaludndose la respuesta al
estrés en pacientes con sindrome de Cushing, padecimiento caracterizado por un
incremento cronico de GC circulantes, quienes también presentan un aumento
menor de cortisol en respuesta a un nuevo estrés agudo (61). Asi mismo, el
estrés cronico se ha asociado al desarrollo de trastornos de la alimentacién y de
sindrome metabdlico, trastorno conformado por resistencia a la insulina, diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemia, hipertension arterial y obesidad (62). La exposicién a
largo plazo a GC provoca obesidad visceral (central) y remodelacion de la

composicion corporal aun con pérdida de peso (60).

De igual manera la actividad de neuronas de péptidos que favorecen el consumo
de alimentos como el neuropéptido Y/ péptido relacionado al agouti (NPY/AgRP)
del ndcleo arcuato hipotalamico, se inhibe con adrenalectomia y se normaliza con

la administracion de corticosterona en roedores (63), lo que implicaria una accién
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de los GC en el incremento de consumo de alimento favorecido por NPY/AgRP

durante el estrés croénico.

ESTRES EN LA ETAPA POST-NATAL

En humanos que experimentan estrés severo (abuso/descuido) en la infancia, se
observan deficiencias cognitivas y trastornos psiquiatricos como ansiedad y

depresion en la adultez, no relacionados con predisposicion genética (64).

Nuevamente la utilidad de modelos animales se hace evidente y han contribuido a
definir que las alteraciones en la respuesta al estrés varian segun el tipo, la
intensidad y el periodo de vida en que los animales son estresados. Por ejemplo,
en el periodo post-natal el estrés agudo incrementa la eficacia sinaptica y los
procesos de aprendizaje (65) pero el estrés crénico causa alteraciones en la
actividad eléctrica con mayor frecuencia de disparo de potencial de accién en el
hipocampo en animales (66) y humanos (67) y sus efectos adversos en el

aprendizaje pueden observarse incluso a largo plazo (68).

En las ratas, los primeros 15 dias después del nacimiento se caracterizan por una
inmadurez del eje HPA que se refleja en respuestas hormonales atenuadas y
regulacion genética de la CRH disminuida, comparada con la respuesta al estrés

que se presenta en la adultez (69).

Hay diversos modelos animales de estrés post-natal, uno de ellos, el “handling” o
paradigma de manipulacion en el que las ratas recién nacidas son separadas de
sus madres y colocadas en una caja adyacente a la de éstas diariamente por 15
minutos, provoca una alteracibn permanente de la expresion de GR en el
hipocampo comparada con animales no manipulados. Esto mejora la
retroalimentacion negativa del eje HPA si se lleva a cabo desde el dia 1 6 2 post-
natal durante 5 a 21 dias (70), pero si se inicia la manipulacion el dia post-natal 8

aunque se lleve a cabo por 15 dias, la retroalimentacion negativa del eje no se
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modifica (71), lo que indica la sensibilidad al estrés en el periodo post-natal

temprano.

El desarrollo de la respuesta enddcrina al estrés es influenciado por el aporte
sensorial de la madre a la cria (acicalamiento, limpieza, alimentacién y cuidado)
que es necesario para el correcto desarrollo de las respuestas del eje HPA (72).
Por ejemplo se ha reportado que 24 horas de separacidbn materna provocan
disminucién en la sintesis de la CRH en el NPV e incremento en la concentracion
de corticosterona sérica, lo cual se restaura con estimulacion tactil y alimentacion
con cénula (73) reproduciendo las conductas de cuidado materno.

Un cuidado materno deficiente observado en modelos animales como el de
separacion materna (SM) que consiste en separar a la madre de las crias durante
3 horas diarias del dia post-natal 2 al 14, provoca en las crias aumento de la
concentracion de la corticosterona y la ACTH (74;75) asi como trastornos
cognitivos (66) derivados de la reduccion de la densidad de fibras nerviosas en el
hipocampo (76;77) y disminucion en la conducta de exploracion y el
comportamiento de limpieza (78) relacionados con conductas tipo ansiedad y
depresion en la vida adulta (79;80).

Las anormalidades neurobiolégicas son progresivas ya que la activacién de la
respuesta sinaptica declina con la edad en animales que sufrieron estrés en el

periodo post-natal (66).

Por otra parte, el modelo de estrés post-natal por material limitado (ML)
desarrollado por Baram y colaboradores (81) permite realizar determinaciones
detalladas del comportamiento y se aproxima a las condiciones que se presentan
en seres humanos con negligencia de los padres. Dicho modelo consiste en
colocar a las hembras con sus crias sobre una reja con acceso limitado de
material para hacer su madriguera del dia 2 al dia 9 post-natal.

El paradigma de estrés post-natal por ML, se basa en que la madre esta presente
pero el cuidado materno se vuelve erratico e impredecible con menos interaccion

y acicalamiento de las crias y mayor tiempo dejandolos aislados o fuera del nido
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(descuido y abandono) (66;82). Ademas, las madres presentan comportamiento
ansioso en la prueba de campo abierto (82).

En las crias se observa hipertrofia de la glandula adrenal y niveles de
corticosterona elevados, con una modesta disminucion en el peso corporal el dia
post-natal 9; parametros que se normalizan a la edad de 1 afio en donde no se
presenta conducta de ansiedad ni modificaciones en la respuesta al estrés por
inmovilidad (66). A pesar de esto, tienen deficiencias en la memoria espacial en la
prueba de laberinto de agua y de reconocimiento del objeto, asociadas a
alteraciones en la funcionalidad de neuronas piramidales del hipocampo (66), que
a su vez podria deberse a un incremento crénico en la expresion y liberacion de la
CRH en dicha region (83).

En este sentido se sugiere que la estimulacion constante del CRH-R1 en el
hipocampo derivada del estrés por ML, provoca reduccion de la arborizacion
dendritica y como consecuencia menor habilidad en la memoria espacial, dafio
que permanece hasta la adultez (84). Por esto, la administracion subcutanea e
i.c.v. del antagonista al receptor CRH-R1 (NBI30775(3-[6-(dimetil-amino)-4-metil-
pirid-3-il]-2,5-dimetil-N,N-dipropilpirazolo[2,3-a]pirimidin-7-amina) en la semana
siguiente al periodo de estrés por ML, mejora la memoria en el laberinto de agua,
reconocimiento del objeto y la potenciacion sindptica, previniendo las
anormalidades dendriticas y también el incremento en la expresion de la CRH en
hipocampo (84), lo que indica que la activacion del receptor por la CRH en el
periodo post-natal esta vinculada a los déficits de aprendizaje asociados al estrés
por ML.

Aungue se conoce que la via de la CRH esta alterada en el estrés post-natal en
ambos modelos (SM y ML), las funciones de sus receptores en el NPV, la
amigdala y el hipocampo en la regulacion de la conducta alimentaria y depresiva

no se han definido por completo.
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RELACION ENTRE ESTRES POST-NATAL Y DEPRESION

El estrés crénico en las primeras etapas de vida afecta a la mayoria de los nifios
alrededor del mundo porque esta conformado por situaciones como abandono o
descuido, pérdida de un padre y pobreza extrema (85).

En las primeras etapas de la vida, el estrés est4 asociado a cambios morfolégicos
en regiones como la corteza cingulada anterior y la corteza pre-frontal de primates
las cuales, se ven afectadas en padecimientos neuro-psiquiatricos en humanos
(86). Del mismo modo, datos experimentales sugieren que el estrés psicoldgico
como la SM o el aislamiento social en roedores predisponen a alteraciones

cognitivas y a depresion en el animal adulto (66;79;87).

En pacientes deprimidos se ha encontrado un incremento en la concentracion de
la CRH en el liquido cefalorraquideo; concentracion elevada de cortisol y
alteracién en la retroalimentacion negativa del eje HPA, por lo que se postula una
alteracion en la capacidad y la funcion de los GR hipotalamicos (88-90).

En animales adultos el estrés cronico induce hiperactividad de las neuronas
CRHeérgicas hipotaldmicas y extrahipotalamicas, fenébmeno relacionado con la
fisiopatologia de depresién (78).

Las posibles causas de los sintomas depresivos son alteraciones en la recepcion,
liberacibn o sintesis de monoaminas en el SNC. Estudios epidemiol6gicos
muestran que aunque 40 a 50% de la vulnerabilidad a padecer un trastorno
depresivo es de origen genético (91), ésta podria actuar junto con los cambios que
sufre el eje HPA por la constante exposicion a estimulos estresantes; vinculando a
los trastornos depresivos con el estrés (91).

En estudios clinicos se ha encontrado eficacia en el tratamiento de pacientes con
depresion con el antagonista R121919 para el CRH-R1(92); asi mismo, la

presencia del polimorfismo RefSeq ID: NM_004382 para el gen del CRH-R1 se ha

vinculado con depresion mayor en una poblacién de origen chino y se ha

demostrado interaccion entre la presencia de los polimorfismos del gen del CRH-
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R1 rs110402 y rs7209436, abuso en la infancia (sexual, fisico o emocional) y

depresion en la adultez (93).

Estos hallazgos permiten la asociacion entre la hiperactividad de neuronas
CRHérgicas por estrés, con la activacion del CRH-R1 en regiones del sistema
limbico y padecimientos psiquiatricos como la depresion (94).

La caracterizacion del papel del CRH-R2 en padecimientos psiquiatricos y su
relacion con la conducta alimentaria estd bastante menos estudiada. Asi, se
propone el andlisis de los cambios en la expresion del CRH-R2 hipotalamico por
Su participacion en la regulacién de la ingesta alimentaria reportada previamente
(95).

JUSTIFICACION

Puesto que el estrés puede llevar a trastornos de la alimentacion en ambos
extremos, obesidad y bulimia o anorexia nervosa (96), y que en nifios con
maltrato también se presentan trastornos de la alimentacion en la etapa adulta
(97) se pretende evaluar el efecto de 2 modelos diferentes de estrés post-natal
uno con ausencia de la madre (SM) que semejaria tanto estrés fisico como
emocional y otro con presencia de una madre negligente (ML) representando
solamente estrés emocional, sobre la conducta alimentaria y peso corporal de
ratas adultas y relacionarla con el funcionamiento del eje HPA.

Es importante destacar que la anorexia muestra severidad en la sintomatologia
depresiva (98) y tiene una prevalencia de 16.9% de intentos de suicidio (99). En el
otro extremo, el sobrepeso en humanos también esta relacionado con un riesgo
incrementado de padecer depresion (100) debido a que son mas frecuentes la
baja autoestima, la inconformidad fisica y los sentimientos de ansiedad (101).
Tanto estudios clinicos como de investigacion basica han relacionado al estrés
con vulnerabilidad a padecer depresion en la edad adulta (102), involucrando
alteraciones en la regulacién del eje HPA (103).

Posiblemente la conducta depresiva observada en animales con SM podria
derivarse de modificaciones en la via CRHérgica del sistema limbico, en donde se

postula al hipocampo como inhibidor y a la amigdala como region excitadora de la
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actividad del eje HPA (24) por lo que el estudio de la expresion génica en estas
regiones facilitaria una asociacion. En contraste, la conducta depresiva no se ha
evaluado en animales adultos con ML, pero podria presentarse como resultado de
la hiperactividad de la via de CRH hipocampal reportada con este modelo (104)
razon por la cual, el analisis de las consecuencias de cada tipo de estrés post-
natal en la expresion génica de la via CRHérgica y la conducta depresiva resulta
significativo.

Por otro lado, en ratas sometidas a SM se ha reportado tanto menor ganancia de
peso (105) como hiperfagia posterior a periodos de ayuno e incremento del peso
corporal con respecto a los controles (106); mientras que con el modelo de ML se
presenta disminucién en el peso corporal el dia post-natal 9 y éste se normaliza a
la edad de 1 afio (66), asi que no se conoce si existe una asociacion entre los
cambios en el peso corporal que se presentan segun el modelo utilizado y

alteraciones en la expresion génica de CRH-R2 del NPV.

HIPOTESIS

La naturaleza del estrés post natal (SM o ML) modificard de manera diferencial el
funcionamiento del eje adrenal y la expresion génica de la CRH, sus receptores y
el GR en el NPV y el sistema limbico, provocando cambios vinculados a la via
CRHérgica en el peso corporal, el consumo de alimentos y la conducta tipo

depresiva en los animales adultos.

OBJETIVOS
Comparar los efectos de dos tipos de estrés post-natal sobre el funcionamiento
del eje adrenal, la via CRHérgica del sistema limbico y relacionarlos con las

conductas alimentaria 'y depresiva de los animales adultos.

1.-Evaluar la conducta depresiva de animales adultos sometidos a estrés post-
natal, por medio de la prueba de nado forzado y relacionarla con los cambios en
la expresion génica de la hormona CRH, su receptor CRH-R1 y del de GC en el

NPV, la amigdala y el hipocampo.
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2.-Analizar los cambios en la expresion génica del CRH-R2 en el NPV de
animales recién destetados y adultos, derivados del estrés post-natal de acuerdo
al paradigma aplicado (SM o ML) y también los cambios resultantes de un

estimulo estresante agudo en cada paradigma.

3.-Relacionar los efectos del estrés post-natal en la conducta alimentaria y el peso
corporal de animales adultos con alteraciones en las vias de la CRH del sistema
limbico y del NPV.

METODOS
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Se emplearon 24 ratas Wistar hembra gestantes, provenientes del bioterio del

Instituto Nacional de Psiquiatria (INPRFM), las ratas permanecieron en cajas de
polipropileno individuales durante todo el periodo experimental en condiciones de
12 horas de luz y 12 de oscuridad, 7:00/19:00 hrs con agua y alimento ad libitum.
El dia de nacimiento de las crias se consider6 como el dia 0 y en el dia post-natal
2 se reqistré el peso de las crias cuantificando el nUmero de crias macho y el
namero de crias hembra por camada. Se formaron los siguientes grupos:

Control que consistié de 12 madres con 36 crias macho (3/madre en promedio),
la mitad de los animales fue el control para cada modelo de estrés. El grupo
control recibié6 como Unicas manipulaciones el cambio de aserrin una vez por
semana (para evitar estrés adicional), y el registro de su peso corporal los dias 2,
7,14 y 21 post-natales.

Separacion materna (SM). Formado por 6 hembras con 18 crias macho, (3/madre

en promedio) separando a la madre de su camada durante 3 h/dia del dia 2 al 14
post-natal, a diferentes horarios entre las 8:00 a.m. y las 2:00 p.m. Se registro el
peso corporal de las madres y las crias macho los dias 2, 7, 14 y 21 después del
nacimiento. El cuidado materno se evalué durante los 15 min posteriores a la
reunion de la madre con sus crias, al igual que en 6 madres C separadas de sus

crias Unicamente por 5 minutos.
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Material limitado (ML). Formado por 6 hembras con 18 crias macho, (3/madre en

promedio). Del dia 2 al 9 post-natal fue colocada una reja de metal de 25 x 15 cm
unida a una base de madera de 2.5 cm de alto sobre la cama de aserrin de las
cajas de polipropileno; sobre la reja se coloco a la madre y a sus crias y se le
proporcion6 una toalla de papel de 25 x 17 cm como unico material para hacer su
madriguera. Bajo estas condiciones a pesar de que la madre permanece en la
caja todo el tiempo, el cuidado materno disminuye, razén por la cual a este
modelo se le considera como de negligencia materna (66;82). El cuidado materno
se evaluo en el grupo ML y control, grabando periodos de 30 minutos desde las
8:00 a.m. hasta las 2:00 p.m. ya que algunos aspectos del cuidado se alteran en
el periodo de luz (82). Del dia 10 al 21 se removié la reja en el grupo ML y se
colocd a la madre y sus crias sobre el aserrin, sin mayor manipulacion que el

cambio de éste y la evaluacion de su peso corporal semanalmente.

Se evalué el tiempo que pasa la madre realizando las siguientes conductas:

- Fuera del nido: No estando la madre cerca o sobre la camada.

- Acicalando al menos a una cria

- Acicalamiento de la madre (Auto acicalamiento)

- Lactando: Madre sobre la camada, en actitud pasiva

- Lactando con la espalda arqueada: Conducta caracteristica de cuidado materno
activo.

Asi como el nimero de crias que la madre deja fuera de la zona de cuidado
mientras amamantaba.

El dia 22 las crias fueron destetadas y las madres sacrificadas por decapitacion,
se obtuvo el suero para la determinacidén de corticosterona sérica y se extrajeron
las glandulas adrenales para cuantificar su peso en gramos.

Asi mismo se sacrificd una cria macho de cada madre control, SM y ML para
determinar el contenido de corticosterona sérica, el peso adrenal, la expresion de
la CRH, sus receptores y de GR en NPV, amigdala e hipocampo.

El resto de las crias macho se colocé en cajas individuales y se mantuvo con

agua y alimento ad libitum durante las siguientes 7 semanas hasta alcanzar la
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adultez (10 semanas de vida), determinandose su peso corporal y consumo de
alimento semanalmente.

Previo al sacrificio el dia 71, 8 ratas/grupo de cada modelo y sus respectivos
controles fueron sometidos a la prueba de nado forzado para evaluar su conducta

depresiva.

Los grupos de animales adultos fueron los siguientes:
CONTROL SIN NADO: 10 animales

CONTROL CON NADO: 16 animales

SM SIN NADO: 6 animales

SM CON NADO: 8 animales

ML SIN NADO: 6 animales

ML CON NADO: 8 animales

PRUEBA DE NADO FORZADO

Se realiz6 la prueba de nado forzado de Porsolt (107) debido a que los sintomas

depresivos en estudios de investigacion béasica son evaluados por medio de
pruebas conductuales del animal y puesto que la prueba de nado forzado se
considera un estimulo estresante agudo, se esperé observar un incremento en la
actividad del eje HPA (108).

En la prueba de Porsolt el animal se coloca en un contenedor especial que por su
profundidad no permite el contacto de las patas traseras con el fondo del mismo,
por lo que se ve forzado a nadar durante 15 minutos (pre-prueba).

24 horas después, el animal es colocado en el mismo contenedor y se graba su

conducta durante 5 minutos (prueba).

El comportamiento fue evaluado bajo 3 criterios principales:

Escalamiento: Se refiere al tiempo o numero de periodos de 5 segundos

(frecuencia) en los que el animal apoya las patas delanteras sobre la superficie
del contenedor intentando salir del mismo. Es considerado un parametro de

motivacion relacionado con la activacion de la via noradrenérgica (109).
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Nado: Tiempo o frecuencia en que el animal realiza movimientos de las patas y/o
la cola por medio de los cuales se desplaza de un cuadrante a otro del
contenedor. Es considerado un parametro de motivacion relacionado con la

activacion de la via serotonérgica (109).

Inmovilidad: Tiempo o frecuencia en que el animal esta inmovil, en el mismo
cuadrante, solo mantiene el hocico fuera del agua con movimientos muy ligeros

para evitar hundirse; en un indicador de desesperanza.

La frecuencia con que se presenta cada comportamiento fue comparada entre
grupos; se considera que un mayor tiempo de inmovilidad esta asociado a mayor
comportamiento depresivo (107).

Todos los animales que entraron a la prueba lo hicieron el dia 71 y fueron
sacrificados por decapitaciéon 30 minutos después de la misma, de igual manera
los que no pasaron por el nado se sacrificaron, considerandose grupos en estado
basal (C, SM y ML).

Se obtuvo la sangre troncal que se centrifugé a 3000 rpm durante 30 minutos
(Eppendorf Centrifuge 5810 R) para obtener el suero, en el que se determiné la
concentracion de corticosterona y vasopresina. El cerebro fue extraido y
congelado en hielo seco para su posterior analisis de la expresion genética de la
CRH, el GR, el CRH-R1 en NPV, amigdala e hipocampo y del CRH-R2 en NPV.

CONCENTRACION DE CORTICOSTERONA Y VASOPRESINA SERICAS

Para medir corticosterona, se utilizd un kit comercial de radioinmunoensayo (RIA)

de la marca coat-a-count®, de Siemens Medical Solutions Diagnostics, que tiene
un limite de deteccion 5.7 ng/ml, coeficientes de variacion intraensayo-interensayo
12.2 % y 14.9 % respectivamente.

Se midié vasopresina so6lo en aquellos animales cuya concentracion de
corticosterona estaba elevada vs. la de su control que fueron los de SM (no se
midid en los de ML), utilizando un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

(ELISA) con un kit comercial (Enzo® Life Sciences). Limite de deteccion 3.39
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pg/ml, coeficientes de variacion intraensayo-interensayo 106 % y 85 %

respectivamente.

DISECCION DEL CEREBRO

La diseccion de las regiones cerebrales se realizé de forma manual con cerebros

congelados sobre una caja de petri llena de hielo seco pulverizado; siguiendo las
coordenadas de cerebro de rata segun el atlas de Paxinos y Watson (110).

Se realiz6 un corte coronal para NPV y amigdala desde Bregma -1.08 hasta -3.24
mm antero-posterior y se identifico el tercer ventriculo localizado a 8 mm dorso-
ventral, se extrajo el NPV con un sacabocados de 1 mm de didmetro y se
realizaron cortes laterales de 4 a 2 mm de la linea media y de 7 a 9 mm dorso-
ventral para la obtencion de las amigdalas de los 2 hemisferios.

Para disecar el hipocampo se realizé otro corte coronal desde Bregma -3.72 a -

5.16 mm antero-posterior y se extrajo el hipocampo dorsal y ventral con un bisturi.

TRANSCRIPCION REVERSA Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(RT-PCR)

Para la determinacién de la expresién genética, se llevo a cabo la extracciéon del

ARN total de las regiones de interés por el método de Chomczynski-Sacchi (111).

Se homogenizaron las muestras por ultrasonido (vibra cell VC-130) en 100 pl de
solucién D (tiocinato de guanidina 4 M, citrato de sodio pH7 25 mM, sarcosil 0.5
%, B-mercaptoetanol 0.1 M) para el NPV, 500 pl para la amigdala, y 750 pl para el
hipocampo de un solo hemisferio.

Una vez homogeneizado el tejido, se agregaron 100, 500 y 750 pl de Fenol
saturado con H;O/ dietil pirocarbonato (DEPC 0.1 %); 10, 50 y 75 ul de acetato de
sodio 2 M pH 4 y 30, 150 y 225 ul de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 a NPV,
amigdala e hipocampo respectivamente y la mezcla se agité con vortex (Daigger
Genie 2).
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Se dejaron 15 minutos en hielo previo a su centrifugacion durante 20 minutos a
4°Cy 10,000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810 R).

Se recuperé la fase acuosa de cada muestra a la que se afiadié 100, 500 y 750 pl
de isopropanol a NPV, amigdala e hipocampo respectivamente, se mezcld con

vortex y se dejo reposar a -20° C durante 24 horas.

Posteriormente las muestras se centrifugaron a 13 800 rpm a 4°C durante 30 min.
Se decanto el contenido y se afiadié 100, 500 y 750 ul de etanol al 75 % a NPV,
amigdala e hipocampo respectivamente, se mezclé y centrifugé a 13 800 rpm a
4°C por 12 minutos, se decanto el contenido y se repitié el procedimiento 2 veces
mas. Se decantd el etanol del ultimo lavado y los tubos se secaron en un

concentrador bajo vacio (Eppendorf Vacufuge) durante 5 min.

Para realizar la lectura de las muestras, el sedimento del NPV fue resuspendido
en 10 pl de H,O/DEPC, la amigdala en 30 pl y el hipocampo en 50 pl.

Se obtuvo la densidad o6ptica con un fotbmetro (Eppendorf Bio-photometer) a 230
nm para medir la cantidad de sales, a 260 nm para medir la cantidad de RNA y a
280 nm para medir la cantidad de proteinas. Las muestras que no tuvieron una
relacion mayor a 1.5 de la densidad o6ptica (D.O.) entre 260/230 y 260/280, se

descartaron.

Se determind la calidad de la extraccion por medio de electroforesis con un gel de
agarosa al 1.5 % determinando la integridad de la subunidades 28S y 18S del
ARNI; la relacion de la densidad de las dos bandas debe ser mayor a 1.5, de lo

contrario, las muestras se descartan.

Transcripcion de ARN total a ADNc

Las muestras (1.5 pg de ARN en 12 ul de H,O/DEPC); se desnaturalizaron
calentandolas en bafio maria a 65°C por 5 minutos; posteriormente se agrego la
mezcla de transcripcién (8.9 pl de H,O/DEPC, 6 ul de Buffer [Tris-HCI pH 7.5, 20
mM; 100 mM NacCl; 0.1 mM EDTA; 1 mM DTT; 0.01% NP-40; 50% glicerol] 3 ul de
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DTT (0.1 M), 0.6 pl de desoxinucleotidos de trifosfato (ANTP’s 100 mM), 1 ul de
poliT (0.5 pg/pl) y 0.5 pl de M-MLV transcriptasa reversa 200 U/ul). La mezcla se

incub6 2 horas a 37° C.

Mezcla para la realizacion de PCR

Se utilizaron 4 pl de ADNc/muestra, 35 pl de H,O/DEPC, 5 ul de Buffer [KCI 500
mM; Tris-HCI pH 8.3 100 mM; gelatina 100 pg/ml; 1% tritdbn X-100; 1.5 mg/ml
BSA], 2.5 ul de MgCl, (30 mM), 1 pl de dNTP’s, 0.5 pl de Taq polimerasa (5 U/ul),
1 pl de oligo sentido y 1 pl de oligo antisentido (25 pmol/ul cada uno) para cada

gen de interés.

Se utilizé un termociclador (Eppendorf Mastercycler gradient) con las siguientes
temperaturas y tiempos:

1°:94 °C 1 minuto

2°:64 °C (para CRH-R2, GR, ciclofilina), 63 °C (para CRH) 6 55 °C (para CRH-R1)
1 minuto

3°:72 °C 1 minuto 15 segundos

Al final: 72 °C 15 minutos

Se utiliz6 como gen control el de la ciclofilina por su expresién constitutiva.

Se obtuvieron las condiciones 6ptimas en cuanto a cantidad de ciclos para cada
gen y para cada region [Figura 3] y se seleccion6 aquél numero de ciclos donde

se encontrara una relacioén lineal con la D.O.
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FIGURA 3: Optimizacion de ciclos para PCR.
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Figura 3: Se muestran el nimero de ciclos de PCR con respecto a la densidad 6ptica obtenida para cada gen,
en cada regién de interés.
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NUmero de ciclos de PCR:

NPV AM|’G DALA HIPOCAMPO Peso molecular del producto
(Pares de bases)
CRH 28 29 30 350
CRH-R1 30 31 32 242
CRH-R2 30 - - 489
GR 27 30 29 692
CYC 21 21 21 259

Los productos de la PCR se separaron utilizando electroforesis en gel de agarosa
al 2 % y se tifleron con bromuro de etidio (0.25 %) para medir la D.O. por medio
del software Advanced American Biotech Imaging.

Los resultados se obtuvieron dividiendo la D.O. del gen de interés entre la de

ciclofilina.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de peso y consumo de alimento de las madres y las crias durante

la lactancia o hasta la adultez fueron estudiados por analisis de varianza (ANOVA)
de 2 vias (tiempo-tipo de estrés). El peso de la glandula adrenal, la concentracion
de corticosterona y vasopresina seéricas asi como la expresion génica fueron
analizados por ANOVA de 1 via (Tipo de estrés). Cuando el andlisis de varianza
arrojo un valor de p<0.05, se realiz6 una prueba post-hoc de Fisher para
identificar entre qué grupos existio diferencia significativa. Se utiliz6 el software
Stat View, SAS Institute.
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RESULTADOS
MADRES

En ambos paradigmas de estrés las madres presentaron incrementos en el peso
de la glandula adrenal de 24% en SM y 27% en ML comparados con el grupo sin

estrés, lo que indicoé que estuvieron sujetas a estrés cronico (Gréfica 1).

Pesode la glandula adrenal de las
04 madres

0.35 * *
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0.05

a

CONTROL ML

* p<0.05 vs Control

Gréfica 1
Los resultados se expresan como gramos/kg de peso corporal. Se representa la media y el error
estandar (xEEM). Analisis ANOVA de 1 via Tipo de estrés: F(15=4.03 p<0.05. Se utiliz6 la prueba
post-hoc de Fisher, diferencias significativas cuando p<0.05. (Control n=12, SM n=6, ML n=6).

El incremento en el peso adrenal, no llevé a las madres de ML a presentar
aumento en la concentracion de corticosterona sérica, lo cual si se observo en las
madres con SM que tuvieron 97% de incremento en la corticosterona circulante vs
controles (100%) y 149% vs ML (Gréfica 2).

o Corticosterona sérica madres
600
S00
E
..5 400
300
200
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a
COMTROL EM ML
**p<0.01vs Control  ##p<0.01vs ML
Gréfica 2

Los resultados se expresan como ng/ml de suero. Se representa la media tEEM. Analisis ANOVA
de 1 via Tipo de estrés: F(,11)=9.65 p<0.001.Diferencias significativas cuando p<0.05. (Control n=12,
SM n=6, ML n=6).

26



Al analizar los videos de conducta materna no se observo ningun cambio en el
tiempo que las madres ML dejan a las crias solas, se acicalan cerca de la camada
ni cuando llevan a cabo conductas como lactar con y sin la espalda arqueada. Sin
embargo, dejaron en promedio mas crias fuera de la zona de cuidado y disminuyo
en un 60% el tiempo que pasaron acicalando a sus crias, lo que indica un cuidado

materno erratico (Gréficas 3y 4).
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Gréfica 3
Los resultados se expresan como minutos realizando la conducta. Se representa la media tEEM.
Se utilizé la prueba t de student para grupos, diferencias significativas cuando p<0.05. (Control n=6,
ML n=6).
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Gréfica 4
Los resultados se expresan como el nimero de crias fuera del area de cuidado Se representa la
media tEEM. Se utiliz6 la prueba t de student para grupos, diferencias significativas cuando
p<0.05. (Control n=6, ML n=6).

27



En el cuidado materno de animales con estrés post-natal por SM se presento
incremento en las conductas relacionadas con mayor cuidado durante los 15
minutos posteriores a la reunidon con sus crias comparado con los mismos
comportamientos de madres control al ser separadas s6lo 5 minutos (Gréaficas 5y
6). Hubo incrementos de 140% y 160% del tiempo que pasaron lactando y
acicalando a sus crias respectivamente y disminucién de 190% en el tiempo que
se acical6 a si mismay de 50% en el tiempo que las dejo solas.

Cuidado materno madres SM
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**p<0.01vs Control ***p<0.001vs Control

Gréfica 5
Los resultados se expresan como minutos realizando la conducta. Se representa la media tEEM.
Se utilizé la prueba t de student para grupos, diferencias significativas cuando p<0.05. (Control n=6,
ML n=6).
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Gréfica 6
Los resultados se expresan como o el numero de crias fuera del area de cuidado. Se representa la
media +tEEM. Se utilizé la prueba t de student para grupos, diferencias significativas cuando p<0.05.
(Control n=6, ML n=6).
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CRIAS AL DESTETE

El peso corporal de las crias con ML disminuy6 en 17% al dia 21 post-natal contra

su grupo control y no se observaron cambios en los de SM (Gréaficas 7 y 8).
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Gréficas 7y 8
Los resultados se expresan como gramos de peso corporal ganados con respecto al peso al dia 3. Se representa la
media tEEM. Analisis prueba t de student, diferencias significativas cuando p<0.05. (Control n=15,ML n=16, SM

n=18).

A diferencia de lo que se observo en las madres, las crias con SM presentaron

hipertrofia de la glandula adrenal (32% y 17%) con respecto al grupo control y ML

respectivamente; mientras que en las crias con ML no cambié comparada con el

grupo sin estrés (Gréfica 9).
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Pesode la glandula adrenal al destete

Gréfica 9

Los resultados se expresan como gramos/kg de peso corporal. Se representa la media zEEM.
Analisis ANOVA de 1 via Tipo de estrés: F(,;=9.86 p<0.001. Diferencias significativas cuando

p<0.05. (Control n=21, SM n=7, ML n=4).
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De igual forma, el grupo SM presenté un incremento del 99% en la concentracion
de corticosterona sérica comparando con el grupo control y de 142% contra los
animales con ML que no presentaron cambio contra los controles (Gréafica 10).
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Grafica 10

Los resultados se expresan como ng/ml de suero. Se representa la media y el error estandar (:tEEM). Analisis
ANOVA de 1 via Tipo de estrés: F(7=66.17 p<0.0001. Diferencias significativas cuando p<0.05. (Control
n=4, SM n=4, ML n=4).

En la determinacion de los ARNm de CRH, sus receptores CRH-R1, CRH-R2 y de
glucocorticoides en el NPV de animales con SM sacrificados al destete se observo
un incremento en la expresion de CRH-R2 y una disminucién en la de GR
comparado con los controles y los de ML. Las crias con ML presentaron expresion
disminuida de CRH vs controles, mientras que ningun paradigma modificé la de
CRH-R1 (Gréfica 11).

Expresion génica en NPV al destete
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Gréfica 11
Los resultados se expresan como ADNc del gen de interés/ADNc de ciclofilina en porcentaje con respecto al
grupo control. Se representa la media *EEM. Analisis ANOVA de 1 via para tipo de estrés CRH: F(27=3.79
p<0.05. CRH-R1: Fp14=1.7 p:0.22. CRH-R2: F(;,11)=6.07 p<0.05. GR: F(2,12=6.06 p<0.05. Diferencias
significativas cuando p<0.05. (Control n=4, SM n=4, ML n=4).

30



En la amigdala de animales SM recién destetados se observé un incremento en el
ARNmM de CRH-R1 vs controles y ML. En los de ML, no hubo cambios vs controles
(Gréfica 12).
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Gréfica 12
Los resultados se expresan como ADNc del gen de interés/ADNc de ciclofilina en porcentaje con respecto al
grupo control. Se representa la media tEEM. Andlisis ANOVA de 1 via para tipo de estrés CRH: F(2=0.16
p:0.86. CRH-R1: F(2,14=1.7 p:0.22. GR: F(2,12=6.06 p<0.05. Diferencias significativas cuando p<0.05. (Control
n=4, SM n=4, ML n=4).

En el hipocampo de animales ML recién destetados se observo un incremento en
la expresién del CRH-R1; en cambio en animales SM, encontramos inhibida la
expresion del CRH-R1 y del GR comparada con la de su control y del CRH-R1

también contra ML (Grafica 13).
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Grafica 13

Los resultados se expresan como ADNc del gen de interés/ADNc de ciclofilina en porcentaje con respecto al
grupo control. Se representa la media tEEM. Analisis ANOVA de 1 via para tipo de estrés CRH-R1:
F7=20.67 p<0.01. GR: F(2,6=3.69 p<0.05. Diferencias significativas cuando p<0.05. (Control n=4, SM n=4,
ML n=4).
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TABLA 1: Resumen de resultados al destete

Variable SM ML
Peso corporal = J
Peso adrenal 0 =
Corticosterona sérica 0 =
NPV ARNm de CRH = 5
NPV ARNmM de CRH-R1 = =
NPV ARNmM de CRH-R2 0 =
NPV ARNmM de GR J =
Amigdala ARNmM de CRH = =
Amigdala ARNmM de CRH-R1 1 =
Amigdala ARNm de GR = =
Hipocampo ARNmM de CRH = =
Hipocampo | ARNmM de CRH-R1 J 1
Hipocampo ARNmM de GR J =

Sin cambio (=), aumento (1) o disminucién () vs Control.
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ADULTOS

Los animales adultos que estuvieron sujetos tanto a SM como a ML mostraron un
incremento en su consumo de alimento (SM 10%, ML18%) y en la ganancia de su
peso corporal del destete a la adultez comparado con sus respectivos grupos
control (SM 14% ML 11%)(Graficas 14-17).
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Graficas 14, 15,16 y 17
Los resultados se expresan como gramos de alimento consumido en promedio (14 y 15) y gramos de peso corporal
ganados con respecto al peso al destete (16 y 17). Se representa la media tEEM. Analisis por prueba t de student,
diferencias significativas cuando p<0.05. (Control n=24,ML n=12, SM n=12).
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El dnico grupo de animales que en la adultez presentd un incremento de 36% y
58% en el tiempo de inmovilidad al realizar la prueba de nado forzado, fue el grupo

de SM comparado con el control y el de ML (Grafica 18).
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Gréfica 18
Los resultados se expresan como frecuencia de conducta (periodos de 5 segundos). Se representa
la media +tEEM. ANOVA de 1 via inmovilidad tipo de estrés: F(47=3.96 p<0.05. Diferencias
significativas cuando p<0.05. (Control n=16, ML n=8, SM n=8).

La realizacion de la prueba de nado en los animales control incrementd su
concentracion de corticosterona sérica 246% vs. aquéllos que no nadaron; el
grupo de animales ML al pasar por la prueba la incrementaron en un 440% vs. la
del estado basal. En el caso del grupo SM, la concentracion basal (antes del
nado) ya se encontraba incrementada un 75% vs. la del grupo sin estrés, pero la
realizacion de la prueba fue incapaz de elevar aun mas la concentraciéon de
corticosterona, condicién que evidencié los efectos del estrés crénico en ese

grupo (Gréfica 19).

34



. o=
1400 Corticosteronasérica
****####
1200
ek
1000 I
— ES
£ =00 B * i+
=
=
600
400
N i
0
Control Control Nado S 5M Nado ML ML Nado
*p=0.05vs Control  ***:p<0.001 vs Contral ****:p=0.0001 vs Cantrol && p<0.01vs Control Mado
##p<0.001 v ML ++P<0.01 vs WML nado ##&4:p<0.0001 vs WL

Grafica 19
Los resultados se expresan como ng/ml de suero. Se representa la media tEEM. ANOVA de 1
via tipo de estrés Grupos: Fi21)=13.57 p<0.0001. Diferencias significativas cuando p<0.05.
(Control n=5, Control Nado n=5, SM n=5, SM Nado n=5, ML n=5, ML Nado n=5).

La prueba de nado forzado no increment6 la concentracién de vasopresina en el
grupo control o SM al comparar con los respectivos grupos que no nadaron. En
cambio, la concentracion de la hormona en los grupos con SM incremento
significativamente a 280% al comparar con los del grupo control. No se realizo la
determinacién en el grupo ML porque sélo se espera un cambio en vasopresina

en aquellos animales con estrés cronico, que fueron los de SM (Grafica 20).
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Grafica 20
Los resultados se expresan como pg de vasopresina/ml de suero. Se representa la media tEEM.
ANOVA de 1 viatipo de estrés: F(10=8.17 p<0.01.Diferencias significativas cuando p<0.05. (Control
n=5, Control Nado n=5, SM n=5, SM Nado n=5).
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La prueba de nado provoco en el grupo control que la expresion de ARNm de la
CRH del NPV se incrementara vs. la del grupo que no nadé y que disminuyera la
expresion de GR. Aunque la expresion de la CRH en el grupo de ML no cambio al
compararla contra los animales que no nadaron, si incremento con respecto al
control basal y de la misma forma que el control, la expresion de GR disminuyo
con el nado.

En los animales SM el nado provocé que la sintesis de la CRH disminuyera vs el
grupo SM sin nado, que tuvo mayor expresion del péptido que el grupo control y el
de ML sin nado; en cuanto a la expresion de los receptores CRH-R1 y CRH-R2 de
esta region, Unicamente se modificaron con el estrés por SM, disminuyendo el
CRH-R1 e incrementando el CRH-R2; en ambos casos el nado en los animales

SM normalizé la sintesis de los receptores (Gréfica 21).
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Grafica 21
Los resultados se expresan como ADNc del gen de interés/ADNc de ciclofilina en % con
respecto al grupo control. Se representa la media +EEM. Analisis ANOVA de 1 via tipo de estrés
CRH: F(5,32):43 p<001 CRH-R1: F(5’32)2098 p045 CRH-R2: F(5V15):624 p<00001 GR:
F@,33=7.1 p<0.001. Diferencias significativas cuando p<0.05.(Control n=4,Control Nado n=4, SM
n=4, SM Nado n=4, ML n=4, ML Nado n=4).
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El paso por la prueba incrementé el contenido de ARNm del CRH-R1 en la
amigdala del grupo control; mientras que lo normalizé6 en el de SM (que estaba
elevada antes de la prueba comparada tanto con el grupo control como ML sin
nado). El grupo con ML sin nado presentd menor expresion de la CRH en la
amigdala vs el grupo control sin nado y la prueba disminuyé mas esa expresion, asi

como la del GR; lo que no se presentd en el grupo con SM y nado (Grafica 22).
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Gréfica 22
Los resultados se expresan como ADNc del gen de interés/ADNc de ciclofilina en % con respecto al

grupo control. Se representa la media tEEM. Andlisis ANOVA de 1 via Tipo de estrés CRH:
Fi13=5.31 p<0.01. CRH-R1: F14=21.68 p<0.0001. GR: Fsi3=4.1 p<0.05. Diferencias
significativas cuando p<0.05. (Control n=4, Control Nado n=4, SM n=4, SM Nado n=4, ML n=4, ML
Nado n=4).
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En el hipocampo, la expresion de la CRH no se modificé en ninguna de las
condiciones de estrés.

La naturaleza del estrés post-natal cambi6 diferencialmente la expresion del CRH-
R1 en esta region: en el grupo con SM, disminuyé comparado con el grupo control
y ML, normalizandose con el nado; mientras que en el grupo de ML, aumenté y
con el nado disminuy6 vs. ML sin nado, el control y el grupo de SM con nado.
Asimismo, la sintesis del GR fue incrementada s6lo en SM vs. el control,

normalizandose con el nado (Grafica 23).

Expresion génica en hipocampo de adultos
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Gréfica 23
Los resultados se expresan como ADNc del gen de interés/ADNc de ciclofilina en % con respecto al

grupo control. Se representa la media tEEM. Andlisis ANOVA de 1 via Tipo de estrés CRH:
Fi5.14=0.6 p:0.7. CRH-R1: F11=9.13 p<0.001. GR: F13=2.6 p<0.05. Diferencias significativas
cuando p<0.05. (Control n=4, Control Nado n=4, SM n=4, SM Nado n=4, ML n=4, ML Nado n=4).
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TABLA 2: Resumen de resultados de animales adultos

Variable Control | SM| SM | ML | ML
nado nado nado

Consumo de alimento T T

Peso corporal T =
Conducta depresiva 0 =
Corticosterona sérica T T l = =

Vasopresina sérica = T T

NPV CRH 1 r 1 = | = | =
NPV CRH-R1 = J = = =
NPV CRH-R2 = r 1 = | = | =
NPV GR ! =+ [ = | =
Amigdala CRH = = = J J
Amigdala CRH-R1 ) 0 = = \2
Amigdala GR = = = = 2
Hipocampo CRH = = = = =
Hipocampo CRH-R1 = V=11 1
Hipocampo GR = T = = =

Sin cambio (=), aumento (1) o disminucién () vs Control.
Sin cambio (=), aumento (T) o disminucién () vs Control Nado.

39




DISCUSION

Existe un fuerte vinculo entre la susceptibilidad a padecer un trastorno psiquiatrico
como la depresion en la adultez y el estrés sufrido en la nifiez por situaciones
como abuso o descuido (86;90). Esto determina la importancia del estudio de
dicha asociacion para contribuir a identificar algunos de los mecanismos
involucrados.

Debido a que el periodo de vida de la rata es mucho mas corto que el del humano,
el uso de modelos de estrés post-natal en animales de laboratorio puede reflejar
situaciones de estrés en la infancia temprana de humanos.

El presente trabajo busca comparar el efecto de 2 modelos animales de estrés
cronico en la etapa post-natal sobre la respuesta del eje adrenal ante un nuevo
estimulo adverso y relacionarlo con alteraciones en la via de CRH del sistema

limbico y con cambios en la conducta depresiva y alimentaria.

Comparando 2 modelos de estrés; ML en el cual no se habia estudiado
previamente la conducta depresiva y SM en donde se ha reportado que si se
presenta (79), se trat6 de identificar una posible relacion entre esta conducta y una
expresion génica alterada de la CRH, los GR y el CRH-R1 en el NPV, la amigdala
y el hipocampo. Asi mismo, puesto que tanto el estrés como la depresion en
adultos afectan el apetito en ambos sentidos (96;100;112) se examind si existe
una relacion entre los cambios en el consumo de alimento y peso corporal en
ambos modelos, y alteraciones en la expresion del CRH-R2 del NPV, cuya funcién

esta vinculada a la inhibicion del consumo de alimento por el péptido CRH (48).

MADRES

Aunque en ambos modelos se observaron alteraciones en el cuidado materno; la
SM provocO que las madres incrementaran el tiempo de conductas como
acicalamiento y tiempo de lactancia después de regresarlas a la caja.

En estudios previos se reporta mayor cuidado materno las 4 h siguientes a su
reunion con las crias, como un mecanismo compensatorio al tiempo que no

estuvieron juntas, sin modificar el tiempo total de cuidado entre las madres que se
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sometieron a SM y las controles (113); no obstante, estd demostrado que los
periodos de ausencia de la madre si provocan una activacién del eje adrenal en
las crias (114).

En cuanto al efecto del estrés por ML, lo reportado es la disminucién en el tiempo
de conductas como lactancia con la espalda arqueada e incremento en el tiempo
que la madre deja solas a las crias (66;82). A pesar de que en este estudio no se
observaron alteraciones en dichas conductas, un mayor numero de crias fueron
dejadas fuera de la zona de cuidado por la madre y ésta pas6 menos tiempo
acicalando a la camada comparada con las madres control. La interpretacion es
de mayor descuido y cuidado erratico por parte de la madre por las condiciones
del entorno a las que estuvo sometida.

En ambos modelos se evidencio el efecto del estrés. Por la separacion de sus
crias las madres con SM tuvieron aumento en la concentracion sérica de
corticosterona e hipertrofia de la glandula adrenal y las de ML también presentaron
hipertrofia de la glandula adrenal que ya se ha descrito en las madres sometidas al
modelo de ML desde el dia post-natal 9, acompafiada de un incremento de
corticosterona en suero (82). Dado que en el presente estudio la determinacion de
la concentracién de corticosterona y del peso adrenal fue realizada el dia 21 post-
natal, es posible que debido a esto no se observara el incremento de
corticosterona, mientras que la hipertrofia de la glandula adrenal no es reversible
(115), razéon por la cual este parametro provocado en la semana de estrés

prevalecio.

Asi, se puede establecer que ambos modelos provocaron estrés en las madres y

era posible esperar la activacion del eje adrenal en las crias (114).
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CRIAS AL DESTETE

Al analizar los cambios en el peso corporal derivados del estrés post-natal, se
observo que la SM no modificé la ganancia de peso corporal durante la lactancia
contrario al incremento reportado por Ryu et. al en 2008 (106). Sin embargo, se ha
descrito que el paradigma de SM disminuye el peso corporal al destete cuando se
aplica del dia 2 al 14 post-natal por 4 horas (116) o por 3 horas pero durante los
21 dias del periodo de lactancia (117).

Lo anterior parece indicar que la disminucion en el peso corporal en estos 2
trabajos se debe a mayor tiempo de SM, lo que disminuye la disponibilidad de
alimento de las crias y las conduce a una menor ganancia de peso. El incremento
en la conducta de lactancia de las madres sometidas a SM al regresarlas con sus
crias pareci6 normalizar el consumo de leche y de esta forma no se observo
diferencia en el peso corporal al destete de crias con SM comparado con los
controles.

Sin embargo, los pardmetros de estrés no se normalizaron con el cuidado de la
madre, ya que de acuerdo a lo reportado aunque el tiempo o frecuencia total de
cada parametro de cuidado no cambia en SM (113), el patron de conducta
secuencial de la madre si se altera (94) generando incrementos en la
concentracion de corticosterona sérica (114). Asi, el incremento del peso adrenal y
de la corticosterona sérica de las crias, indicé que los animales con SM estuvieron
estresados al destete. Esto es importante porque la lactancia es un periodo
sensible para el desarrollo de la respuesta normal del eje HPA en los adultos
(118).

En cuanto a la expresién génica en el NPV de los animales con SM, se observo
una regulacion normal de la retroalimentacion negativa del eje HPA puesto que la
expresion del GR disminuyo en respuesta al incremento de corticosterona (119);
ademas, la expresion de la CRH fue igual a la del grupo control, lo que apoya la
funcionalidad normal del eje a esta edad.

No obstante, la expresion génica del CRH-R2 en el NPV se increment6

comparada con los controles. Nuestros datos no sugieren que el cambio en la
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expresion fuera debido a un contenido incrementado de la CRH en este ndcleo,
puesto que otros han mostrado que la inyeccion i.c.v. de la CRH no modifica la
expresion del CRH-R2 en NPV (120). El posible efecto de los GC también es
controversial puesto que el promotor del gen del CRH-R2 tiene elementos de
respuesta al GR (121;122) pero ni la inyeccion de corticosterona, ni la
adrenalectomia parecen aumentar su sintesis en el NPV(47).

Por lo tanto la activacion de la expresion de este receptor pudo resultar de un
proceso activo de desensibilizacion por la unién continua de la UCN-2, que por su
mayor afinidad, parece ser el ligando especifico para el CRH-R2 (35). Aunque no
se conoce completamente el funcionamiento de este péptido, es sintetizado en el
mismo NPV (52) y liberado con el estrés agudo de inmovilidad (55) por lo que
podria ser un candidato responsable a la modificacién de la sintesis del CRH-R2
observada.

La activacion constante del receptor incrementa el contenido intracelular de AMPc,
con la posterior estimulaciéon de la actividad de la PKA (123), quien puede
fosforilar a los receptores desensibilizandolos (35). Esto es importante porque el
incremento en el contenido del ARNm de receptores unidos a proteinas G esta
relacionado con menor capacidad de unién a su ligando, tal como se ha descrito
para el receptor de neurotensina {Souaze, 1997 155, por un proceso de
desensibilizacion que involucra la internalizacion del receptor /id;de Gortari, 2009
67 /id}; ademas, dado que la region promotora del gen del CRH-R2 tiene un sitio
para CREB fosforilado, el aumento en la actividad de la PKA puede fosforilar
también a CREB permitiendo su union al promotor y estimulando de esta forma la
expresion del gen del CRH-R2(124).

La activaciéon del CRH-R2 por la UCN-2 y la UCN-3 induce el incremento del
contenido del RNAm de c-fos, de la CRH y de la vasopresina en neuronas
parvocelulares del NPV, con un consecuente incremento en la concentracion de la
ACTH y la de corticosterona séricas (125).

El analisis del contenido de proteina CRH-R2 y de la unién a su ligando (UCN-2)

proveeria informacion acerca de la funcionalidad del receptor y de la posible
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participacion de la UCN-2 en la desensibilizacion e incremento en la expresion del
CRH-R2 en el NPV.

Cuando se compararon los cambios observados entre las crias al destete de los 2
paradigmas, observamos que las crias con ML presentaron disminucién en el
peso corporal al dia 21 lo que ya se habia reportado previamente pero en el dia 9
(81;126). Esto pudo deberse, a que las crias que quedaron fuera de la zona de
cuidado no tuvieron la misma oportunidad de lactar y la desnutricion en este
periodo no se revirtid el dia del destete sino hasta periodos posteriores como se
ha observado en otros trabajos (127). No obstante, ni la concentracion de
corticosterona sérica ni el peso de la glandula adrenal se incrementaron al destete
aunque estos parametros aumentan el dia 9 post-natal (126); esto indica que el
eje HPA se normaliz6 en los animales con ML y que funcioné de manera similar al
del control el dia 21 post-natal.

A diferencia de los animales con SM, en el grupo de ML la sintesis del CRH-R2 en
el NPV no se modificd al destete, en tanto que la de la CRH disminuy6. Esta
expresion a la baja se ha observado desde el dia 9 aunque en este periodo se
acompafa con incremento de corticosterona sérica y disminucion en la expresion
del GR en el NPV (126), lo que no se observa al dia 21, por lo que otro factor
parece favorecer la inhibicién en la sintesis de la CRH del NPV. En este sentido,
se ha propuesto a la hiperactivacion del CRH-R1 del hipocampo como
responsable (104) porque genera liberacion de glutamato (128;129) hacia
neuronas GABAérgicas de los nucleos basales de la stria terminalis cuyas
proyecciones a neuronas CRHérgicas del NPV inhiben la sintesis de la hormona
(24). En el presente trabajo la expresion del CRH-R1 del hipocampo resultd
incrementada lo que favoreceria su participacién en la inhibicién de la sintesis de
la CRH del NPV.

Los cambios observados en la via de la CRH del sistema limbico también fueron
diferentes dependiendo del modelo de estrés utilizado. En los animales con ML la
amigdala, que tiene proyecciones al NPV no mostré cambios, mientras que en los

de SM hubo expresion a la alta de CRH-R1 que se ha relacionado con
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comportamiento ansioso en animales adultos sometidos a estrés cronico
incluyendo el pre-natal (130;131) asi como en la abstinencia de animales con
dependencia al alcohol y a cocaina (que estan mas ansiosos que en condiciones
basales) (132;133) en los que se ha reportado un incremento en la expresion de
CRH-R1 en la amigdala, que se relaciona con mayor activacion del receptor. Un
posible efector del aumento de CRH-R1 es el glutamato, ya que la estimulacion
de la via glutamatérgica de la amigdala por estrés, induce mayor expresion del
receptor asociado a conductas ansiosas (133); esto pudo ocurrir en los animales
con SM.

De manera opuesta, en el hipocampo de los animales expuestos a SM disminuyo
la expresion del CRH-R1 y como se menciond anteriormente incremento en los
animales con ML.

Aungue la expresion de la CRH no se modifico en el hipocampo bajo ningun
paradigma de estrés, el contenido de la hormona no se determiné y la inhibicion
en la expresion del CRH-R1 hipocampal, se propone como un mecanismo
neuroprotector a los efectos excito-toxicos de la CRH cuando se presenta estrés
psicosocial en adultos (66) acompafiado de disminucién en el numero de
receptores (134), similar a lo observado en SM; esto podria derivar del incremento
en la concentracion de GC (135) puesto que el promotor de CRH-R1 tiene
secuencias consenso para la unién del GR (GRE) (35).

Por otro lado, si dicha inhibicién no estuvo presentandose, la hiperactivacion del
receptor CRH-R1 se ha asociado a alteraciones en la memoria y aprendizaje
observadas en el modelo de ML (84) puesto que la administracion de un
antagonista a este receptor (NBI 30775) del dia 10 al 17 revierte dichas
alteraciones aun en la adultez (136). No podemos definir cual fue el mecanismo o
el factor involucrado en el cambio de expresion del CRH-R1, podria ser por una
excesiva liberacién de la CRH del hipocampo la cual, actia localmente en la
remodelacion dendritica (29). Por lo tanto la determinacion del contenido de la
CRH vy la union de los receptores CRH-R1 hipocampales en los 2 modelos
facilitaria la interpretacion de dichos cambios en la expresion génica de la via

CRHérgica del hipocampo de los animales al destete.
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El GR del hipocampo, cuya activacion también forma parte de la retroalimentacion
negativa del eje HPA disminuy6 su expresion en el grupo con SM y permanecio
similar al control en los de ML, probablemente como respuesta al contenido
diferencial de corticosterona sérica entre los dos grupos con estrés (119)

incrementada Unicamente en SM.

Por lo anterior podemos resumir que aunque ambos modelos de estrés post-natal
provocaron cambios en la via de la CRH al destete, éstos fueron diferenciales
dependiendo del paradigma utilizado: EI de SM provoco activacion del eje adrenal
sin alterar la retroalimentacion negativa provocando inhibicion de la sintesis del
GR y la CRH del hipotalamo y el sistema limbico, aunque los sujetos sometidos a
este paradigma podrian presentar ansiedad derivada de los cambios en los CRH-
R1 de la amigdala y alteraciones en el consumo de alimento derivadas del
incremento en la expresion del CRH-R2 del NPV. En cambio, el modelo de ML
provoco disminucion del peso corporal e inhibicion de la sintesis de la CRH en el
NPV hipotalamico, probablemente relacionada con activacion en la

retroalimentacion negativa del hipocampo por la estimulacién del CRH-R1.
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ADULTEZ

Inicialmente analizamos los cambios que sufre el eje HPA y la expresion de la
CRH, sus receptores y el de GC en la respuesta al estrés agudo por nado forzado
en el grupo control, en donde se observaron: el incremento esperado en la
concentracion de corticosterona sérica, con la consecuente disminucion en la
expresion del GR en el NPV al estar incrementado su ligando (119) y el
incremento en la sintesis de la CRH en el NPV lo cual puede representar un
mecanismo compensatorio a la liberacion del péptido (137). Es decir, el sacrificio
de los animales fue temporalmente anterior a que fuera efectiva la
retroalimentacion negativa de la corticosterona sobre la CRH.

A pesar de que el estrés agudo eleva la liberacion de la vasopresina en el
hipotalamo, no es efectivo para incrementar su concentracion sérica (138). Esto
explica por qué los animales sometidos a nado no tuvieron aumentados los niveles
de vasopresina en sangre.

La prueba de nado forzado no modificé la expresion de los receptores a la CRH en
el NPV. La administracién de la CRH i.c.v. incrementa la expresion del CRH-R1
(120), mientras que los GC la inhiben (135), juntos pudieron haber anulado su
efecto en el NPV similar a lo observado en animales sometidos a estrés agudo por
inmovilidad (135).

La expresion del CRH-R2 del NPV tampoco se modifica por la CRH i.c.v. o
corticosterona (120;135), lo que concuerda con nuestros resultados.

En la amigdala, la sintesis de la CRH o la del GR no cambi6 en animales control
sometidos al nado; esto es similar a otros reportes que describen que el estrés
agudo incrementa la liberacién de la CRH pero no su expresion en esta region
(21;139;140); ademas, se conoce que la expresion del GR en la amigdala
disminuye con la administracion de corticosterona cronica (141) e incrementa con
una exposicion prolongada a estrés severo (142) pero no se sabe como se
modifica con un estrés moderado como el nado forzado.

La expresion del CRH-R1 que aument6 en la amigdala de los animales control con
nado, pudo deberse a la estimulacion por el factor de transcripcion nuclear NF-kB

(143), cuya actividad se incrementa en la amigdala (y no en el hipocampo) de
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animales ante situaciones de miedo condicionado (144). El promotor del gen del
CRH-R1 tiene tres secuencias consenso para NF-kB (143), por lo que aunque es
especulativo, las dos sesiones de nado pudieron estimularlo y afectar la expresion
del CRH-R1 en la amigdala.

Similar a lo reportado por Drolet y Rivest (140), no se modifico la expresion de la
CRH ni del CRH-R1 del hipocampo, aun cuando se reporta aumento en la
liberacion del péptido lo que favorece cambios plasticos en el aprendizaje y la
adaptacion al estrés (29). La sintesis del GR tampoco cambid, en contraste con la
disminucién descrita en animales con estrés agudo por inmovilidad (119). Aunque,
se sabe que la naturaleza del estrés es determinante para los cambios del GR
(145) y las dos sesiones de nado, el tiempo que duraron y la intensidad del estrés

difieren de los modelos de estrés por inmovilidad.

De los 2 paradigmas de estrés post-natal analizados se encontré que el de SM
provocO mas alteraciones en la expresion de los genes de interés y en la
concentracion sérica de hormonas en animales adultos; mientras que el de ML
modificé de manera patrticular la expresion génica en el sistema limbico de los

animales sometidos a la prueba de nado.

Estrés por SM

Situaciones de estrés en la infancia como abuso o la pérdida de un padre, se han
relacionado con el desarrollo de alteraciones psiquiatricas en la adultez, dentro de
las cuales se encuentran depresion, ansiedad, abuso de sustancias, trastornos de
personalidad y alimentarios (146;147). Para el estudio de los mecanismos
moleculares involucrados se ha utilizado el modelo de SM en roedores y se ha
observado que reproduce comportamientos depresivos (79), ansiosos (148) e
incluso hiperfagia en animales adultos (106).

La hiperfagia de los animales con SM se ha vinculado con respuestas atenuadas a
estimulos de recompensa por una estimulacién constante del eje adrenal (149);
gue también se presenta en pacientes con ansiedad y depresion (90). La

liberacion de la CRH vy la activacion de sus receptores en el sistema limbico se ha
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asociado con mayor liberaciéon de dopamina del nucleo accumbens (150), que
provoca la desensibilizacion de receptores D2 (151); de tal modo, que en estas
condiciones los animales carecen de la sefial de terminacion de una comida o de
estar saciados (149). Los dos receptores a la CRH se han asociado con los
efectos del péptido en la liberacion de dopamina(150), pero es al CRH-R2 al que
se ha vinculado con el efecto anorexigénico del mismo.

La estimulacion del CRH-R2 en el HVM se ha relacionado a hipofagia (35;45). En
el NPV no se ha establecido su funcion, pero la expresion de este receptor
permanecio incrementada en el NPV de las ratas adultas con SM (desde el
destete). Otros no encuentran cambio ni en la expresion ni en la union de la CRH
al CRH-R2 en el NPV de ratas adultas con SM (94), aunque la expresion,
determinada por hibridacion in situ es menos sensible que la de PCR punto final
utilizada aqui.

Como se habia mencionado previamente este aumento en la expresion del CRH-
R2 observado desde el destete, puede interpretarse como desensibilizacion
porque de manera inversa, ratas con anorexia que presentan menor sintesis del
receptor, comen un poco mas tras la inyeccibn en NPV de un antagonista
especifico de éste, por lo que la menor sintesis del receptor implicaria mayor
actividad del mismo (48) contrario a lo encontrado con la SM.

Se plantea que la desensibilizacion del CRH-R2 podria ser por la unién de la UCN-
2 que se sintetiza en el NPV respondiendo al estrés (55) y a la administracion de
GC (152) y es mas potente que la CRH inhibiendo la actividad del receptor tipo 2
(153). Es factible que el aumento en la sintesis del CRH-R2 con inhibicion en su
funcionalidad tuviera relacion con la hiperfagia de SM; que es lo opuesto a lo
observado en ratas con anorexia (48).

Lo anterior apoya la participacion de este receptor en el efecto anorexigénico de la
CRH no so6lo en el HVM (45) sino también en el NPV en donde la administracion
de la CRH también inhibe el consumo de alimento (154) y el receptor que se

expresa con mayor densidad en este nucleo hipotalamico es el CRH-R2 (123).
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La expresion del otro receptor (CRH-R1) disminuyo en el NPV de SM, lo que se ha
observado tanto por el estrés crénico (inmovilidad) (155), como por la
administracion de corticosterona por 14 dias (156). Esto sugiere que el modelo de
SM fue efectivo y pudo prolongar el estado estresado del animal hasta la adultez.
La inhibicion de la expresion del receptor por los GC en el NPV y en la pituitaria
forma parte de la regulacion negativa normal del eje (157).

Otros parametros de estrés cronico que encontramos en los animales con SM y
gue se habian reportado previamente, son el incremento en la expresion de la
CRH en el NPV (87) y mayor concentracion de corticosterona sérica basal (158),
evidenciando un bloqueo de la retroalimentacion negativa.

También se ha reportado incremento en el ARNm de la vasopresina en NPV y
aungue no se determiné la expresion de vasopresina, el grupo con SM present6
incremento en su concentracion sérica. Esto concuerda con el hecho de que el
estrés cronico incrementa la liberacion de vasopresina de las terminales nerviosas
de las neuronas parvocelulares del NPV a la circulacion portahipofisiaria (138) en
donde actua junto con la CRH estimulando la liberacién de la ACTH al unirse a su
receptor V1b en la pituitaria (159) manteniendo incrementada la actividad del eje
adrenal (138;160).

Puesto que los animales adultos con SM no presentaron disminuida expresion del
GR en el NPV como sucedi6 en el destete, es posible que exista un bloqueo de la

retroalimentacion negativa del eje HPA por GC a través del GR.

En la amigdala del grupo con SM se mantuvo incrementada la expresion del CRH-
R1 observada desde el destete. Como se menciono previamente esto se relaciona
con ansiedad de los animales (130;132) (131), conducta que se presenta en
adultos con SM cuando son sometidos a la prueba de laberinto elevado en cruz
(148).

El hipocampo de los animales con SM también mantuvo disminuida la sintesis del
CRH-R1 quiza como efecto del aumento en corticosterona (35;135); por lo que el

efecto de la SM sobre la expresion del CRH-R1 parecio region-especifico.
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El estrés cronico generalmente provoca disminucion de la sintesis del GR del
hipocampo (2); sin embargo, en los animales con SM la expresion del GR resulté
incrementada y aunque no se ha estudiado en adultos, la administracion de leptina
en neonatos incrementa la sintesis del GR en el giro dentado del hipocampo y en
el NPV (161). Como los animales con SM presentaron mayor ganancia de peso, es
factible suponer que tuvieran mayor concentracion sérica de leptina, la cual
favoreceria la sintesis del GR hipocampal y del NPV region en la que se encontrd
igual a la del grupo control aun cuando SM presenté incremento de corticosterona

gue deberia inhibir su expresion(119)

SM con nado

La prueba de nado forzado permite analizar e identificar el comportamiento tipo
depresivo en modelos animales (107) y representa un estimulo estresante agudo
(162); en donde se evidencian las adaptaciones que previamente se dieron con el
estrés cronico, ya que en ocasiones no se presenta la respuesta esperada del eje.
En animales adultos con SM que han sufrido modificaciones en el funcionamiento
del eje, aumenta la concentracion de la ACTH basal (antes de un nuevo estimulo
estresante) y se observa menor respuesta al estrés agudo por inmovilidad (148).
Algo similar ocurrié con el nado ya que en los animales con SM no se presentd
mayor concentracion de corticosterona o vasopresina séricas, y la expresion de la
CRH del NPV disminuy6 posterior al nado, al comparar estos pardmetros con los
de SM sin nado.

Esto podria resultar de la desensibilizacion del eje por las concentraciones
elevadas de GC y la alteracion de la retroalimentacion negativa por el GR
(148;163).

La conducta de SM en la prueba de nado fue interpretada como depresiva o de
desesperanza pues tuvo mayor frecuencia de inmovilidad que el grupo control
(107). Este tipo de conducta se ha relacionado con menor cantidad de la proteina
de los receptores a la CRH en la pituitaria por estrés cronico (164;165) y por estrés
psicosocial (134). De igual forma pacientes deprimidas presentan concentraciones

incrementadas de la CRH y la vasopresina en fluido cerebroespinal y una
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respuesta atenuada de la ACTH a la administracion de la CRH exdgena (166) lo
que indica una alteracion en la respuesta a un nuevo estreés.

La expresion del CRH-R1 aunque no difiere de la del control con nado, tampoco
es diferente de la de SM sin nado, que estuvo disminuida contra la del control.
Asi, no se puede describir un aumento en la sintesis del receptor por el nado en

SM, puesto que no difiere de la de ningun grupo.

En cuanto a la participacion del CRH-R2 del NPV en la conducta depresiva
presente en los animales con SM y cuya expresion regresd a niveles control
posterior al nado, es factible suponer que estuvo desensibilizado en estado basal;
animales knock-out para el CRH-R2 presentan conducta depresiva (167;168) al
igual que los administrados i.c.v. con oligonucledtidos antisentido al CRH-R2 (169)
y, en contraste la administracién i.c.v. de la UCN-2 y la UCN-3 tiene efectos
antidepresivos (170).

La probable inhibiciébn del CRH-R2 parece correlacionarse con la funcionalidad del
eje adrenal, ya que su expresion disminuida por la inyeccion de oligonucleotidos
antisentido atenua la estimulacion del CRH sobre el eje HPA (171). Por lo que si
esta via se encontrara efectivamente inhibida, explicaria en parte la inhibicion de
la respuesta al estrés, aunque en estado basal estuvieran estresados.

Estos factores hacen relevante el estudio del efecto en la inhibicion del CRH-R2
del NPV con un antagonista especifico (asv30) sobre la conducta alimentaria y

depresiva de ratas adultas.

Por otro lado, en el sistema limbico (amigdala e hipocampo), ninguno de los
pardmetros evaluados se modific6 en SM-nado al comparar con los animales
control-nado. Sin embargo, la expresion del CRH-R1 disminuy6 en la amigdala y
aumento en el hipocampo de animales sometidos a la prueba, comparado con SM
basal. En ese sentido, pareciera que un nuevo estimulo agudo restablece el
funcionamiento del sistema permitiendo la respuesta ante retos posteriores (131)
(172) aunque la vulnerabilidad del animal al comportamiento ansioso y depresivo

permanece.
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Estrés por ML

Este grupo tuvo al igual que el de SM mayor consumo de alimento después del
destete y mayor ganancia de peso que el grupo control aunque se normalizé hacia
el final del experimento. Se propone que el incremento en el consumo de alimento
se presentd en respuesta al bajo peso que tenian al destete y favorecid
transitoriamente la ganancia de peso; este mismo modelo de estrés post-natal
aplicado en ratones también disminuye el peso corporal en el periodo temprano y
se normaliza en la adultez (173). También es factible que fuera un estancamiento
momentaneo y que si el experimento fuera mas largo, se siguiera evidenciando el
mayor peso vs. los controles, 0 que presentaran mayor susceptibilidad al aumento
de peso comparado con los no estresados si se les ofreciera a ambos grupos una
alimentacion alta en grasa o muy palatable (174;175) que es un efecto observado

en animales adultos con estrés cronico.

Ni la expresién génica de proteinas relacionadas con la via de la CRH en el NPV,
ni la concentracion sérica de la corticosterona de los animales con ML fue
diferente de la del grupo control; lo cual nos permite sefialar que el eje adrenal de
los animales adultos estuvo normal en estado basal y por lo tanto el estrés por ML
tuvo menos consecuencias a largo plazo que el de SM en el periodo post-natal.
Sin embargo, en la amigdala hay menor sintesis de la CRH y en el hipocampo se
mantuvo el incremento en la sintesis del CRH-R1 observado desde el destete.
Ambos factores son capaces de alterar procesos de consolidacién de la memoria
(176) observados en animales con ML (66;104)

La disminuida sintesis de CRH de la amigdala podria relacionarse con una
inhibida estimulacion por corticosterona (141;177) debido a que, aunque no fue
significativo, la concentracion sérica de esta hormona tuvo la tendencia a disminuir
vs los controles. La menor expresion de la CRH en la amigdala podria participar
en el incrementado consumo de alimento de ML, puesto que la inyeccion de la
CRH a la amigdala disminuye el consumo de alimento y si esté no se sintetiza ni

libera, podria generar mayor ingesta alimentaria (178).
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Por lo que aunque ambos modelos de estrés post-natal provocaron incremento del

consumo de alimento, los mecanismos parecen ser diferentes.

ML con nado

Puesto que en ratones sometidos a ML hay hiperreactividad del eje adrenal (173)y
ésta se relaciona con la patogénesis de depresion en otros modelos (81)
pretendiamos encontrar un comportamiento depresivo en los animales adultos con
ML; sin embargo, éste no se presentd ni tampoco la hiperrreactividad del eje, ya
que los cambios observados en respuesta al estrés agudo por nado fueron
similares a los del grupo control con nado y diferentes a los de SM con nado que
no respondieron al estrés. Estos cambios fueron: aumento de la corticosterona
sérica, inhibicion en la expresion del GR e incremento en la de la CRH en el NPV.
Un factor determinante que particip6 en la normalizacién de la respuesta de estos
animales al estrés agudo, fue un estado de inhibicibn de la respuesta de la
amigdala. Esto lo sugirié el hecho de que no hubo incremento en la sintesis de
CRH vs el basal que ya estaba disminuida, y que suele responder al incremento
de corticosterona. Aunque los mecanismos que favorecen la inhibicion de la
sintesis de la CRH en la amigdala de ML no se conocen, pudo existir una
disminucién en la sefializacion por PKC que en la amigdala, se ha vinculado con
menor expresion de la CRH (179) pero esto auin no se ha definido.

En cambio, podemos descartar una alterada sefializacion por el GR ya que si
parecid activo, debido a que disminuyd su expresion con el aumento de

corticosterona.

En el hipocampo, el nado inhibi6 la expresion del CRH-R1 probablemente por la
liberacion de la CRH activandolo. Aunque la expresion de la CRH hipocampal no
cambio, no conocemos si el contenido del péptido en esta estructura si se modifico
por el nado, inhibiendo la sintesis del receptor en los animales con ML que ya
presentaban alteraciones en la sintesis y funcionalidad del receptor desde el

destete.
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CONCLUSIONES

Los modelos animales de estrés post-natal por SM y ML provocaron aumento en
el consumo de alimento asociado al incremento en la expresion génica del
receptor CRH-R2 del NPV en SM y a la inhibicion de la sintesis de la CRH en la
amigdala de los animales con ML. Las alteraciones en el funcionamiento del eje
adrenal fueron diferenciales dependiendo del tipo de estrés aplicado, siendo mas
severo el de SM porque inhibié la respuesta de los animales adultos ante un
nuevo estimulo estresante y provoco conducta depresiva.

Por el contrario el estrés por ML provocO adaptaciones que le permitieron al
animal tener una respuesta normal al estrés y un eje HPA normal en condiciones

basales.

PERSPECTIVAS

Las perspectivas de este trabajo son el analisis del efecto de la administracion
cronica del antagonista a CRH-R2 asv-30 intra-NPV en animales adultos para
determinar el consumo de alimento y la conducta depresiva, caracterizando la
participacion de dicho receptor en estas conductas.

También se pretende determinar si la proteina CRH-R2 y su union al ligando se
encuentra alterada en el NPV de animales con el paradigma de SM, factores que
estarian involucrados en el incremento de la sintesis del receptor y las

alteraciones de su funcionalidad en la conducta alimentaria y depresiva.
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