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1.

Resumen

Una alternativa para el tratamiento de depresion asociada a la menopausia es la terapia de reemplazo
estrogenico (TRE), cuya efectividad esta sujeta a factores como el periodo de inicio de la terapia. Los
efectos del estradiol (E2), dependen de los receptores a estrogenos (RE), relacionandose con la
regulacion de la expresién de los receptores por el ligando. Se ha reportado que, el tratamiento con
E; incrementé del ARNm del REa en células del hipotalamo de ratas con 3 semanas de tiempo post-
ovariectomia (TPOVX), y que a su vez el E, presenta un efecto antidepresivo en modelos animales,
lo que sugiere que la regulacion positiva de este receptor por el ligando podria estar implicada en
algunos efectos sobre la conducta. Por otro lado, prolame, es un estrégeno sintético que posee
actividad estrogénica, afinidad por los RE o y . E2 como prolame presentan un efecto antidepresivo
similar en modelos animales, con diferencia de que Prolame presenta propiedades anticoagulantes
que contrarresta las propiedades pro-cuagulantes de E,, lo que podria representar una ventaja en su
uso terapéutico. Hasta ahora, se desconoce la regulacién de los RE por E2 y prolame en ratas con
diferentes TPOVX, en regiones cerebrales asociadas a la depresion. Con estas bases, el objetivo de
este proyecto es determinar el efecto de E, y prolame en la regulacion de la expresion de los REa y B
en un modelo animal de menopausia y depresion. La expresion de los RE se midi6 utilizando el
hipocampo y corteza prefrontal de ratas Wistar ovariectomizadas (OVX) a 3, 8, 16 y 24 semanas,
tratadas con vehiculo, E; y Prolame (n=6 por grupo), y evaluadas en la prueba de nado forzado (FST).
El andlisis de las proteinas se hizo mediante la técnica de Western Blot y los datos densitométricos
(normalizados contra los resultados de oa-Tubulina) se analizaron mediante analisis de varianza de
dos vias y una via. Los resultados en hipocampo respecto a los tratamientos mostraron que E;
incremento significativamente (105%) el contenido de REa en ratas con 8 semanas TPOVX vs el
vehiculo (p<0.05); asi como en el REP se mostrd un incremento significativo (50.7%) a las 16
semanas TPOVX vs el vehiculo (p<0.05). Se mostraron diferencias entre los TPOVX en el REa. en 3
vs 8 y 16 semanas (p<0.05), en el REB (p<0.05) en 3 semanas vs 8 y 24 semanas, asi como entre 8 y
16 semanas. Mientras que en corteza prefrontal las diferencias entre los TPOVX solo se presentaron
en el REP entre 8 vs 3, 16 y 24 semanas (p<0.05). Prolame y E, muestran un efecto diferencial sobre
la regulacion de la expresion de los RE y sobre las regiones cerebrales estudiadas que no explica su
efecto antidepresivo. Esto sugiere que los estrogenos presentan mecanismos de accion diferentes. En
conclusion, se observa un incremento por E, en hipocampo de la expresion de REa a las 8 semanas y
de REB a las 16 semanas TPOVX vs el grupo tratado con vehiculo. Prolame no incrementé la

expresion de los RE en hipocampo y corteza prefrontal.

Antecedentes



1. 1 Concepto de depresion y prevalencia en mujeres

La depresion es uno de los trastornos psiquiatricos méas frecuentes, ya reconocida desde la
antigtiedad por los egipcios como una entidad patoldgica definida. En el siglo XIX, el empleo
comun del término “depresion” se inici6 principalmente con los intentos del psiquiatra Emil
Kraepelin de crear una palabra que tuviera mayor especificidad diagndstica que “melancolia”
(Goldman, 1996). En la actualidad, se emplea el término trastorno depresivo mayor como
una entidad diagnostica que hace referencia a un trastorno caracterizado por la presencia de
un animo triste, vacio o irritable, acompafiado de cambios somaticos y cognitivos que afectan
significativamente la capacidad funcional del individuo. Los pacientes con depresion sufren
pérdida de interés en todo e incapacidad para experimentar placer, con sentimientos de
infravaloracion y culpa, déficits cognitivos, junto con pérdida del apetito, del suefio y del
deseo sexual (Sequeira y Fornaguera, 2009). Los sintomas deben tener una duracién de, al
menos, dos semanas, para hacer el diagnoéstico (DSM-V, 2014); sin embargo, el trastorno

puede durar varias semanas, meses, o incluso afios (Sequeira 'y Fornaguera, 2009).

Son muchos los autores que han diferido con respecto al origen o factor etiol6gico externo
asi como la predisposicion genética existente en los pacientes con dicho padecimiento
(Goldman, 1996), no obstante, la definicion y caracteristicas de los llamados trastornos
depresivos se encuentra claramente conceptualizada por el Manual Diagnéstico y Estadistico
de los Trastornos Mentales 5° Ed. (DSM-V, 2014), como una trastorno de desregulacion del
estado de animo, el cual puede ser clasificado en los siguientes subtipos:

1. Trastorno de depresion mayor, caracterizado por episodios determinados de al menos
dos semanas de duracién (aunque la mayoria de los episodios duran bastante mas)
que implican cambios claros en el afecto, la cognicion y las funciones
neurovegetativas, y remisiones interepisédicas.

Trastorno depresivo persistente (distimia).

Trastorno disforico premenstrual.

Trastorno depresivo inducido por una sustancia/medicamento.

o b~ N

Trastorno depresivo debido a otra afeccion médica.



El rasgo caracteristico de todos estos trastornos es la presencia de un animo triste, vacio o
irritable, acompafiado de cambios somaticos y cognitivos que afectan significativamente a la
capacidad funcional del individuo. La diferencia entre estos trastornos es la duracion, la
presentacion temporal o la etiologia.

La depresion es un trastorno del estado de animo frecuente, el cual se calcula que afecta a
méas de 300 millones de personas en el mundo y siendo la principal causa mundial de
discapacidad que contribuye de forma importante a la carga mundial general de morbilidad
(Organizacion Mundial de la Salud, 2018).

En México, se estima que los trastornos neuropsiquiatricos ocupan el quinto lugar como
carga de enfermedad, considerandose como indicadores de muerte prematura y dias vividos
con discapacidad. La depresion es un trastorno mental frecuente, el cual se calcula que afecta
a mas de 300 millones de personas en el mundo y siendo la principal causa mundial de
discapacidad que contribuye de forma importante a la carga mundial general de morbilidad
(Organizacion Mundial de la Salud, 2018). En el pais, el porcentaje de mujeres que refieren
una sintomatologia depresiva es de 5.8% y de 2.5% en hombres. Tal porcentaje se incrementa
junto con la edad a 4% en las menores de 40 afios y alcanzd una cifra de 9.5% entre las
mayores de 60 afios, en mujeres; y de 1.6% en los menores de 40 afios y de 5% en los adultos
mayores en hombres (Bell, et al.; 2005). Es decir, en cuanto a la frecuencia de depresion,
los datos epidemioldgicos nacionales muestran una relacion de 2:1 entre mujeres y hombres,

similar a la reportada en las estadisticas mundiales (Belld, et al.; 2005).

Una posible causa para la presencia de sintomas depresivos en mujeres es la disminucion de
E>. Conforme las mujeres avanzan en edad los ovarios son los primeros que envejecer, por
ello dejan de responder a las gonadotropinas, y su funcién desciende de manera paulatina
hasta que desaparecen los ciclos menstruales, es decir hasta que ocurre el cese de la funcion
ovarica. La ultima menstruacion es conocida como menopausia y se establece clinicamente
de forma retrospectiva después de un periodo de 12 meses sin sangrado menstrual. el E> deja
de secretarse en cantidades normales, disminuyendo, y como consecuencia se atrofia de
forma gradual el Utero y la vagina. Conforme disminuye la retroalimentacion negativa de los

estrogenos y la progesterona, la secrecion de hormona foliculo estimulante (FSH) y su



concentracion plasmatica se eleva de manera considerable, mientras la concentracion de

hormona luteinizante (LH) permanece moderadamente alta (Barret, et al.; 2010).

En la mujer, la menopausia es precedida por una etapa llamada perimenopausia, la cual puede
durar hasta 10 afios. Durante la perimenopausia, la menstruacion es irregular y la
concentracion de inhibina desciende, casi siempre entre los 45 y 55 afios. Esta pérdida de la
funcién ovarica origina sintomas, como sensacion de calor que se propaga del tronco a la
cara (bochornos) y diaforesis nocturna. Ademas, el comienzo de la menopausia aumenta el
riesgo de padecer algunas enfermedades, como osteoporosis, cardiopatia isquémica y

nefropatia (Barret, et al.; 2010).

La reduccion de las hormonas sexuales, como el E,, produce signos y sintomas relacionados
con cambios en tejidos estrogeno-dependientes y efectos adversos a nivel metabdlico y
cardiovascular. Los cambios en las hormonas sexuales en la mujer modifican el eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) (Morato & Malacara, 2006), por ejemplo, se sabe que
los niveles de E> incrementan la concentracion de cortisol en respuesta a un reto. Es posible
que los cambios asociados a la menopausia también estén implicados en las alteraciones del
estado de animo, y en el incremento en el riesgo de padecer depresién (Flores Ramos y
Martinez-Mota, 2012).

1. 2 Neurobiologia de la depresién

Se han considerado dos formas basicas de depresion, exdgena y enddgena. La primera de
ellas obedece a una causa externa y bien definida, como lo es la pérdida de un familiar o ser
amado, crisis econémica y enfermedad invalidante. En cambio, la depresién endogena no
tiene causa externa manifiesta siendo considerada como una alteracion biolégica como ocurre
con la psicosis bipolar (Guadarrama, et al.,2006).

En la vida diaria las personas se encuentran expuestas a diversos estimulos o factores que
pueden generar depresion, éstos pueden ser genéticos, quimicos (alteraciones en los
neurotransmisores) o psicosociales (experiencias adversas, dificultades cotidianas o eventos
indeseables en la vida). Tales estimulos pueden constituirse como estresores para el individuo

afectado; por lo que el estrés se ha reconocido como un factor importante para el estado



depresivo, que conlleva a cambios biologicos (fisiologicos y hormonales) asociados al eje
HHA (Guadarrama, et al.,2006; Sequeira & Fornaguera, 2009).

Estudios de neuroimagen se han realizado en regiones cerebrales distintas de forma que
ofrecen informaciéon para el desarrollo de un modelo neuroanatomico hipotético de
regulacion del animo y de la fisiopatologia de estos trastornos. El hallazgo en neuroimagen
funcional méas consistente ha descrito la disfuncion de la corteza prefrontal, lo que sugiere
una disminucion en el flujo sanguineo y en el metabolismo de la glucosa de esta area.
También se sugieren anormalidades en los ganglios basales, el 16bulo temporal y estructuras
limbicas relacionadas, como el hipocampo donde se ha reportado la pérdida de volumen en
sujetos con depresion (Guadarrama, et al.; 2006; Pandya, et al.; 2012).

Se ha propuesto un modelo neuroanatomico de depresion que comprende la corteza
prefrontal, el complejo amigdala-hipocampo, el talamo, los ganglios basales y las abundantes
conexiones entre esas estructuras. Se piensa que los dos principales circuitos
neuroanatémicos involucrados en la regulacion del &nimo son: el circuito limbico-talamico-
cortical, que incluye la amigdala, los nucleos dorsomediales del tdlamo, y la corteza
prefrontal, tanto la medial como la ventrolateral; asi como el circuito limbico-estriado-palido-
talamico-cortical. De acuerdo con este modelo, las alteraciones del estado de animo podrian
ser el resultado de disfuncion o anomalias en diferentes partes de esos circuitos que podrian
ser el inicio de este tipo de trastornos, o conferir cierta vulnerabilidad bioldgica, que, en
combinacidn con factores ambientales, tenga como consecuencia alguno de estos desordenes
(Guadarrama, et al.; 2006).

El eje HHA regula la respuesta al estrés y su actividad se ve disparada por la estimulacion
inflamatoria fisica o psicosocial. La activacion del eje por estrés regula funciones tales como
el metabolismo y la inmunidad y, al mismo tiempo, modifica el funcionamiento cerebral
regulando la supervivencia neuronal, la neurogénesis, el tamafio de estructuras complejas
como el hipocampo, la adquisicion de recuerdos y la evaluacion emocional de eventos. Segln

lo anterior, la participacion clave que tiene el eje HHA en la respuesta al estrés y otros



procesos relacionados, sugiere que su disfuncion podria contribuir significativamente en el

desarrollo de trastornos psiquiatricos como la depresion (Sequeira & Fornaguera, 2009).

1.3 Modelos animales de depresion y menopausia

Con el objetivo de estudiar y comprender las bases neurobiolégicas de la depresion, se han
desarrollado numerosos modelos animales. Aunque el concepto de la depresion implica que
es una enfermedad definida por y para los humanos. Sin embargo, en los animales de
experimentacion se puede modelar o simular algin sintoma de depresion con base en diversos
paradigmas de estrés cronico, esto permite la investigacion de farmacos con potencial efecto
antidepresivo, por ejemplo, nuevas moléculas que afectan a los sistemas de
neurotransmisores que participan en la depresion, hormonas de tipo esteroideo, o incluso
terapias antidepresivas no farmacoldgicas como la estimulacion magnética transcraneal
(Sequeira y Fornaguera, 2009). También gracias a estos modelos se ha constatado la
participacion de ciertas sustancias clave en el desarrollo de los trastornos depresivos, como
es el caso de la serotonina y la dopamina, que tienen un papel en la fisiopatologia de la

depresion (Guadarrama, et al., 2006).

Los modelos de estrés crénico o agudo generen conductas depresivas tales como la anhedonia
o la desesperanza aprendida. Paralelo a esto, tales conductas depresivas en animales podrian
generar otras alteraciones en el comportamiento, como la disminucién de la motivacion,
cambios en el ciclo circadiano, alteraciones en el suefio, aumento de la agresividad y
ansiedad, disminucion de la capacidad sexual e interaccion social y un incremento del

comportamiento sumiso (Dagnino, 2012).

Existen una serie de modelos que han permitido obtener informacion sobre los mecanismos
de accion de diferentes sustancias utilizadas como antidepresivos, en los cuales se evalla a
su vez las respuestas a situaciones que permiten la simulacion de la depresion en animales o
que son interpretadas como conductas depresivas. Los modelos animales que se trataran para

fines del presente estudio son:

1.3.1 Prueba de nado forzado
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La Prueba de Nado Forzado (FST, por sus siglas en inglés: Forced swimming test). En donde
el animal es introducido en un recipiente con agua, el cual lucha por escapar hasta que alcanza
un estado de inmovilidad que es considerado como una conducta de desesperanza, similar a
la que se presenta durante la depresion. Es uno de los modelos mas utilizados debido a que
predice muy bien la eficacia de las sustancias antidepresivas que se han empleado hasta hoy
en el tratamiento de seres humanos. Estas sustancias disminuyen el tiempo de inmovilidad
de los animales que las reciben comparadas con animales control, interpretandose tal cambio
como un efecto tipo antidepresivo de los farmacos administrados (Sequeira y Fornaguera,
2009).

En relacion con la FST, diversos estudios han mostrado que es sensible a los efectos de
hormonas esteroideas, tales como diferentes estrogenos naturales y sintéticos, progestinas, y
androgenos. Estrogenos como el E», el etinil estradiol (EEz), y progestinas como la
progesterona y la alopregnanolona, producen efecto antidepresivo en hembras OVX
(Estrada-Camarena et al., 2003; Lemini et al., 2013). También se sabe que los cambios en
los niveles de hormonas sexuales a lo largo del ciclo cambian la conducta de desesperanza:
por ejemplo, durante las fases de predominio hormonal las ratas hembra tienen menor
conducta tipo depresion (inmovilidad) que en las fases del ciclo estral con menor
concentracion de hormonas sexuales (Contreras et al., 2000).

1.3.2 Modelo animal de menopausia

Distintos estudios en animales demuestran que la senescencia reproductiva se inicia por un
periodo conocido como estropausia, que se caracteriza por ciclos irregulares y un estro
constante previo a una etapa de diestro persistente; por lo que esta etapa de estropausia no es
necesariamente un analogo de la menopausia en mujeres. Es por esto por lo que la OVX se
ha utilizado como una estrategia para inducir una condicion endocrina que se asemeja a la
menopausia en mujeres, ya que produce una disminucién de estrégenos y progesterona junto

con un aumento de FSH y LH. (Estrada-Camarena, et al., 2011).

Estudios en modelos animales han demostrado que durante las primeras semanas después de
la OVX, aumentan la ansiedad en condiciones experimentales (Estrada-Camarena, et al.,
2011; Walf et al.,2009), asi como alteraciones en la temperatura corporal, el patron de suefio
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y aumentos en la temperatura de la piel de la cola. Asi mismo hay descripciones de
comportamientos depresivos en roedores, como consecuencia de la ausencia de estrogenos,
también se ha informado, que en la FST y la prueba de suspensién de cola hay un aumento
en la conducta de inmovilidad, lo cual se ha traducido como un indice de conducta depresiva,
en ratas y ratones con 2 semanas de TPOVX. Sin embargo, otro estudio mostré que la
conducta de inmovilidad de las ratas probadas en la FST con 15 meses y 3 semanas post-
ovariectomia (POVX) no difirié de los animales sham, (misma manipulacion, pero sin llevar
a cabo la OVX) (Estrada-Camarena, et al., 2011).

1.4 Estrégenos y su uso en la terapia de reemplazo hormonal

Los estrégenos, se han empleado en terapias sustitutivas para los estados de deficiencias
como la menopausia y postmenopausia y para la anticoncepcién combinados con
progestagenos (ejemplo de estas combinaciones son los anticonceptivos orales en los que se
utilizan clormadinona o gestodeno con EE>). También en la prevencién de la osteoporosis
postmenopausica y senil, en el tratamiento de otras afecciones climatéricas del aparato
genito-urinario y sistémicas, y en la induccién de la pubertad en hipogonadismo femenino,
ya sea utilizando estrégenos conjugados o estrégenos combinados con otras sustancias como
progestanos, los cuales se utilizan durante un periodo de tiempo corto en el cual no se llegan
a presentar efectos adversos (Barret, et al. 2010). Recientemente, ha incrementado el uso de
la TRE en la cual se hace uso de estrogenos conjugados debido a su capacidad de reducir las
complicaciones de sangrado (Aguila et al.; 2000). La TRE reduce el riesgo de fracturas
osteoporéticas durante la menopausia, pero incrementan el riesgo de tromboembolia,
enfermedades cardiovasculares, colecistopatias e incontinencia urinaria. A su vez, esta TRE
incrementa el riesgo de cancer de mama. Actualmente esta recomendado el uso de la TRE de
corto plazo para sintomas vasomotores, atrofia genital y prevencion de la osteoporosis, pero
es necesario entender el riesgo de cancer y la tasa de mortalidad implicadas con la
administracion de la TRE; aunque existe el riesgo este es modesto y los beneficios son
mayores para mejorar la calidad de vida, con menor riesgo de enfermedades cardiacas, cancer
colorrectal, demencia y fracturas osteoporoticas (Vargas-Hernandez, 2013).

A mediados de 1970, las mujeres postmenopausicas que usaron estrogenos tenian mayor

riesgo de cancer de endometrio; la adicion de progesterona proporciond proteccion y se
12



convirtio en el tratamiento no sélo de sintomas menopausicos, sino de proteccion a largo
plazo contra osteoporosis y fracturas relacionadas a la pérdida de hormonas sexuales,
enfermedades cardiovasculares, incluso enfermedad de Alzheimer (Vargas-Hernandez,
2013). En 2002, la Iniciativa de Salud de la Mujer (Women’s Health Initiative), informé que
el uso de estrégenos aumentaba el riesgo de enfermedad cerebrovascular, enfermedades
cardiovasculares y cancer de mama. El uso de hormonas bioidénticas o naturales son una
alternativa empleada para aquellas mujeres que no toleran la TRE estandar (\Vargas-
Hernandez, 2013).

Los derivados del E se obtienen desde la década de los 60, el uso de farmacos de restitucion
hormonal ha creado diversos inconvenientes debido a la presencia de efectos adversos
presentados en los pacientes que han ingerido este tipo de farmacos tal como se muestra en
la Tabla 1; estas reacciones son, por ejemplo, el sangrado intermitente acompafiado de dolor
abdominal, el cual constituye una cuestion fundamental que afecta al cumplimiento del

tratamiento en las mujeres norteamericanas con Utero intacto (Aguila et al.; 2000).

Estudios en modelos animales han demostrado que la TRE podria estar asociada con efectos
antiinflamatorios y vasoprotectores. A su vez, diversos estudios clinicos han demostrado
efectos benéficos sobre los parametros vasculares y metabolicos, pero también sugieren
consecuencias desfavorables como la aparicion de enfermedades cardiovasculares en

pacientes que reciben TRE (Vargas-Hernandez, 2013).

Tabla 1. Principales ventajas y desventajas del uso de compuestos estrogénicos en terapias de restitucién
hormonal (Adaptada de Aguila et al.; 2000, American Cancer Society, 2015; Calderdn, 2009).
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Es 50% mas efectivo en comparacion
con otros farmacos como
progestagenos.

Alta probabilidad de accidentes
cardiovasculares en caso de uso
prolongado

Disminucion de sintomas
menopausicos (sudores, bochornos,
disminucién de ansiedad,
nerviosismo).

Alta probabilidad de desarrollo de
cancer en tejidos reproductivos (de
mama, endometrio y Utero).

Mayor supervivencia y mejoramiento
de la calidad de vida (efecto minimo o
nulo en el riesgo de muerte,
enfermedad coronaria, cancer
colorrectal, fracturas de cadera u otras
complicaciones de salud graves).

Presentacion de efectos adversos en
ciertos casos (proporcion minima de
mujeres sujetas a TRE): sangrado
intermitente, el edema, los colicos en
la parte baja del abdomeny la
sensibilidad en las mamas.

Previene atrofia urogenital.

Alta probabilidad de presentar
enfermedades cardiovasculares,

colecistopatias e incontinencia urinaria.

1.5 Estrdgenos

El E> es una hormona sexual esteroidea femenina principalmente producida por los ovarios
y forma parte del grupo de los estrdgenos y en menor cantidad en glandulas adrenales y
cerebro. El E> forma parte del grupo de los estrogenos naturales producidos por el cuerpo de
la mujer, junto con la estrona y el estriol. El Ez es el tipo mas abundante de estrogeno para
las mujeres en edad reproductiva, el estriol se encuentra comunmente en mujeres
embarazadas y la estrona en mujeres de mediana edad o adultas mayores (figura 1). El E2 es
el estrdgeno mas potente para producir efectos en los diferentes 6rganos y tejidos. Esta
hormona sexual esteroidea en la mujer es producida principalmente por los ovarios y en
menor cantidad en las glandulas adrenales y el cerebro. Los estrogenos cumplen multiples
funciones reguladoras dentro del organismo, como el desarrollo de caracteristicas sexuales
secundarias femeninas, la maduracion de la funcion fisioldgica de los 6rganos reproductores
femeninos, asi como del desarrollo de caracteres sexuales secundarios femeninos. Otras de
los efectos de los estrogenos son: mantener el colesterol en niveles 6ptimos, proteger la salud
Osea, el corazon, la piel y otros tejidos, asi como la modulacién del estado de animo
(Bjornstrom & Sjoberg, 2005).
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Para las mujeres, el periodo conocido como perimenopausia comienza entre los Gltimos 2 y
3 afos de la etapa reproductiva; donde en esta etapa de perimenopausia el estrogeno dejara
de secretarse en cantidades normales pasando por una fase que se caracteriza por diferencias
dréasticas en la concentracion de E». Debido a estos cambios asociados al envejecimiento
ovarico, laadenohipdfisis promovera la produccién de hormonas como la FSH, cuyos valores
seran mayores a 10 unidades, o LH. Las diferencias en la concentracion de estrogenos y la
produccion creciente de FSH y LH pueden crear sintomas en algunas mujeres, tales como
sofocos y sudores por la noche, asi como diversas afecciones como son osteoporosis, artritis,
alteraciones en el estado de animo y calambres (Espinoza, et al., 2013). En conjunto, estos
signos y sintomas forman parte de un sindrome menopausico conocido como menopausia 0
climaterio.

OH

--OH

HO : Estriol (E
Estrona (1) Estradiol 17 (E») (E3)

Figura 1. Estructura quimica de los estrogenos producidos por el cuerpo de la mujer
(tomado de Barret, et al., 2010).

Los estrogenos son esteroides con 18 carbonos que carecen de un grupo metil angular
adherido en la posicion 10 o una configuracion A4-3-ceto en el anillo A. Son secretados
principalmente por las células de la granulosa de los foliculos ovéricos, el cuerpo luteo y la
placenta.

Tanto el E2 como la progesterona, fluctian durante el ciclo menstrual como se ilustra en la
figura 2. La mayor parte de los estrégenos proviene del ovario, donde la secrecion de Ez en
mujeres alcanza dos picos de valores maximos: uno justo antes de la ovulacion y otro a la
mitad de la fase lutea. La cantidad secretada de E> oscila entre 30-400 pg/ml; es de 36 pg/dia
al principio de la fase folicular; 380 pg/dia antes de la ovulacion, y 250 pg/dia hacia la mitad
de la fase lutea. Después de la menopausia, la secrecion de E; desciende por debajo de los 30
pg/ml (Barret, et al. 2010).
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Figura 2. Variaciones en los niveles hormonales en las fases ldtea y folicular del ciclo menstrual. A) Niveles
hormonales de FSH y LH, producidas por la hip6fisis donde se muestra un pico de LH en el dia 14 durante la
ovulacién. B) Crecimiento folicular y su involucién al cuerpo liteo. C) Predominancia de estrégenos durante
la fase folicular y de progesterona en la fase lGtea. D) Proliferacion de las glandulas endometriales (tomado de
Barret, et al.; 2010).

En cuanto a sus efectos directos sobre el sistema nervioso central (SNC), los estrdgenos estan
implicados en la proliferacion celular, remodelacién neuronal y plasticidad cerebral (Barret,
et al. 2010; Koeppen y Stanton, 2009).
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1.6 Biosintesis de los estrégenos

La sintesis de estrogenos se lleva a cabo en la placenta y en el ovario, en el ovario
principalmente se lleva a cabo esta sintesis en las células de la granulosa ovarica y las células
de la teca interna (Figura 3). Las células de la granulosa constituyen el tejido mas rico en la
enzima aromatasa en la mujer premenopausica, esta enzima posee un papel fundamental en
el proceso de sintesis de los estrdgenos, ya que convierte la testosterona en E> y la

androstenediona en estrona (Figura 4), ésta Ultima reaccion también se produce en grasa,

higado, musculo y cerebro.
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Figura 3. Anatomia del foliculo ovérico y la asociacion de células teca y granulosa en la sintesis de estrégenos.
A) Produccidn de androgenos en las células de la teca a partir de LH. B) FSH estimula las células de la granulosa
para que se lleve a cabo la aromatizacién de andrdgenos a estrogenos. C) El proceso ocurre en el foliculo

ovarico, que estd compuesto por células de la granulosa, ovocitos, lamina basal y células teca (tomado de

Fuentes & Silveyra, 2019).

Las células de la teca interna poseen numerosos receptores de LH y ésta actua a través del
adenosin monofosfato ciclico (CAMP) para incrementar la conversién de colesterol en
androstenediona. La LH controla la produccion de androgenos por las células del
compartimiento tecal del foliculo, mientras que la FSH regula la expresion de la enzima
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aromatasa en el compartimiento de la granulosa; tanto LH como FSH actlan
sincronicamente, de modo que las células de la teca interna suministran androstenediona a
las células de la granulosa, es decir, que produce los androgenos que constituyen el sustrato
de la aromatasa, mientras que la granulosa produce una enzima que convierte el sustrato en
estrégeno, cuando reciben andrdgenos. Las células de la granulosa poseen numerosos
receptores de FSH; la cual facilita la sintesis de E. al actuar a través del cAMP e
incrementando la actividad de la aromatasa. Las células maduras de la granulosa también
tienen receptores de LH, y esta hormona estimula la sintesis de Ez; la actividad de ambos
tipos celulares incrementa hasta 10 veces el nivel de E> circulante justo antes de la ovulacion.
(Barret, et al. 2010).

Cerca de 2% del E» circulante se encuentra libre y el resto se enlaza a proteinas: 60% a
albumina y 38% a la globulina fijadora de esteroides gonadales (GBG). En higado, el E», la
estrona y el estriol son convertidos en glucurénidos y conjugados con sulfato; posteriormente

estos glucuronidos son eliminados en la orina (Barret, et al. 2010).
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Figura 4. Biosintesis y metabolismo de los estrégenos (tomado de Barret, et al.; 2010).

1.7 Compuestos derivados de estrdogeno

El uso principal de los analogos de los estrogenos naturales en la clinica es como formulacion
anticonceptivay como TRE. Existen diversos compuestos derivados de los estrdgenos, como
el EE», el cual es un estrégeno potente y, a diferencia de los estrogenos naturales, es
relativamente activo cuando se ingiere porque es resistente al metabolismo hepatico; o el
valerato de E», que se usa en inyectables. Otras formulaciones contienen combinaciones de
estrdgenos y progestagenos, e incluso se ha hecho el uso de otros compuestos como los
moduladores selectivos del receptor de estrogeno (SERMs), que se comportan como

agonistas o antagonistas dependiendo del tejido y de la dosificacion.

Los estrégenos naturales y sintéticos poseen efectos tanto deseables como indeseables (por
ejemplo, disminuyen el riesgo de osteoporosis, pero se asocian a un aumento en el riesgo de

desarrollar cancer uterino y mamario), por ello, se buscan alternativas que presenten mayores
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efectos benéficos que adversos (Barret, et al. 2010). Con el fin de crear compuestos efectivos,
pero con menos efectos adversos, se han sintetizado compuestos conocidos como
aminoestrogenos, los cuales poseen caracteristicas y propiedades similares a los estrogenos
naturales, pero se diferencian de ellos en su estructura quimica por su sustituyente en el
carbono 17 donde presentan un grupo amino terminal, asi como en sus efectos sobre la

coagulacion sanguinea.

Prolame (Figura 5), es un compuesto esteroideo derivado del E2, un aminoestrégeno con
efectos estrogénicos, anticoagulantes y antiplaquetarios (Jaimez, et al.;2000). Ademas, se ha
comprobado que, al ser administrado en ratas OV X, éste compuesto inhibe los niveles séricos
de LH e invierte el efecto sobre el Utero de la reduccion de peso debido a la extraccion de los
ovarios (Gonzélez, et al.; 2009 y Lemini, et al.; 1985). Prolame activa principalmente el
REa, aunque también produce una activacion minima del RE, sin que se muestre ningin

tipo de propiedades como antagonista de los subtipos de RE (Jaimez, et al.; 2000).

Asi mismo, se ha comparado la especificidad en la unioén de prolame y E> con ambos RE, se
ha encontrado que prolame es capaz de competir con E> por el sitio de union con el receptor,
mostrando cierta capacidad de desplazar a E> de su sitio de unién. También se ha establecido
que prolame es capaz de interactuar y modular la transcripcion a través de los RE, aunque de
forma significativamente menor a como lo hace E; esta diferencia en la actividad
transcripcional de prolame esta probablemente determinada por la composicion de la cadena

lateral de amino-alcohol en el C-17 (Jaimez, et al.; 2000).

Se ha descrito también que prolame, al igual que el E», tiene efectos antidepresivos mediados
por los RE (Lemini, et al., 2013; 2016), lo que abre la posibilidad de que pueda ser usado
como una alternativa de TRE, mas aln si se considera que prolame tiene efectos

anticoagulantes que podrian disminuir los efectos tromboembdlicos en pacientes.
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Figura 5. Estructura quimica de E; y el 178-aminoestrogeno prolame (modificado de Lemini, et al.;2013)

1.8 Regulacion enddcrina del estrégeno

El eje HHA es un conjunto complejo de interacciones directas que funcionan por medio de
sistemas de retroalimentacion coordinadas principalmente por el hipotdlamo, la glandula
hipofisis, una estructura localizada debajo el hipotdlamo y la glandula adrenal o suprarrenal,
una glandula pequefia, pareada y que se ubica en la parte superior de los rifiones. Las
interacciones entre estos tres érganos constituyen el eje HHA, una parte esencial del sistema
neuroendocrino que controla diversos procesos como: las reacciones al estrés, el sistema
inmune, los estados de &nimo y la conducta sexual (Tortora & Derrickson, 2006).

El hipotalamo ocupa una posicion clave en la regulacion de la secrecion de gonadotropinas;
esto se lleva a cabo por medio de la liberacién de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) secretada en los vasos del sistema porta hipofisario. La GnRH es secretada por el
hipotalamo y es la encargada de estimular la liberacion de FSH y LH por parte de la
adenohipofisis, y controlar los ciclos ovarico y uterino (Barret, et al. 2010).
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Figura 6. Secrecion de estrogenos, progesterona, relaxina e inhibina en el eje HHA del ciclo reproductor
femenino. GhRH= Hormona liberadora de gonadotropina, LH=Hormona luteinizante, FSH= Hormona foliculo
estimulante (modificado de Tértora & Derrickson, 2006).

La FSH y LH regulan el crecimiento y maduracién de los foliculos, ambas hormonas
estimulan los foliculos ovaricos para secretar estrégenos. La LH promueve en las células de
la teca del foliculo, la produccion de andrégenos. A mitad del ciclo menstrual, la LH provoca
la ovulacion y luego contribuye con la formacion del cuerpo lateo, razon por la cual recibe
sunombre, LH. A su vez, el cuerpo lGteo, estimulado por la LH, produce y secreta estrégenos,
progesterona, relaxina e inhibina (Figura 6). Los estrogenos secretados por los foliculos
ovaricos cumplen diversas funciones fisioldgicas importantes en el cuerpo como el desarrollo
de caracteristicas sexuales femeninas, tales como el crecimiento de mamas, carencia de vello

facial, el ensanchamiento de las caderas, entre otras (Tortora y Derrickson, 2006).

Los cambios en la concentracion plasmatica de las hormonas responden a relaciones de
retroalimentacion tanto positiva como negativa. Ejemplo de ello es la secrecion de LH que
es contenida por la retroalimentacion negativa que ejerce la concentracion plasmatica
ascendente de estrdgenos. Las células de la teca interna aportan androgenos a las células de

la granulosa que producen estrégenos circulantes que inhiben la secrecién de GnRH, LH y
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FSH. Entre 36 y 48 h antes de la ovulacion, la retroalimentacion estrogénica se vuelve

positiva, iniciando la secrecién de LH (Barret, et al. 2010).

La concentracion moderada Yy constante de estrogenos circulantes ejerce una
retroalimentacion negativa sobre la secrecion de LH, mientras que, durante el ciclo
menstrual, la concentracion elevada de estrégenos genera una retroalimentacion positiva que
estimula la secrecion de LH. Estas asas de retroalimentacion pueden observarse también en

la figura 7.

Hipotalamo

Estrégenos

Efectos y
estrogénicos Teca |Granu- ;
interna | losa 7/ Ovario

Andrégenos
Figura 7. Sistema de retroalimentacién hormonal del eje hipotalamo-hip6fisis-gonadal, donde las flechas
punteadas representan los efectos inhibidores sobre otras hormonas y las flechas sélidas los efectos
estimulantes (Tomado de Barret, et al. 2010).

1.9 Receptores de estrogeno

Los efectos bioldgicos de los estrogenos estdn mediados por los RE o y B, que son miembros
de una gran superfamilia de receptores nucleares (Figura 8). Los cuales se han observado en
distintos tipos celulares como células endoteliales, del estroma ovarico y regiones cerebrales
como hipocampo e hipotalamo; asi como en diversos tejidos, como, por ejemplo, en roedores,
los tejidos con los niveles de expresion mas altos de REP son la prostata, el ovario y los
pulmones, asi como en glandulas mamarias, hueso, Utero, SNC, y sistema cardiovascular,

donde estos tejidos también muestran expresion del REa (Nilsson, et al.; 2001)
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Estos receptores también son clasificados como factores de transcripcion que actdan por
medio de la unién a ligando, es decir, que requieren la unién del estrégeno para ejercer su
accion. El E> ejerce su actividad estrogénica mediante el mecanismo de accion clasico
(gendmico) o no clasico (no gendmico), estos mecanismos de accién pueden verse

esquematizadas en la figura 9.

Figura 8. Organizacion estructural de los RE a y . Los RE consisten de la region N-terminal involucrada en la

NTD/ AF-1 DBD hinge LBD/ AF-2
Era NH,-| A/B | ¢ [D] E/F |-COOH 67kDa
1 180 263 302 595
VNTDI AF-1 VDBD hinge LBD/ AF-2
Erp NH,-[ AB | C |D] E/F |-COOH s9kDa
1 144 227 255 530

transactivacion (dominios A/B AF-1), el dominio de union al ADN (DBD, dominio C), la region C-terminal
que contiene el dominio de unidn al ligando (BLD, dominio E/F, AF-2) y la funcion de transactivacion-2 (AF-
2) (tomado de Fuentes & Silveyra, 2019).

El mecanismo de accidn no clasico se lleva a cabo de forma mas rapida que el mecanismo de
accion clasico, ya que el primero involucra acciones que se producen en algunos segundos o
minutos mientras que la via clasica involucra efectos que pueden tardar desde horas a dias.

El mecanismo de accidn no clasico comienza en la membrana celular con la unién del E> con
los RE membranales, los cuales pueden estar acoplados a proteinas G, lo cual activa una via
de sefalizacion en cascada de cinasas o segundos mensajeros, desencadenando un
mecanismo de sefializacidn intracelular induciendo multiples acciones como la transcripcion

de genes blanco o la alteracion en la actividad neuronal del SNC (Xian & Hafei, 2015).

Por otra parte, el mecanismo de accion clasico inicia con la union del ligando a los RE
intracelulares, que provoca gque los RE experimenten cambios conformacionales que inducen
su disociacion con las proteinas de choque térmico, se fosforilan, se dimerizan y son
translocados al interior del ndcleo, posteriormente los dimeros se unen a secuencias del ADN

conocidas como elementos de respuesta a estrogenos (ERE) presentes en las regiones
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promotoras de genes blanco, el RE funciona como factores de transcripcion nuclear; una vez
unidos al ERE se lleva a cabo el reclutamiento de la maquinaria de transcripcion basal lo que
podria también reclutar proteinas llamadas correguladores, ya sean coactivadores o
correpresores, las cuales promueven o inhiben, respectivamente, la transcripcion de genes
blanco y en consecuencia la expresion de la proteina (Xian & Hafei, 2015; Malikov, et al.;
2012; Ortega-Dominguez, et al.; 2015).
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Figura 9. Vias de sefalizacion clésica y no clasica mediada por la union del E; a los RE nucleares y los RE
membranales que pueden estar acoplados a proteinas G. En el mecanismo clasico el receptor intracelular
activado y dimerizado se une a una region promotora del ADN que contiene un ERE desencadenando la
transcripcion de genes especificos. Mientras que en el mecanismo no clésico se desencadena una cascada de
sefializacion de cinasas, donde finalmente estos eventos de sefializacion intracelular inducen multiples acciones

estrogénicas y de regulacion transcripcional. (tomado de Fuentes & Siveyra, 2019).
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1.10 Regulacion de los RE por E: en el sistema nervioso

Estudios en modelos animales y cultivos neuronales han demostrado que el E es capaz de
regular la expresion de los RE. Ejemplo de esto son estudios in vitro donde Devidze et al.
(2005) reportaron en cultivos neuronales del hipotdlamo de ratas jovenes OVX, que el
numero de células REa positivas para ARNm aumenta luego de ser expuestos a E» durante 2
dias. Otro estudio mostré que el tratamiento con E; durante 24 h aumentd la cantidad
promedio de proteina REa (163% en comparacion con las células no tratadas) en cultivos
neuronales primarios de células del nacleo ventromedial hipotalamico de ratas Wistar adultas
jévenes, gonadalmente intactas. Debido a que ambos RE se encuentran presentes en el
hipotalamo, ha demostrado, mediante agonistas selectivos de los RE, que ambos RE fueron
capaces de mediar la accion del E2> (Malikov, et al.; 2013). Estos dos estudios sugieren que,
en las neuronas hipotaldmicas, el E> regula positivamente la expresion de REa y el

incremento del RNAmM.

Estudios en donde se emplearon ratas OVX y gonadalmente intactas de mediana edad (13
meses) que fueron analizadas 5 semanas después de la cirugia. Los analisis demostraron que
en estos animales se presentaron cambios en la expresion de genes blanco para E2, modulados
por factores como la edad y posiblemente también por el TPOV X, donde se identificaron 252
genes cuya expresion fue alterada por la ausencia de las hormonas ovéricas; entre los cuales
se observé una disminucidn en la transcripcion del gen Esrl, el cual codifica para el REa,
reflejandose en una disminucion del ARNm, que coicide con la disminucién en la expresion

de la proteina (Sarvari, et al.;2017).

Existen pocos estudios acerca de la regulacion del REP en el SNC. Al respecto, un estudio
mostro una disminucion en el ARNm del REP en la corteza cerebral de ratas jovenes de la
cepa Fischer 344, con 3 meses POVX y tratadas con E> (10upg/rata) (Blurton-Jones &
Tuszynski, 2006).

Los estudios en conjunto muestran que cambios en el ambiente hormonal modifican la
expresion del RE. Se desconoce si estos cambios en la regulacion por condiciones como la

OVX o el tratamiento con E», también se producen por estrégenos como el prolame.
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1.11 Efecto antidepresivo de E> y prolame

Se ha descrito en varios estudios el efecto tipo antidepresivo de E> en ratas adultas jovenes
OVX con 3 semanas de POV X sometidas a FST, donde se ha observado una disminucion de
la inmovilidad significativa al compararlo con los grupos control (Estrada-Camarena, et al.;
2003, Lemini, et al.; 2013, Lemini, et al.; 2016, Vega-Rivera, et al.; 2016). Sin embargo, en
estudios realizados en ratas jovenes con TPOVX 1y 3 semanas Yy tratadas con E2 se ha
observado que el tratamiento promueve una disminucion en la conducta de inmovilidad, pero
este efecto dado por E> se pierde en ratas con 12 semanas POV X (Estrada-Camarena, et al.,
2011).

Esté determinado que E> presenta un efecto tipo antidepresivo en modelos animales, donde
se mostré que su eficacia es comparable con la de antidepresivos como fluoxetina (FLX) y
desipramina (DMI) en ratas Wistar hembras adultas jovenes OVX y sometidas a FST.)
(Estrada-Camarena, et al.; 2003).

Por otra parte, tanto E2 como su andlogo sintético EE> produjeron una disminucion de la
inmovilidad y un aumento en la conducta de nado, un patron conductual caracteristico de
farmacos que inhiben selectivamente la recaptura de serotonina, lo que sugiere que los
estrégenos tienen una accion similar a los antidepresivos que actGan por la via
serotoninérgica, disminuyendo el nimero de cuentas de inmovilidad por parte de E> al
utilizarse las dosis de 5y 10 pg/rata. Asi mismo se demostr6 que E> (10 mg / rata) y EE> (5
mg / rata) indujeron un efecto similar al antidepresivo observado 1 hora después de su

inyeccidn, efecto que duré 2-3 dias (Estrada-Camarena, et al.; 2003).

En la FST se han evaluado otros compuestos estrogénicos que pudieran tener un efecto tipo
antidepresivo similar al del E2, un ejemplo de ello son los 17f3-aminoestrogenos: prolame,
butolame y pentolame, los cuales simulan algunos efectos estrogénicos como el
comportamiento sexual de roedores hembras (Lemini, et al.; 2016), activacién de la
transcripcion mediada por los RE a y B (Jaimez, et al.; 2000) y en contraste al E> presentan

también propiedades anticoagulantes (Lemini, et al.; 1985).
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Lemini et al. (2013) han demostrado que el efecto tipo antidepresivo de E> y prolame
presentado en ratas Wistar adultas jovenes OV X con 3 semanas y sometidas a FST mediado
por los RE, ya que con el tratamiento conjunto de E> o prolame y tamoxifeno (antagonista de
los RE, dosis de 15 mg/kg) se bloquea el efecto de las hormonas. Asi mismo se ha observado
que la eficacia del efecto antidepresivo mostrado por E; puede ser modificado por varios
factores como son: la edad, el tipo de estrogeno empleado en la restitucion y el periodo de
inicio de la TRE (durante la perimenopausia o postmenopausia en humanos o el TPOVX en

modelos animales) (Estrada-Camarena, et al.; 2011).
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Figura 10. Efecto tipo antidepresivo de E; (10 pg/rata) y prolame (20 y 50 pg/rata) en ratas hembra adultas
jovenes 3 semanas POV X sometidas al FST, los resultados muestran la media y error estandar (n=9).

* p<0.05, ** p<0.01 versus grupo control (Lemini, et al., 2013).

Estrada-Camarena et al. (2011) determinaron la influencia del TPOVX en la eficacia
antidepresiva del E>, FLX y DMI; donde se observo que, en ratas Wistar hembra adultas
jévenes sometidas a FST con 1, 3 y 12 semanas de OVX, el efecto antidepresivo de la
hormona se pierde mientras el TPOVX sea mayor. En este estudio se observo que el efecto
antidepresivo de FLX y DMI persiste hasta las 12 semanas POVX, sin embargo, el
tratamiento con E> Unicamente muestra un efecto antidepresivo a 1 y 3 semanas POVX,

mientras que EE2> mantuvo su efecto antidepresivo en todos los TPOVX.

Reportes de Lemini, et al. (2013) demuestran que el efecto tipo antidepresivo presentado en
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modelos animales por Ez y prolame es mediado por los RE, ya que su accion antidepresiva

fue anulada por un antagonista de los RE (tamoxifeno a 15 mg/kg).

Resultados de laboratorio aun no publicados (Herndndez-Hernandez et al, en preparacion),
han demostrado que el TPOVX tiene una influencia en la eficacia antidepresiva de E; y
prolame. El estudio se realizé con ratas hembra Wistar adultas jovenes, con 3, 8, 16 y 24
semanas POVX, que fueron tratadas con vehiculo, E> o prolame), en un esquema de
tratamiento subcronico (idéntico al reportado en Lemini et al 2013). Tres administraciones
30 minutos, 24 y 43 horas después de la pre-prueba de FST, ver Anexo 3). La evaluacion de
la conducta en la FST mostro6 que el efecto antidepresivo de E2 y prolame se produjo a las 3
y 8 semanas POV X. Dado que la expresion del RE se regula con el tratamiento de E2 y que
existe similitud con reportes previos sobre el efecto antidepresivo a diferentes TPOVX, es
posible que este efecto de E> y prolame esté correlacionado con un incremento en la expresion
de los subtipos del RE en ciertas areas del cerebro que tienen un papel importante en la
modulacion del estado de &nimo, como son hipocampo y corteza prefrontal (Barker y Galea,
2009; Jin, et al. 2005). Hasta el momento se desconoce si prolame puede regular la expresion

de los RE a y B3, y si tiene relacion con el efecto antidepresivo reportados para prolame.

Otra coincidencia en los datos previos es que tanto E> como prolame perdieron su efecto en
los TPOVX de 16 y 24 semanas. Esto sugiere que el efecto antidepresivo de estos estrogenos
se limita a un periodo posterior a la extraccion de los ovarios, por lo que es necesario conocer
si el TPOVX modifica la regulacion de las densidades de los RE por el tratamiento
estrogénico. Sin embargo, no se conoce la regulacion del RE por parte de Ez y prolame en

ratas con diferentes TPOVX, por lo que en este estudio se analizé dicha regulacion.

Dado que los RE estan implicados en la regulacién del efecto antidepresivo de E», es posible
que al estar presente este efecto se correlacione con un incremento en la expresion de los RE
en ciertas areas del cerebro que tienen un papel importante en la modulacion del estado de

animo, como son hipocampo y corteza prefrontal (Barker y Galea, 2009; Jin, et al. 2005)

2. Planteamiento del problema
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E> y prolame producen efectos antidepresivos similares en ratas adultas jovenes sometidas a
la FST, mostrando una disminucion en el tiempo de inmovilidad a TPOVX de 3 y 8 semanas.
De igual forma es conocido que los RE participan en el efecto antidepresivo de E> y prolame,
y es probable que los RE se encuentren en regiones cerebrales asociadas a depresion, tales
como hipocampo y corteza prefrontal. A su vez, se sabe que E> modula la expresion de estos
receptores en diferentes tejidos, entre ellos, los nucleos hipotalamicos. Sin embargo, se
desconoce si prolame también posee dicha capacidad. Por lo que en el presente trabajo se
determinara si la expresion de los RE en corteza prefrontal e hipocampo es regulada por E>
y prolame, y si tal regulacion se presenta a diferentes TPOVX (desde 3 semanas hasta 24

semanas).

3. Justificacién

Actualmente, la TRE implementada en mujeres adultas tiene efectos benéficos (disminucion
de bochornos, proteccion contra riesgo de osteoporosis) como adversos (trombosis, cancer
de mama o endometrio). Dado lo anterior, investigaciones recientes han buscado eliminar o
disminuir tales efectos adversos con el fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes que

reciben el tratamiento.

Una alternativa de la TRE es prolame, el cual se ha visto que muestra efecto antidepresivo al
igual que E> y propiedades anticoagulantes en ratones con dosis altas (1.21ug y 12.1 ug) que
E> no presenta, lo cual supondria una ventaja para disminuir los eventos tromboembolicos.
Por lo tanto, es importante analizar en un modelo animal de depresion la regulacién que
presenta prolame sobre algunos de sus sitios blanco, como son los receptores a estrégenos,

para determinar si su mecanismo de accion es similar al de Eo.

4. Hipotesis

Se sabe que Ez y prolame ejercen su efecto antidepresivo mediante los RE, por lo que se
espera observar una modulacion de su expresion a causa de la accion de los estrogenos; por
otra parte, prolame, al ser un aminoestrogeno que presenta una actividad estrogénica muy
similar a la de E> deberia incrementar la expresion de los RE ay B a las 3 y 8 semanas después

de la cirugia, ya que en pruebas conductuales previas se observé un efecto antidepresivo por
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parte de las hormonas en éstos tiempos, lo cual no ocurriria a las 16 y 24 semanas POV X.

5. Objetivos

Objetivo general

Estudiar el efecto de E> y prolame en la regulacion de la expresion de los RE oy  en un

modelo animal de menopausia y depresion.

Objetivos particulares

1. Evaluar la regulacion de la expresion de los RE ay B por prolame y E> en hipocampo
y corteza prefrontal de ratas con diferentes TPOVX (3, 8, 16 y 24 semanas) y
sometidas a FST.

2. Evaluar si la regulacion de la expresion de los RE o y B en ratas sometidas a FST se
modifica de acuerdo con los TPOVX de 3, 8, 16 y 24 semanas

3. Comparar las tasas de expresion de los RE oy B en hipocampo y corteza prefrontal
que resulten de los tratamientos de E> y de prolame, administrados en ratas con
diferentes TPOVX.

6. Materiales y Método

6.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembras adultas jovenes (tres meses de edad, aproximadamente
250 g de peso corporal al inicio del experimento) obtenidas del bioterio del Instituto Nacional
de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Muiiz”. Los animales se alojaron en grupos que se
encontraban en alojamientos de 5 ratas por caja, con ciclos de luz/oscuridad invertidos,
temperatura controlada y acceso a comida y agua ad libitum, en el bioterio del Instituto
Nacional de Psiquiatria “Ramoén de la Fuente Muiiiz”. El protocolo experimental fue
aprobado por el Comité de Etica del INPRFM, No. de aprobacién CEI/C/047/2017. El

manejo de los animales fue realizado de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999.
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6.2 Grupos experimentales

Las ratas fueron OV X bajo bajo anestesia con 2, 2 2 — Tribromoethanol a 0.2 gr/kg de rata,
mediante administracion intraperitoneal siguiendo un procedimiento standard para la
extraccion de los ovarios (Lemini, et al.;2013). Los animales fueron tratados con Ez y
prolame, y sometidos a FST para analizar del efecto de E> y prolame sobre la conducta de
inmovilidad.

Las hembras OV X se dividieron en 4 grupos independientes correspondientes a un TPOVX,
3, 8, 16 0 24 semanas. A partir de cada grupo se formaron 3 subgrupos de 6 ratas, que

recibieron alguno de los siguientes tratamientos:

1. Vehiculo: Ratas tratadas con aceite de maiz (1ml/kg).
2. E>: Ratas tratadas con E2 a 30 pg/kg.

3. Prolame: Ratas tratadas con prolame a 60 pg/kg.

La administracion de los tratamientos fue realizada via s.c. siguiendo un esquema de

administracion similar al previamente reportado (Lemini, et al.; 2013), ver Anexo 3.

6.3 Obtencion de muestras

Para la presente tesis se tomaron los cerebros de las ratas eutanizadas por decapitacion, los
cuales fueron almacenados a -80°C en un ultracongelador (REVCO Ultra-Low Temperature
Freezer, Thermo Fisher Scientific). Los cerebros fueron diseccionados empleando hielo seco
para evitar la desnaturalizacién de las proteinas y realizando los cortes de las regiones
cerebrales conforme a lo establecido en el Atlas The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates,
George Paxinos & Charles Watson (1986), se obtuvo el hipocampo y la corteza prefrontal

para su posterior procesamiento.

6.4 Extraccion de proteinas totales

Para la extraccion de proteinas totales se utilizd6 un buffer de lisis conocido como
Radioinmunoprecipitation assay buffer (Buffer RIPA que contiene Tris HCI 1M pH 7.2,

EDTA, Triton, Deoxicolato pH 11), al cual se disolvié una pastilla de inhibidores de
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proteasas (cOmplete Tablets mini EASY pack, ROCHE 1/10ml de buffer, ver Anexo 5) para
mantener la integridad de las proteinas. Se utilizé un equipo homogeneizador ultrasénico
OMNI SONIC ruptor 400, el cual mediante vibraciones de alta frecuencia (40 pulsaciones
de 1 minuto para hipocampo y 25 pulsaciones de 1 minuto para corteza prefontal con un 30%
de potencia) permitio la desintegracion del tejido, liberando asi las proteinas totales en la
muestra. Posteriormente las muestras permanecieron en reposo dentro del hielo durante 30
minutos aproximadamente para luego centrifugarlas a una temperatura de 4°C y 14000rpm
durante 25 minutos (Eppendorf Centrifuge 5424 R). De las muestras se obtuvo el
sobrenadante y se hicieron alicuotas que fueron almacenadas a -4°C para su posterior

cuantificacion.

6.5 Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion se emple6 un espectrofotometro de microplacas (Epoch Biotek
Instruments Inc. USA) que utiliza del programa Gen 5 2.05 para la lectura de las proteinas a
una longitud de onda de 280 nm, después se realizaron los calculos para conocer el volumen
de muestra que correspondiera a 100 pug de proteina, el cual fue depositado en un gel de

acrilamida con el que se realizo la electroforesis.

6.6 Western Blot

Electroforesis

Para poder detectar el RE oy 3 a nivel de la proteina en las muestras de hipocampo o corteza
prefrontal, las proteinas totales se separaron de acuerdo con su peso molecular (REo=54kDa
y REB=56kDa) por medio de electroforesis (Figura 11)

A la muestra de proteina, se le afiadié buffer laemmli en una relacion de 1:1, cargando en
total por cada carril 7ul de cada una de las muestras.

Utilizando un gel de poliacrilamida al 12% (ver Anexo 5) y aplicando un campo eléctrico
con un voltaje de entre 80-100V durante 2 horas se provocd que las proteinas migraran hacia
el polo positivo de acuerdo con su movilidad electroforética y mostrandose a lo largo del gel

como bandas (Figura 11); empleando un marcador de peso molecular para identificar las
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bandas que mostraban la posicion en el gel de las proteinas de interés (Precision Plus Protein

Dual Color Standars, ver Anexo 5).

Corriente eléctrica
Frente de migracion

Yy +

Figura 11. Electroforesis. Esquema representativo de la separacién de las proteinas de interés, las cuales
migran a lo largo del gel de poliacrilamida en funcién de su peso molecular y carga eléctrica.

6. 7 Transferencia del gel a la membrana

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (PVDF). El gel fue intercalado entre una membranay papeles filtro
a los extremos, tal como se muestra en la figura 12, los cuales estaban empapados de buffer
de transferencia 1x (Tris Base 25mM, Glicina 192mM, Metanol). Posteriormente fueron
sometidos al efecto de un campo eléctrico de 15V durante 1 hora y media en una cdmara de
transferencia semi-himeda (Trans-Blot, SD, BIORAD, USA) lo cual provocoé que las
proteinas de la muestra que se encontraban en el gel cargadas negativamente migraran hacia

el polo positivo hacia la membrana.
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Figura 12. Esquema del correcto montaje del gel de poliacrilamida y la membrana de PVDF dentro de la
céamara de transferencia.
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6.8 Inmunodeteccién

Para la identificacion de las proteinas de interés en la membrana se realizd una
inmunodeteccion indirecta.

Las membranas de PVDF fueron incubadas con una solucidon de bloqueo preparada con
solucidn salina con buffer de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés Phosphate-Buffered
Saline; que contiene NaCl, KCIl, NazHPOs, KH2PO4 pH 7.4) 1X y leche descremada
1.29/10ml, para evitar la union inespecifica de los anticuerpos con los poros de la membrana
que no contienen proteina unida. A continuacion, se incub6 durante 24h un anticuerpo
primario monoclonal anti-mouse especifico para REa (0.4pg/ml) y otro diferente para RE
(0.4pg/ml), (ver Anexo 5), los cuales detectaron ambas proteinas en la membrana; posterior
a ello se realizaron 3 lavados de 7 minutos c/u con PBS mas Tween al 0.1% para poder quitar
el exceso de anticuerpo de la membrana y posteriormente se incub6 durante 1 hora con un
anticuerpo secundario goat anti-mouse (0.04pg/ml) conjugado con peroxidasa de rébano
(HRP), el cual reconoce al anticuerpo primario acoplandose a él.

Por ultimo, las membranas fueron incubadas durante 1 minuto con luminol (Inmuno Cruz
Westering Blotting Luminol Reagent, USA. Ver Anexo 5) y colocadas en un
fotodocumentador (Molecular Imager Gel Doc XR+, Imaging System BIORAD) con lo que
las proteinas de interés unidas a los anticuerpos emitieron una sefial quimioluminiscente, la
cual fue capturada mediante la toma de fotografias.

El mismo procedimiento de inmunodeteccion se realizé para la proteina a-Tubulina que se
utilizé6 como control de carga, utilizando un anticuerpo primario monoclonal anti-mouse
especifico para esta proteina (ver Anexo 5) y un anticuerpo secundario goat anti-mouse

(0.04pg/ml), ver Anexo 5.

6.9 Analisis densitométrico
Una vez obtenido el registro fotografico de la inmunodeteccion se utilizo el programa Image
Lab 5.0 para realizar la seleccion de la banda que correspondia al REa (54 kDa), REB (56

kDa) y a-Tubulina (50 kDa) y realizar un anélisis densitométrico.
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6. 10 Anélisis estadistico

Una vez obtenidos los datos densitométricos se realizd una normalizacion del valor
densitométrico del RE/a-Tubulina; posteriormente los datos se emplearon para realizar un
andlisis de varianzas de dos vias (ANOVA) con una prueba post-hoc de Holm-Sidak para
realizar las comparaciones entre todos los grupos obtenidos, entre los tratamientos y los
TPOVX utilizados. Posteriormente se realizaron ANOVAs de 1 via para encontrar
diferencias significativas entre los grupos tratados con E> y prolame en funcion del TPOVX,
asi como la expresion de los RE en los TPOVX. Se considerd una diferencia estadisticamente

significativa cuando p<0.05.
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7. Resultados

El ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas en la expresion a nivel de la proteina
del REa en hipocampo, con el factor de tratamiento (F 2, 63=6.187; p=0.004) y con el factor
de TPOVX (F 3, 63=6.505; p<0.001), pero no en la interaccion de ambos factores (F 6,
63=2.205; p=0.054). El analisis post-hoc indico que le expresion de REa fue menor en los
TPOVX de 8 y 16 semanas (p=0.002 y p=0.007, respectivamente) en comparacion con el
TPOVX 3 semanas, también Prolame redujo significativamente la expresion del REa
comparado con el grupo tratado con vehiculo a las 3 semanas después de la cirugia, mientras
que con E> solo se observd un incremento en la expresion del receptor a las 8 semanas
comparado con el grupo de vehiculo. Mientras que en el caso de la expresion a nivel de la
proteina de REP en el hipocampo, el ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas
con el factor de tratamiento (F 2, 59=4.785; p=0.012) y con el factor de TPOVX (F 3,
59=15.949; p<0.001), pero no en la interaccion de los factores (F 6,59=0.795; p=0.578). El
analisis post-hoc mostro que la expresion del REB disminuyo significativamente a las 8 y 24
semanas al compararlo con el TPOVX de 3 semanas y a las 16 semanas se mostro un

incremento vs 8 semanas POV X.

Por otra parte, el anélisis de ANOVA de 2 vias de la expresion de la proteina de REa en la
corteza prefrontal, mostro diferencias significativas determinadas por el factor de TPOVX (F
3, 59=2.922; p=0.041) pero no por el factor de tratamiento (F 2, 59=1.199; p=0.309) ni por
la interaccidn entre los factores (F 6,59=0.785; p=0.586). El analisis post-hoc mostr6 que la
expresion del REa increment6 a las 24 semanas al compararlo con el TPOVX de 8 semanas.
Mientras que el ANOVA de 2 vias mostro diferencias en la expresion de la proteina del REB
determinadas por el factor de TPOVX (F 3,58=20.752; p<0.001), pero no por el tratamiento
(F 2, 58=0.444; p=0.644) ni la interaccion (F 6, 58=0.796; p=0.577) La prueba post-hoc
mostrd un incremento en la expresion del REP a las 8 semanas POV X al compararlo con la

expresion mostrada a los demas TPOVX.

Debido a que la interaccién entre los factores no muestra diferencias estadisticamente
significativas, y para poder determinar si E2 y prolame modificaron la expresion de los RE
en los distintos TPOVX en el hipocampo, se realizd un ANOVA de 1 via para tratar ambos

factores como independientes.
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7.1 Cambios en la expresion del REa en el hipocampo

En la figura 13 se observa una imagen representativa de los datos obtenidos a partir de la

inmunodeteccion del REa en hipocampo y su respectivo control de carga.

Variaciones de acuerdo con el TPOVX

El TPOVX influye en la modulacion de la expresion del REa en el grupo tratado con vehiculo
(F 3,20=6.848; p=0.002), ya que al TPOVX de 8 semanas (p=0.004) y 16 (0.014) disminuy0
significativamente la expresion de este receptor, respecto al tiempo de 3 semanas; sin que se
observaran cambios significativos a las 24 semanas. Se encontr6 una disminucion del 58% y

32% en los tiempos de 8 y 16 semanas, respecto a las 3 semanas.

Regulacion por tratamiento

El andlisis estadistico mediante ANOVA de una via mostr6 que el E2 solamente incrementd
la expresion del REa a las 8 semanas después de la cirugia (F 2,17=5.936; p=0.011), donde
se observa un incremento del 105% de expresion al compararlo con el grupo tratado con

vehiculo, mientras que prolame no produjo tal efecto (figura 14).
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Figura 13. Contenido de la proteina del REo en hipocampo. Se muestra una imagen representativa de la
expresion del REa del hipocampo de ratas adultas jovenes tratadas con vehiculo, E; y prolame (n=6), asi como

la expresion de a-Tubulina, la cual fue utilizada como control de carga.
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Figura 14. Efecto de E, y prolame sobre la expresion del REa en el hipocampo de ratas hembra AJ con 3, 8, 16
y 24 semanas POV X (n=6) y sometidas a FST, los resultados muestran la mediay el error estandar. *diferencias
significativas vs su respectivo grupo tratado con vehiculo; &diferencias significativas vs TPOVX 3sem, p<0.05

Otras diferencias significativas se encontraron entre a las 8 y 16 semanas entre E, y prolame, p<0.05.
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7.2 Cambios en la expresion del REf en hipocampo

En la figura 15 observamos una imagen representativa de los blots obtenidos por medio de
la técnica de Western Blot a partir de la inmunodeteccion del REB de hipocampo, mostrando
su respectivo control de carga.

Variaciones de acuerdo con el TPOVX

Se observo en los resultados obtenidos para el REP que el TPOVX influye en la expresion
del receptor en los grupos tratados con vehiculo (F 3,20=3.376; p=0.039), donde se muestra
una disminucion de la expresion a las 8 semanas (p=0.029), respecto a las 3 semanas después
de la cirugia. Sin mostrar diferencias significativas respecto a los demas TPOVX.

El patrén de la curva presentada por el RE es similar al presentado por el REa anteriormente,

sin embargo, la expresion total del REB fue menor que la mostrada por el REa.

Regulacién por tratamiento

El andlisis estadistico, mediante ANOVA de una via, permitié determinar el efecto de los
tratamientos sobre la expresion del RE( a los distintos TPOVX, mostrando que el tratamiento
con E> solamente incrementd la expresién del receptor a las 16 semanas POVX (F
2,15=5.086; p=0.021) en un 50.7% de expresion comparado con el grupo tratado con
vehiculo, sin observarse diferencias significativas en el grupo tratado con prolame (figura
16).
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Figura 15. Contenido de la proteina del REB en hipocampo. Se muestra una imagen representativa de la
expresion del RE del hipocampo de ratas adultas jovenes tratadas con vehiculo, E; y prolame (n=6), asi como

la expresion de a-Tubulina, la cual fue utilizada como control de carga.
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Figura 16. Efecto de E» y prolame sobre la expresion del REP en el hipocampo de ratas hembra AJ con 3, 8, 16
y 24 semanas POV X (n=6) y sometidas a FST, los resultados muestran la media y el error estandar. *diferencias
vs grupo tratado con vehiculo; ** diferencias vs TPOVX 3sem POV X; &diferencias significativas vs TPOVX

8sem, p<0.05. Otras diferencias significativas se encontraron entre a las 8 semanas entre E, y prolame, p<0.05.

7.3 Cambios en la expresion del REa en corteza prefrontal

La figura 17 muestra una imagen representativa de los blots obtenidos por medio de la técnica
de Western Blot a partir de la inmunodeteccién del REa y a-Tubulina en corteza prefrontal.

Variaciones de acuerdo con el TPOVX

El ANOVA de una via mostrd que el TPOVX no influye en la modulacion de la expresion
del REa en la region de corteza prefrontal. Sin embargo, es posible observar que los niveles
de expresion del REa en corteza prefrontal son menores a los observados para el mismo

receptor en la region de hipocampo (Figura 18).
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Variaciones por tratamiento

El ANOVA de una via no mostré un efecto de los tratamientos sobre la expresion del REa
en corteza prefrontal en los diferentes TPOVX. se encontrd una oscilacion de la expresion
del REa de entre el 76.77 al 152.73%, sin mostrar significancia entre los tratamientos al

compararlos con el grupo vehiculo (Figura 18).
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Figura 17. Contenido de la proteina del REa en corteza prefrontal. Se muestra una imagen representativa de la
expresion del REa de la corteza prefrontal de ratas adultas jovenes tratadas con vehiculo, E2 y prolame (n=6),

asi como la expresion de a-Tubulina, la cual fue utilizada como control de carga.
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Figura 18. Efecto de E, y prolame sobre la expresion del REa en corteza prefrontal de ratas hembra AJ a 3, 8,
16 y 24 POVX (n=6) y sometidas a FST, los resultados muestran la media y el error estandar.

7.4 Cambios en la expresion del REP en corteza prefrontal.
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La figura 19 muestra una imagen representativa de los blots obtenidos por medio de la técnica

de Western Blot a partir de la inmunodeteccion del REB y a-Tubulina en corteza prefrontal.

Variaciones de acuerdo con el TPOVX

Se observo en los resultados obtenidos para el REB que el TPOVX influye en la expresion
del receptor en los grupos tratados con vehiculo (F 3,19=11.399; p<0.001), mostrando un
incremento de la expresion a las 8 semanas, respecto a los TPOVX de 3 (p<0.001), 16
(p<0.001) y 24 (p=0.002) semanas.

Por otra parte, es posible observar una mayor tasa de expresion por parte del RE que del

REa en esta region de corteza prefrontal.

Variaciones por tratamiento

El ANOVA de una via no mostr6 un efecto de los tratamientos sobre la expresion del REB
de corteza prefrontal en los diferentes TPOVX, se observé una oscilacion de la expresion del
REa de entre el 59.19-148.36%, sin mostrar significancia entre los tratamientos al

compararlos con el grupo vehiculo (Figura 20).
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Figura 19. Contenido de la proteina del REP en corteza prefrontal. Se muestra una imagen representativa de la
expresion del RE de la corteza prefrontal de ratas adultas jévenes tratadas con vehiculo, E; y prolame (n=6),

asi como la expresion de o-Tubulina, la cual fue utilizada como control de carga.
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Figura 20. Efecto de E, y prolame sobre la expresion del RE( en corteza prefrontal de ratas hembra AJ a 3, 8,
16 y 24 POVX (n=6) y sometidas a FST, los resultados muestran la media y el error estdndar; & muestra

diferencias significativas vs 3, 16 y 24 semanas POV X, p<0.05.

7.5 Comparacion en las tasas de expresion de los receptores respecto a la

region disectada

Se realiz6 una estimacion del coeficiente de expresion expresado en porcentaje (%), por parte
de los receptores a los distintos TPOVX (3, 8, 16 y 24 semanas), asi como en los distintos
tratamientos utilizados de vehiculo, E2 y prolame. Se observé una mayor tasa de expresion
total de ambos receptores (REa + REP) en la region de hipocampo en comparacion con la

tasa de expresion mostrada en la region de corteza prefrontal.

Por otra parte, la tasa de expresion mostrada por el REa es mayor a la mostrada por el RE(
en esta misma region de hipocampo; mientras que en la region de corteza prefrontal ambos

receptores presentan una tasa de expresion muy similar (Tabla 2).
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Tabla 2. Tasa de expresion de los RE a y p en hipocampo y corteza prefrontal con

respecto a su tratamiento.

Hipocampo (%) Corteza prefrontal (%)

TPOVX 3s 8s 16s [24s| 3s 8s | 16s 24s

REa (%) 23.03 | 6.89 |10.41|17.4| 9.01 |17.3|135 8.87
> \Y,
REB (%) 1413 | 7.01 |10.31|10.9| 6.07 |23.7|11.2 9.7 e
REo= 57.67%, REB= 42.32%| REo=49.01%, REB= 50.98% h

Expresion total 2.41 1.53

15.34 |14.75]11.94|13.7| 16.7 |15.6(10.9 10.04

15.71 | 6.64 |13.25|8.44| 7.4 | 19 |13.1 5.06
REa= 55.8%, REB=44.16% | REa=53.2%, RER=46.7% QM=

2.83 1.67

16.79 | 7.06 [13.08| 16 | 9.77 |17.2|11.5 11.54

| 17.15 | 6.72 |14.73|8.77| 8.6 |22.1(15.3 5.88
REo= 52.8%, REB=47.2% REa= 48%, RER= 52%

1.78 15

Por otra parte, la influencia del TPOVX sobre el incremento/decremento de la expresion de
los RE que fueron regulados por E2 y prolame se resumen en la siguiente tabla donde se
resumen los cambios significativos de los resultados con cada factor en hipocampo y corteza

prefrontal:

Tabla 3. Influencia del TPOVX sobre la expresion de los RE a y p de hipocampo y
corteza prefrontal regulados por Ez y prolame.

Region Factores Expresiéon del REa | Expresion del RER

\ '

16 ¢ T Vs 8 sem
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(diferencias 24 sin cambios ¢

significativas vs 3

semanas)

E> 4 alas 8sem POVX 4 a las 16sem POVX

Prolame Sin diferencias Sin diferencias
‘TE TPOVX - -
c (diferencias T
o fP : . . .
= significativas vs 3 sin cambios sin cambios
o |
S semanas)
@
)
= Prolame Sin diferencias Sin diferencias
(@]
@)

8. Discusion

En el presente estudio se realizé un analisis del contenido de la proteina de los REa y B en
corteza prefrontal e hipocampo de ratas con TPOV X de 3, 8, 16 y 24 semanas para determinar
si E> y prolame, administradas de manea subcronica, presentan un efecto sobre la regulacion

de la expresion de ambos receptores, y si esta regulacion se mantiene a TPOV X mas largos.

En afios recientes ha cobrado importancia el estudio del papel que tiene el periodo en el que

se inicia la TRE en relacion con el tiempo de inicio de la menopausia sobre el efecto
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antidepresivo de los estrégenos. En este sentido, algunos estudios clinicos muestran que el
estado endocrino de las pacientes e incluso el tipo de estrogenos utilizados, es crucial para
observar el efecto benéfico de la TRE sobre los sintomas depresivos. El objetivo de estos
estudios fue determinar una “ventana de oportunidad terapéutica” para el inicio del
tratamiento con estrogenos en relacion al periodo perimenopadsico, proponiéndose que la
TRE es més efectiva si se administra en la fase de inicio de la perimenopausia que cuando se
prescribe varios afios después de la postmenopausia. En la rata se ha observado que el
envejecimiento reproductivo, alrededor de los 9-15 meses de edad, se inicia con una etapa
denominada estropausia, caracterizada por ciclos irregulares y niveles plasmaticos elevados
de estradiol, lo que conduce a los animales a “estacionarse” en la etapa de estro durante un
periodo largo. Y posteriormente entran en un periodo de diestro constante en el que los
niveles hormonales disminuyen definitivamente (Estrada-Camarena, 2012). Tomando en
cuenta lo anterior, los animales utilizados con los TPOVX de 3 y 8 corresponderian a
hembras jovenes, mientras que el de 16 y 24 semanas corresponderian a animales que
iniciaron la etapa de periestropausia. Debido a lo anterior mencionado seria importante
estudiar la influencia de la edad sobre el efecto tipo antidepresivo de E2 y prolame en
animales de mediana edad, los cuales se encontrarian en la etapa de estropausia. Por lo cual,
es importante realizar estudios en modelos animales que presenten una condicion analoga al
periodo de la perimenopausia en mujeres, como es el caso del modelo de menopausia
simulado en el presente trabajo con la OV X realizada a las ratas. Ademas, la FST es (til para
evaluar el posible efecto antidepresivo de los estrogenos, ya que induce una conducta
conocida como “desesperanza aprendida”, la cual es una condicion analoga a la depresion en

humanos.

Existe evidencia de que en TPOVX cortos ocurre una regulacion de la expresion de REa y
REP: después de 3 semanas POV X se ha observado una disminucién de la expresion de los
RE situados en la corteza y el hipocampo de las ratas (Jin, et al.; 2005). De manera similar
Malikov y colaboradores (2013) encontraron una regulacion positiva de la expresion del REa

y B por E2 en células cultivadas in vitro tomadas del hipotalamo de ratas adultas jovenes.

8.1 Influencia del tratamiento en la expresion de los RE
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Con respecto a los analisis realizados en hipocampo, fue posible observar una disminucién
en la expresion de la proteina del REa y 8 tratados con vehiculo a los diferentes intervalos
de TPOVX, se observo una disminucion significativa en la expresion del REa a las 8 y 16
semanas POV X vs 3 semanas; mientras que por parte del RE[ Unicamente se mostré una
disminucion significativa a las 8 semanas vs 3 semanas POVX. Lo cual demuestra que a
mayor intervalo de TPOVX ocurre una regulacion negativa de los RE, esto se relaciona con
reportes que muestran una disminucion en la transcripcion de los genes que codifican para
los RE como consecuencia de la OVX (Sarvari, et al., 2017). Opuesto a lo mostrado en
hipocampo, los RE en los grupos control de corteza prefrontal muestran un incremento en la
expresion de los RE en el tiempo subsecuente a las 3 semanas POVX, mostrando un
incremento significativo en la expresion del REP a las 8 semanas vs 3, 16 y 24 semanas.
Mientras que en el REa la expresion del receptor disminuy6 progresivamente sin llegar a

mostrar valores significativos.

En relacion al efecto de E» se observo un incremento en la expresion del REa en el
hipocampo de ratas con TPOVX de 8 semanas; lo que coincide con estudios en modelos
animales que describen un incremento de la regulacion de la expresion del REa en el nucleo
ventromedial del hipotdlamo de ratas hembra tratadas con E2 y/o progesterona (Xin Liu &
Haifei Shi, 2015). En otro estudio, se determiné el efecto de E», utilizando concentraciones
suprafisiologicas como fisioldgicas, sobre la expresion del REa en cultivos neuronales de
células obtenidas del nucleo ventromedial hipotalamico de ratas hembra Wistar adultas
jévenes gonadalmente intactas, donde se encontr6 que las mediciones de la
inmunofluorescencia del REa muestran un incremento en la expresion del receptor (Malikov,
et al.; 2013). También, se ha reportado una regulacion positiva de E> sobre los niveles del
ARNmM del REa en cultivos primarios neuronales provenientes de ratas Sprague Dawley
adultas con 3 semanas de TPOVX (Devidze, et al.; 2005).

Malikov et al.; (2013) menciond que el gen que codifica para el REa posee en su region
promotora dos ERE, en los cuales el complejo del receptor activado por su ligando se puede
unir de manera directa para regular la transcripcion de genes blanco, incluyendo su propio
receptor. Dado lo anteriormente mencionado, es posible explicar que la modulacion positiva

que se observa en el REa por E2 puede implicar una regulacion a nivel de la transcripcion del
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gen que posteriormente se refleje en un incremento en la expresion de la proteina. La
regulacion del REB en hipocampo por E2 mostro diferencias significativas en cuanto a sus
niveles de expresion Unicamente a las 16 semanas POV X. Contrario a lo propuesto en la
hipdtesis, en ambos RE so6lo se observé esta regulacion significativa a uno de los TPOVX,
ya que se esperaba un incremento en la expresion de ambos receptores con ambos
tratamientos y en TPOVX cortos, es decir, de 3 y 8 semanas; sin embargo, la falta de
diferencias significativas en la expresion del REB a las 3 y 8 semanas POV X, podria indicar
que este receptor participa en la regulacion de otras funciones en el hipocampo como son el
proceso de diferenciacion celular dependiente de estrégenos o en procesos antiproliferativos
(Rozenbaum, 2008). Por otra parte, Jin et al. (2005), encontraron que en las ratas Sprague-
Dawley adultas jovenes tratadas con valerato de E» (0.03 mg/dia) luego de 48 dias POV X se
observo un incremento en la expresion del REP tanto en hipocampo como en corteza

prefrontal.

Nuestros datos indican que el grupo con 8 y 16 semanas POV X tratado con prolame muestra
una disminucion significativa en el REa y REB en hipocampo vs el grupo tratado con E; asi
también es posible observar una tendencia por parte de la expresion de los RE tratados con
prolame, a disminuir su expresion con respecto al grupo control sin llegar a presentar valores
significativos (Tabla 2); esto coincide parcialmente con una regulacion a la baja en la
expresion del REo observado en ratas adultas jovenes OVX y tratadas con estrogenos

conjugados (Jin, et al.; 2005).

La funcién del RE también esta regulada por la fosforilacién, una vez que se une con el E,
siendo que esta fosforilacion permite la activacion de los RE y que a su vez promueve el
inicio de la actividad transcripcional, lo que se ve reflejado en un incremento del nivel de la
proteina. La fosforilacion del RE ocurre por la accion de varias cinasas para modular la
funcion del RE, incluyendo su interaccion con la cromatina, el reclutamiento de los
correguladores y la expresion génica (Anbalagan & Rowan, 2015). En nuestros resultados se
observa una regulacion positiva de la expresion del REa y RE por E», es probable que como
parte del mecanismo de accion clasico del RE se lleve a cabo el reclutamiento de moléculas
coactivadoras que promueven la transcripcion de genes blanco, lo cual se veria reflejado en

el incremento del nivel de expresion de la proteina (Xin Liu & Haifei Shi, 2015), es decir, el
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mismo receptor. Como se ha descrito con anterioridad la unién de los RE con su ligando
desencadena una serie de eventos intracelulares que finalizan en la inhibicion o el
favorecimiento de la transcripcion, en el caso de E> se observa un incremento en la expresion
de la proteina del REa lo que podria indicarnos la interaccion con coactivadores que

promuevan la transcripcion.

Es por esto, que seria importante el realizar un estudio que analice la actividad de
correguladores que estén participando en estas condiciones experimentales, como podrian
ser el coactivador SRC-1 y del correpresor N-CoR1 los cuales se ha reportado con
anterioridad que participan en la transcripcion de genes blanco interactuando con la
regulacion de ambos RE por parte de las hormonas. Estudios previos sobre la regulacion de
los correguladores implicados en la transcripcion de genes asociados a los RE, respaldan el
mecanismo molecular mediante el cual se inhibe la transcripcion del gen REa mediante la
interaccion entre un promotor y los correpresores N-CoR1y HDAC1, que ejercen un efecto
represivo sobre la cromatina (Amicis, et al.;2013); también se ha observado que la
fosforilacion del REa, mediada por el grupo de proteinas AKT, incrementa la union del
receptor con el ADN vy a su vez, incrementa su interaccion con los coactivadores SRC1 y

SRC3 en presencia de E2, promoviendo la transcripcion (Anbalagan & Rowan, 2015).

El efecto de E> y prolame sobre la regulacion de la expresion de los RE o y 8 no se observa
a las 24 semanas POVX, lo que sugeriria que el efecto sobre la expresion del receptor
Unicamente se presenta durante un periodo muy breve de tiempo en estas condiciones
experimentales de un tratamiento subcrénico de 3 inyecciones; lo cual coincide con estudios
realizados en modelos animales por Jin et al. (2005) donde se muestra una regulacion de los
receptores en corteza prefrontal e hipocampo en TPOVX cortos (3 semanas POV X), donde
también se sugiere que luego de un tiempo prolongado de supresion hormonal es probable
que el organismo ya se encuentra adaptado a esta falta de estrogenos provocando cambios en
la sensibilidad de los RE y provocando la disminucion de la actividad transcripcional.
Regiones cerebrales como corteza prefrontal e hipocampo son el blanco de tratamientos
antidepresivos, incluyendo a los estrogenos, siendo los RE un factor importante para que se
establezca este tipo de efecto; por lo que si la actividad transcripcional de los RE se ve
afectada esto podria explicar la pérdida del efecto (Jin et al.; 2005; Estrada-Camarena, 2012).
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De igual forma, es posible que como mencionan Jin et al. (2005) los diferentes estrogenos
utilizados en la TRE podrian tener diferentes efectos reguladores en la expresion de los
subtipos del RE, lo que en parte podria explicar, por qué se ha observado clinicamente que
diferentes compuestos estrogénicos presentan efectos distintos dependiendo del 6rgano
blanco, es por esto que para poder evitar un sesgo en los resultados, en estudios posteriores
seria necesario realizar grupos control en una region donde ya se hayan observado antes una

regulacion positiva con E2, como por ejemplo el nacleo ventromedial hipotaldmico.

Los resultados obtenidos con respecto a la regulacion de los RE por los tratamientos
hormonales no fueron los esperados, ya que no se observo una regulacion secuencial de los
RE, donde en la figura 14, por ejemplo, se observa una regulacién positiva por E> del REa a
las 8 semanas pero no a las 3 semanas, asi como en el caso del RE donde también se observa
un incremento en la expresion a las 16 semanas en el grupo tratado con E;, pero este efecto
no se muestra a las 3 y 8 semanas POV X (figura 16). Existe cierta tendencia mostrada en la
regulacion de los RE mostrada en ambas regiones cerebrales, sin embargo, estas no muestran
valores significativos por lo que podria ser pertinente realizar alguna prueba empleando la
técnica de inmunohistoquimica o inmunofluorescencia para poder detectar la presencia de

ambos RE en las muestras de tejido.

8.2 Influencia del TPOVX en la expresion de los RE

Al observar los resultados obtenidos de los diferentes TPOVX independientes del
tratamiento, fue posible observar tanto en hipocampo como en corteza prefrontal que existe
una influencia de la OVX sobre la expresion de los RE a y . Se tiene evidencia de que en
ratas de mediana edad, analizadas 5 semanas después de la ovariectomia presentan una
disminucion en la transcripcion del gen Esrl, el cual codifica para el REa y se refleja en una

disminucion del ARNm del propio receptor (Sarvari, et al.;2017).

La OVX es un modelo que pretende simular la condicion enddcrina que se presenta durante
la menopausia en mujeres, donde la disminucion de estrégenos se ve reflejada en el contenido

de la proteina de los RE (Estrada-Camarena et al.; 2011), lo cual podemos observarlo en el
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grupo tratado con vehiculo donde se observa una disminucion de los niveles de expresion del

REa a las 16 semanas comparado con el TPOVX inicial de 3 semanas en hipocampo.

Reportes anteriores también indican que la OV X provoca la disminucion de la expresion de
los REa y REP en corteza e hipocampo con 48 dias POVX (Jin et al.; 2005); por lo que es
probable que la regulacion de las hormonas E> y prolame por los receptores se vea afectada
por el factor de la OVX, lo cual disminuiria la expresion de los receptores, hasta llegar a un

punto donde la expresion sera similar a la del control 0 un poco menor a esta.

Los resultados obtenidos de corteza prefrontal podemos observar un incremento significativo
del REP a las 8 semanas posteriores a la cirugia, esto podria haber sido resultado de la
activacion de algunos mecanismos de regulacion que intentaran compensar la falta de
hormona por la OV X, otra posible explicacién es la regulacion del receptor por medio de una
via de sefializacion alterna, como un mecanismo de sefializacion no clasico o no genémico,
donde estos mecanismos se basan en la activacion de la expresion génica por RE que no se

unen directamente al ADN.

Otra via potencialmente importante de la accion del estrogeno estd constituida por los
Ilamados efectos no gendmicos muy rapidos de ciertos ligandos. Como, por ejemplo, en las
celulas endoteliales, donde los efectos de membrana mediados por E. conducen a la
activacion secuencial de moléculas como ras, raf, y otras cinasas desencadenando la
activacion de la via de sefializacion de las MAP cinasas. Se ha sugerido que esto conduce a
la activacion de la sintetasa de 6xido nitrico endotelial y a la liberacion de 6xido nitrico. En
las neuronas, los efectos de la membrana del estrogeno conducen a la estimulacion de src,
ras, MEK y MAPK, lo que resulta en un incremento de la neuroproteccion, a su vez los
efectos del estrégeno pueden estar involucrados en el control de la apoptosis, la proliferacién

celular y la diferenciacién (Nilsson, et al., 2001)

Los complejos RE actlan a través de interacciones proteina-proteina con otros factores de

transcripcion y elementos de respuesta (Fuentes & Silveyra, 2019). De manera que la
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sefializacion indirecta de estrogenos influye en la activacion o supresion de la expresion
génica diana como la union del RE con factores de transcripcion (Spl o AP1) que promuevan
la transcripcion de genes blanco o la inhibicion de la misma por medio de la union con
proteinas como NFkB (Nilsson, et al.;2001).

Existen reportes clinicos que indican la existencia de mecanismos compensatorios asociados
a la edad, los cuales se han observado durante la etapa del envejecimiento cerebral que
conlleva la pérdida de funciones en los distintos ejes de modulacion y la falta de estrogeno,
en el caso de las hembras (Shin-Lei, et al.; 2014); la presencia de estos mecanismos de
compensacion podria ser una posible explicacion para el incremento observado en el REB en
corteza prefrontal a las 8 semanas POV X, ya que, como también se ha mencionado, existen
periodos de acoplamiento a la falta de estrogeno durante la etapa de supresion hormonal
(Estrada-Camarena, 2012). Es posible que como consecuencia de estos mecanismos de
compensacion se haya promovido la sobreexpresién de los RE con la finalidad de captar toda

la hormona disponible en ese momento.

8.3 Diferencias en la regulacion de los RE, respecto a la region cerebral
analizada

Tal como se observa en la Tabla 2 en el grupo tratado con vehiculo, el REa presenta un
coeficiente de expresion mas alto que el del REB en hipocampo, es probable que el REa
presente un mayor protagonismo en la regulacion de funciones en esta region que el REf;
contrario a lo que ocurre en corteza prefrontal donde ambos receptores tienen un coeficiente
de expresion similar.

Mientras que en el grupo tratado con E> se observo un mayor coeficiente de expresion por
parte del REa que el mostrado por el REP, esto contrasta con lo demostrado anteriormente
por Jin, et al.; (2005) donde se indica que la regulacion de los RE por E> esta mediada
mayormente por el REP. Otras investigaciones han afirmado que E: interviene en la
regulacién transcripcional de ambos RE en cultivos neuronales de hipotalamo (Malikov, et

al.; 2013), pero esta regulacion podria ser dependiente de la region.

54



La aseveracion anterior podria verse reforzada al observar en la Tabla 2 los resultados
obtenidos del grupo tratado con prolame, donde se aprecia en hipocampo una mayor tasa de
expresion por parte del REa, mientras que en corteza prefrontal se muestra una tasa de
expresion muy similar en ambos RE. Dado lo anterior podriamos concluir que, tal como
afirma Malikov, et al.; (2013), la regulacién particular de las funciones establecidas en las
distintas regiones cerebrales y dadas por los RE dependen del nivel de expresion de estos y

del contexto hormonal.

Por Gltimo, los datos conductuales del laboratorio demuestran un cese del efecto tipo
antidepresivo presentado por E2 a las 16 y 24 semanas POV X, coincidiendo parcialmente
con los resultados obtenidos ya que en el REa se muestra una regulacion significativa de la
expresion a las 8 semanas y en el REP a las 16 semanas POV X; sin llegar a observarse esta
regulacion significativa a las 24 semanas en ninguno de los dos RE en hipocampo y corteza
prefrontal. De igual forma, concuerda con lo reportado por Estrada-Camarena et al. (2011)
donde los resultados de dicho estudio mostraron una variacion en la conducta dependiente
del compuesto estrogénico empleado y el TPOVX al cual se probaron, ya que el cese del
efecto tipo antidepresivo por parte de E; en ratas adultas jovenes sometidas a la FST se mostro
al emplear cualquiera de las dosis de la hormona a las 12 semanas POVX, dado lo cual se
planted la posibilidad de que luego de una disminucion de E a largo plazo inducida por la
OVX, haya cambios en los RE cerebrales que podrian influir en el efecto tipo antidepresiva
de E». Este estudio también mostré que las ratas con TPOVX largos no muestran una

respuesta antidepresiva ante los tratamientos con E> ya sean de forma aguda o cronica.

Los resultados obtenidos en cuanto a la regulacion de los RE en ambas regiones cerebrales
de corteza prefrontal e hipocampo fueron realizados como una posible aproximacion para
poder confirmar si esta regulacion de los receptores por las hormonas explicaba el efecto
antidepresivo mostrado por anterioridad (Hernandez-Hernandez, en proceso de publicacion).
Sin embargo, estos resultados no son concluyentes, ya que la regulacion observada no puede
atribuirse a un patrén o direccionalidad del efecto de las hormonas debido a que las pruebas
estadisticas no muestran una significancia a pesar de que en algunas de los grupos se observa
una regulacion por parte de los tratamientos. Ya que en términos generales, si se observa una

regulacion positiva, pero esta no se observa probablemente por algunos factores que
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interfieren con la claridad de los resultados, esto puede deberse a que se muestran errores
estandar muy grandes y habria que limpiar mas los resultados asi como tener otros duplicados
que nos confirmen que las proteinas no se degradaron durante el procedimiento o que no
hubo contaminacion de algun tipo, también seria importante realizar controles sin nado para
poder descartar el que los resultados se vean alterados por la presencia de glucocorticoides o
estrés en las ratas. También, es necesario realizar experimentos con otras muestras para lograr
identificar la regulacion positiva de los RE, la cual ya se ha observado en el hipotalamo por
lo que seria ideal el realizar un grupo control en estructuras como el nucleo ventromedial del
hipotdlamo, donde ya se ha observado el incremento de la expresion de los RE por E> la cual

también deberia observarse en corteza prefrontal e hipocampo.

9. Conclusiones

1. El TPOVX ejerce un efecto negativo sobre la expresion de los RE a y B, ya que su
expresion disminuird conforme el TPOVX sea mayor, alcanzando un nivel de

expresion similar al del control.

2. E> regula positivamente, en el hipocampo, la expresion del REo a las 8 semanas y del
RER a las 16 semanas POV X, esta regulacidn no es observable a las 3 y 24 semanas
POVX.

3. Prolame no regula la expresion de los RE a y B.
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4. Existe una regulacion diferencial de los RE entre las regiones cerebrales por parte de
E», donde la mayor tasa de expresion de ambos RE se observa en el hipocampo de
ratas OVX.

5. El REa presenta una tasa de expresion mayor a la del REB en hipocampo.

10. Perspectivas

e Es necesario considerar grupos controles que no sean sometidos a la FST, de forma
que el factor del estrés provocado por la prueba sea eliminado como una variable no

controlada.

e Una de las limitantes de este trabajo fue la edad de las ratas empleadas, donde el
envejecimiento de los 6rganos no fue un factor a considerar; es por esto que seria
importante el realizar un estudio con hembras de mediana edad para poder identificar

la influencia de la edad en estas condiciones experimentales.
e Determinar si algunos de los correguladores estan implicados en la regulacion de lo

RE, asi como algunos factores como el Factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF).
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e Analizar la expresion de los RE en una regién cerebral, como el nucleo ventromedial
hipotalamico, donde ya se ha establecido una regulacion positiva de la expresion de

los RE por Eo.

11. Anexos

1) Indice de abreviaturas

Factor neurotréfico derivado del cerebro BDNF
Dexametasona Dex
Desipramina DMI
17B-estradiol o Estradiol E.
Etinil estradiol EE,
Fluoxetina FLX
Hormona foliculo estimulante FSH
Prueba de nado forzado FST
Hormona reguladora de gonadotropinas GnRH
Eje hipotlamo-hipofisis-adrenal HHA
Peroxidasa de rabano HRP
Hormona Luteinizante LH
Ovariectomia OoVvX
Post-ovariectomia POVX
Receptor de estrégenos a y REay B
Tiempo post-ovariectomia TPOVX
Terapia de reemplazo estrogénico TRE
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2) Relacion entre PM de la proteina de interés con % de gel

Tamarfo de proteina (kDa) Porcentaje de acrilamida del gel
4-40 20%
12-45 15%
10-70 12%
15-100 10%
25-200 8%

3) Metodologia: Esquema de tratamiento
Esquema de administracion de tratamiento

Preprueba EST
FST S5min
15min .
Inyecciones

1ra 2da 3ra

0 30min 24h 43h 48h

Esquema de administracion de tratamiento de acuerdo con su respectivo grupo
Vehiculo, E2 o prolame; los cuales fueron administrados por medio de 3 inyecciones a
los 30 minutos, 24 y 43 horas después de la pre-prueba de FST.

4) Soluciones
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Phosphate-Buffered saline (PBS 1X)
NaCl = 8gr

KCIl = 0.2gr

Na;HPO4 = 1.44gr

KH2PO4 = 0.24gr

Ajustar pH 7.4 y aforar con agua miliQ a 1L

Solucién de bloqueo
Leche en polvo descremada (Svelty) = 1.2gr
Disolver en 12ml de PBS 1X

*12ml de solucion de bloqueo para cada membrana

Buffer de Corrida 1X
Tris Base = 3.03gr

Glicina = 14.4qr

SDS = 1gr

Ajustar pH 8.3 y aforar a 1L

Radioinmunoprecipitation assay buffer (Buffer RIPA)

Tris HCI 1M pH 7.2 tomar 0.75ml
EDTA 0.5M pH 8 tomar 0.15ml
Triton 100x tomar 0.15ml
Deoxicolato pH 11 tomar 3ml
Agua miliQ tomar 5.5 ml

1 pastilla de inhibidores de proteasas por cada 10ml de Buffer
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Buffer de Transferencia
Tris Base 25mM tomar 3.03g
Glicina 192mM tomar 14.4g
Metanol tomar 200ml

Aforar a 1L con agua destilada

5) Reactivos

Reactivo Marca Descripcion No. Lote No. de
catalogo
Anticuerpo A0318 sc-71064
REa Santa Cruz monoclonal
Anticuerpo Biotechnology anti-mouse, J1217 sc-53494
RER
Anticuerpo SIGMA monoclonal | 083M4847V T6074
a-Tubulina Company anti-mouse
Anticuerpo 2° Santa Cruz goat anti- HO0415 sc-2005
Biotechnology mouse
Santa Cruz Western
Luminol Biotechnology | blotting luminol D0512 sc- 2048
reagent
Pastilla que REF
cOmplete Hoffmann-La | contiene coctel | 11914200 | 04693124001
Tablets mini Roche de inhibidores
EASY pack de proteasas
(pronasa,
thermolysina,
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qguimiotrypsina,
papaina)

Precision Plus
Protein
Dual Color
Standars

BIORAD

Marcador de
peso
molecular

350002463

161-0394
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