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RESUMEN

La desregulacién del eje hipotdlmo-pituitaria-adrenal (HPA), principal sistema de control de
la respuesta al estrés en el organismo, es una alteracion clave en los desordenes relacionados
con el estrés (DRE), como la depresion, los desoérdenes de ansiedad y las enfermedades
cardiovasculares y metabélicas, entre otros. Se cree que el estrés cronico representa un factor
clave en el desarrollo de la disfuncidén endocrina, la cual se caracteriza principalmente por la
secrecion exacerbada de las hormonas glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona
[CORT] en roedores). Por otro lado, se ha documentado que la administraciéon crénica de
glucocorticoides induce alteraciones similares a las observadas bajo condiciones de estrés
crénico. Recientemente, nuestro grupo demostré que la exposiciéon repetida a estrés por
restricciéon de movimiento en ratas (20 min/dia durante 14 dias) induce un estado de estrés
cronico caracterizado por hipersecrecién de CORT y disminuciéon de la secrecién de la
hormona adrenocorticotropica (ACTH) en respuesta al estrés agudo por restriccion de
movimiento. La secrecion de CORT bajo tales condiciones es mediada por receptores a la
serotonina (5-HT) del tipo 5-HT7, cuya expresién aumenté marcadamente en las glandulas
adrenales, aparentemente a nivel de la corteza, con respecto de lo observado en animales
control. En concordancia con estas observaciones, existen datos clinicos que indican que en
tumores adrenales humanos hipersecretores de glucocorticoides, la elevada produccién de
estas hormonas se asocia con la expresion ectopica de receptores 5-HT7 en la corteza adrenal
y una elevada potencia de la 5-HT para estimular su secrecién via la activacién de dichos
receptores. Con base en lo anterior, planteamos la hipétesis de que la exposicion cronica a
niveles elevados de glucocorticoides promueve la expresion de mecanismos ectdpicos
adrenocorticales hiperproductores de glucocorticoides los cuales son independientes, al
menos en parte, de la secrecion de ACTH. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
investigar el efecto de un tratamiento créonico de CORT (50 mg/kg/dia durante 14 dias) en
ratas sobre 1) la inmunoreactividad a los receptores 5-HT7 (IR-5-HT7) y a la 5-HT (IR-5-HT)
en las glandulas adrenales; 2) la cantidad de proteina de los receptores 5-HT7 en las glandulas
adrenales; y 3) los niveles circulantes de ACTH y CORT en ausencia y presencia de estrés
agudo. Dos grupos de ratas Wistar macho (180 a 220 g de peso corporal) recibieron
tratamiento crénico con vehiculo (VEH; 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina al 20%; 1 ml/kg, s.c.)
y CORT (50 mg/kg, s.c.), respectivamente, durante 14 dias. Un dia después de finalizados los

tratamientos (dia 15), los animales de ambos grupos fueron subdivididos para: a) ser
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perfundidos con paraformaldehido al 4% via la aorta ascendente para la realizacion posterior
de ensayos de inmunohistoquimica contra los receptores 5-HT7 y la 5-HT en cortes de las
glandulas adrenales; y b) ser decapitados sin tratamiento adicional alguno (0 min) o
inmediatamente después de recibir una sesion de estrés agudo por restriccién de movimiento
durante 10 y 30 min para la obtenciéon de muestras de sangre del tronco y determinaciéon
posterior de los niveles de ACTH y CORT mediante kits de inmunoensayo (Elisa); las glandulas
adrenales y el timo fueron extraidos para medir su peso, sirviendo las primeras para
determinar la proteina de los receptores 5-HT; mediante ensayos de Western blot. El
tratamiento crénico con CORT, a diferencia del VEH, produjo involucién del timo asi como una
reduccion significativa de la ganancia de peso corporal; sin embargo, a diferencia del estrés
cronico, este tratamiento produjo involuciéon de las glandulas adrenales. En concordancia
relativa con lo reportado en animales sometidos a estrés crénico, la exposicién crénica a
niveles elevados de CORT produjo un aumento moderado de la IR-5-HT7 y la IR-5-HT en la
corteza de las glandulas adrenales; el aumento de la expresion de receptores 5-HT7 en las
glandulas adrenales fue confirmado por Western blot. Asi mismo, el tratamiento crénico con
CORT produjo una reduccion significativa de los niveles circulantes de ACTH solamente en el
grupo que recibio estrés agudo por restriccién de movimiento durante 10 min; en los otros 2
grupos (0 y 30 min) se observé una tendencia a la baja como resultado del tratamiento con
CORT. En cuanto a la secrecion de CORT sin embargo, no se observd cambio alguno entre los
tratamientos (VEH y CORT), excepto en el grupo sin estrés agudo (0 min) en el que los niveles
de CORT fueron significativamente mayores en el grupo que recibi6 CORT, posiblemente
como resultado de la dltima inyeccion del glucocorticoide el dia anterior. Tomados en su
conjunto, los resultados del presente trabajo dan cierto soporte a la hipdtesis de que las
alteraciones hormonales (ACTH y CORT) producidas por el estrés crénico, las cuales parecen
ser causadas por la sobre expresién de receptores 5-HT7 y el aumento de los niveles de 5-HT a
nivel de la corteza adrenal, son dependientes de los glucocorticoides. Excepto en el caso de la
hipertrofia de las glandulas adrenales, las alteraciones somatométricas producidas por el
estrés cronico (involucidn del timo y reduccién de la ganancia de peso corporal) parecen ser

dependientes de los glucocorticoides.
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ABSTRACT

Dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, which is the major stress
response system of the body, is a common feature of stress-related disorders including
affective diseases such as depression and anxiety, and systemic pathologies such as arterial
hypertension and type Il diabetes, among others. It is believed that chronic stress may play a
key role in the development of endocrine dysfunction, which involves abnormal secretion of
glucocorticoids (cortisol in humans and corticosterone [CORT] in rodents). It has also been
documented that chronic administration of glucocorticoids induces a number of alterations
closely resembling those observed in chronic stress conditions. Recently, we reported that
chronic restraint stress (CRS) in rats (20 in/day for 14 days) induces a chronic stress state
characterized by increased CORT secretion and decreased adrenocorticotropic hormone
(ACTH) secretion in response to acute stress. Under these conditions, CORT release appears to
be mediated by serotonin (5-HT) 5-HT; receptors as acute stress-induced secretion of this
hormone was restored to that observed in control animals by pretreatment with a selective 5-
HT7 receptor antagonist. In addition, expression of 5-HT7 receptors increased markedly in the
cortex of adrenal glands with respect to that observed in control animals; similarly, 5-HT
immunoreactivity in the adrenal cortex as well as 5-HT levels in whole AGs increased
significantly with respect to corresponding measurements in control tissues. Remarkably,
clinical data have reported ectopic expression of 5-HT7 receptors in the cortex of cortisol
hypersecreting adrenal adenomas and ACTH-independent macronodular adrenal
hyperplasias in humans. Interestingly, 5-HT exhibits a high potency to evoke cortisol
secretion in these tissues via activation of 5-HT; receptors. On the basis of the above, we
hypothesized that increased expression of adrenocortical 5-HT7 receptors and 5-HT levels in
the adrenal glands as well as the endocrine changes observed in chronically stressed animals
are glucocorticoid-dependent. Therefore, the aim of the present work was to investigate the
effect of a chronic treatment with high doses of CORT in rats on 1) 5-HT7 receptor-like
immunoreactivity (5-HT7-RLI) and protein and 5-HT-like immunoreactivity (5-HT-LI) in the
adrenal cortex; and 2) the endocrine response (ACTH y CORT) induced by acute restraint
stress (0, 10 and 30 min). Two groups of male Wistar rats received a chronic treatment with
vehicle (VEH; 1 ml/kg, s.c.) and CORT (50 mg/kg, s.c.), respectively, for 14 days. One day after
completion of treatments (on day 15), animals from each group were subdivided into two

subgroups for: a) perfusion with 4% paraformaldehyde via the ascending aorta and
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subsequent performance of immunohistochemistry assays for 5-HT7 receptors and 5-HT in
the adrenal glands sections; and b) decapitation with no additional treatment (0 min) or
immediately after an acute restraint stress session for 10 and 30 min in order to obtain trunk
blood samples for measurement of ACTH and CORT levels by comercially available
immunoassay kits (Elisa); adrenal glands and thymus were obtained, weighted and, in the
case of the former, used for Western blot assays to measure the amount of 5-HT7 receptor
protein. chronic CORT treatment, unlike VEH, induced thymus involution and a significant
reduction of body weight gain; nonetheless, unlike CRS, CORT treatment produced involution
of adrenal glands. In support of our hypothesis, chronic CORT treatment induced a modest
increase of 5-HT7-RLI and 5-HT-LI in the adrenal cortex concomitant with an increase in the
amount of 5-HT7 receptor protein in whole adrenal glands. The magnitude of the above
changes in 5-HT7-LI and 5-HT-LI however was clearly lower as compared to that of CRS.
Chronic CORT treatment on the other hand led to magnified restraint-induced ACTH secretion
at 10 min of restraint only; a tred toward a decrease was noticed at 0 and 30 min of restraint.
In the case of CORT secretion, CORT treatment produced ni change of restraint-induced
secretion (10 and 30 min) but led to a significant increased of CORT levels at baseline levels (0
min). The present data suggest that chronic stress-induced adrenocortical changes underlying
hypercorticolemia (i.e. increase of 5-HT; receptors and 5-HT) and acute restraint-induced

ACTH (but not CORT) secretion are partly dependent on glucocorticoids.
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INTRODUCCION

Se conoce como estrés al conjunto de respuestas que el organismo genera cuando su
equilibrio se encuentra amenazado o cuando existe la percepcién de que asi es. Para hacer
frente a la adversidad el organismo cuenta con una serie de recursos que incluyen al eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) que, al ser activado, promueve la liberacion de diversos
mediadores (hormonas, neurotransmisores, factores de crecimiento y citosinas, entre otros),
cuya funcién es iniciar una serie de respuestas destinadas a reestablecer la homedstasis
(Chrousos, 2009). Sin embargo, la activacion repetitiva del eje HPA por periodos prolongados
de tiempo ocasiona una desregulacién en su funcionamiento lo que conlleva a una serie de
alteraciones y patologias conocidos como desdérdenes relacionados con el estrés (DRE)
(Nieuwenhuijsen y col, 2010). Entre estos destacan los desérdenes afectivos (como la
depresién, la ansiedad, el trastorno obsesivo compulsivo y la anorexia nervosa), los
desordenes metabdlicos (como la obesidad, la diabetes tipo 2 y la hipertensién arterial), asi
como la osteoporosis, las deficiencias inmunitarias y las cardiopatias, entre otros (Chrousos,

2000,2009).

Los DRE presentan como caracteristica comtn una disfuncién endocrina que consiste en la
secrecion anormal de hormonas glucocorticoides, sustancias con la capacidad de alterar la
transcripcién de mas de doscientos genes (Tokarski y col, 2009), lo cual podria representar a
su vez el sustrato de las alteraciones genéticas propias de cada padecimiento. Tanto en la
practica clinica como en estudios animales se ha reportado que la disfuncién endocrina en
estados relacionados con el estrés créonico puede involucrar una disociacion entre la secrecion
de glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona [CORT] en roedores) y la secrecion
de su precursor, la hormona adrenocorticotropica (ACTH) (Bornstein y col., 2008; Garcia-
Iglesias y col,, 2013; Louiset y col., 2006). Tales observaciones han sugerido la existencia de
vias alternas de produccion de glucocorticoides, las cuales podrian operar de manera
independiente a la secrecion de ACTH via mecanismos que parecen involucrar a los sistemas

nervioso e inmune, entre otros (Bornstein y Chrousos, 1999).

Se sabe que la 5-HT ejerce una funcién reguladora sobre el eje HPA a través de la

estimulacidn de la liberacién de CRF y ACTH. Si bien no se sabe con certeza cuales son los



tipos de receptores involucrados en este mecanismo, los resultados de diversos estudios

sugieren la

participacién de los receptores 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT2c y 5-HT7 (Jergensen y col., 1999; Pan y
Gilbert, 1992; Garcia-Iglesias y col., 2013).

Recientemente, nuestro grupo reportd que la exposicién a estrés crdénico por restriccion de
movimiento (restricciéon de movimiento; 20 min/dia, durante 14 dias) produce un aumento
significativo de la secreciéon de CORT inducida por estrés agudo, el cual se vio abolido por el
tratamiento con un antagonista de los receptores 5-HT; (Garcia-Iglesias y col, 2013).
Asimismo, los animales con historial de estrés crénico presentaron un aumento de la
inmunorreactividad a los receptores 5-HT7 (IR-5-HT7) y a la 5-HT (IR-5-HT) en la corteza de
las glandulas adrenales, siendo el aumento de la expresion de los receptores 5-HT7 y de los
niveles de 5-HT en las glandulas adrenales confirmado por Western blot y HPLC,
respectivamente (Garcia-Iglesias y col, 2013). En concordancia con estas observaciones,
estudios clinicos han demostrado que la expresion ectépica de receptores 5-HT7 en la corteza
adrenal en tumores adrenales humanos se relacionada con elevados niveles circulantes de
cortisol (Louiset y col., 2006). No obstante de que estos cambios a nivel de las glandulas
adrenales son sugerentes de una estrecha relacidn entre el estrés crénico, la expresion de
receptores 5-HT7 adrenocorticales y el desarrollo de la hipercorticolemia en los DRE, a la

fecha se desconoce si tales alteraciones son dependientes de los glucocorticoides.

Desde el punto de vista experimental, la administracién créonica de CORT busca emular la
liberaciéon exacerbada de glucocorticoides ocurrida durante el estrés crénico. Diversos
estudios han demostrado la capacidad de los glucocorticoides, administrados en forma de
tratamiento cronico, para promover afectaciones observadas en padecimientos como la
depresion o la esquizofrenia, los cuales se asocian con niveles elevados de estas hormonas en
el organismo (Czyrak y col.,, 2003; Fernandes y col., 1997). Sin embargo, a la fecha no se ha
explorado el efecto de dicho tratamiento sobre los mecanismos adrenocorticales involucrados
en la secrecidn de glucocorticoides. En particular, se desconoce el efecto de la administracion
cronica de glucocorticoides sobre la expresidn de receptores 5-HT7 y sobre los niveles de 5-
HT en la corteza adrenal, siendo ambos posiblemente participantes criticos en el control de la
secrecion de glucocorticoides durante el estrés cronico (Garcia-Iglesias y col,, 2013; Terron,

2014).



Con base en lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo fundamental analizar el
efecto de un tratamiento crénico con CORT sobre la cantidad y distribucién de los receptores
5-HT7 y la 5-HT en las gldndulas adrenales, y sobre la respuesta endécrina (ACTH y CORT)
inducida por la exposicién a estrés agudo en ratas, La finalidad fue determinar si los
glucocorticoides son responsables, al menos en parte, de las alteraciones adrenocorticales y
endocrinas observadas previamente en animales con historial de estrés cronico (Garcia-

Iglesias y col., 2013).



ANTECEDENTES GENERALES

Estrés

Para que el organismo funcione de manera adecuada, una infinidad de parametros deben ser
controlados y mantenidos dentro de los limites fisiolégicos normales. La presion arterial, el
pH sanguineo, la temperatura corporal y los niveles hormonales, entre muchas otras
variables, se regulan a través de complejos sistemas biolégicos cuyo objetivo es mantener al
organismo en equilibrio, es decir, proporcionar a todas y cada una de las células que lo
componen, las condiciones éptimas para realizar sus funciones de manera adecuada. A este
equilibrio se le conoce como homedstasis. Sin embargo, existen diversas situaciones en las que
la homeostasis se ve alterada, ya sea por razones fisioldgicas o psicolégicas, como pueden ser
una enfermedad, una herida, cambios en las condiciones meteorolégicas, presion laboral o
dificultades en las relaciones sociales. Asi pues, el estrés, del latin “stringere”, y cuyo
significado es apretar u oprimir, se define como un estado en el que el equilibrio del
organismo es amenazado, o existe la percepciéon de que asi ocurre. Los estresores son los

factores que producen la alteracion de la homeostasis.

Con la finalidad de contrarrestar el estrés y recuperar el estado de equilibrio, el organismo
genera una serie de respuestas adaptativas que haran frente a la situacion adversa. Aunque
dichas respuestas incluyen cambios a nivel nervioso, hormonal e inmunitario, entre otros, no
significa que resulten nocivas, pues gracias a ellas, las diferentes especies animales han
podido evolucionar para adecuarse al medio ambiente que les rodea. Dependiendo de la
intensidad del estresor y de su duracion, asi como de la susceptibilidad del individuo, puede
lograrse una adaptacidon adecuada o deficiente. Para ejemplificar esta idea, la Figura 1 muestra
una curva con forma de U invertida, en la cual se observa que a determinado nivel de
actividad del sistema homeostatico, se logra un estado 6ptimo en el equilibrio corporal
(eustasis); sin embargo, una respuesta excesiva o deficiente al estrés se vuelve
contraproducente a corto o a largo plazo, creandose asi una adaptacién anormal (alostasis o

cacostasis) (Chrousos, 2009).



Después de afios de investigacién y gracias a la experimentaciéon en animales, se logro
establecer que la respuesta al estrés y la adaptacion al mismo se produce en tres etapas, las

cuales fueron descritas por vez primera en 1955 por el austrohingaro Hans Selye:

1. Reaccion de alarma: el organismo se prepara para desarrollar una vigorosa
actividad que le ayudara a enfrentar al estresor. Esto resulta posible a través de
diversos ajustes fisiologicos que le ayudaran a incrementar su capacidad de
reaccion, entre los que destacan el aumento de la presién arterial y del ritmo
cardiaco, mayor oxigenacion, movilizaciéon de los depdsitos de energia y aumento
del metabolismo; puesto que el organismo requiere concentrar su energia durante
tal aumento de actividad, se produce también una inhibicién de aquellas funciones
que no son indispensables para hacer frente a la emergencia, las cuales son
llamadas “vegetativas” e incluyen la reproduccion, la alimentacién y el crecimiento.

En esta etapa la adaptacién no ha sido adquirida (Selye, 1955).

2. Etapa de resistencia: el organismo es capaz de tolerar y resistir entornos
debilitantes y adversos ain mayores que aquellos que causaron la reaccion de
alarma, pues aunque se recupera de la etapa inicial comienza a la vez una
resistencia permanente cuya finalidad es la de recuperar la homeostasis. Se dice
que en esta etapa la adaptacidn es 6ptima (Selye, 1955). Pero si el estresor resulta
demasiado intenso o prolongado, y el organismo no puede superarlo, se genera la

etapa de agotamiento.

3. Etapa de agotamiento: los recursos del organismo para hacer frente a la
adversidad y recuperar la homeostasis se agotan, por lo que el equilibrio se rompe
y el organismo se debilita propiciando la aparicién de un gran ndmero de
padecimientos (Chrousos, 2009). Esto implica que la adaptacién adquirida durante
la resistencia se ha perdido, lo que resulta en los casos mas severos en la muerte

(Selye, 1955).
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Alostasis
(Cacostasis)

|
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Efecto homeostatico
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Figura 1. Respuesta del sistema homeostatico segiin su actividad. La eustasis se encuentra en
la parte media de la curva, o sea, el rango 6ptimo. Los efectos anormales (alostasis o cacostasis)
pueden estar de ambos lados de la curva y llevar, a corto o largo plazo, a una adaptacion deficiente
(tomado de Chrousos, 2009).

Fisiologia del estrés

Los cambios fisioldgicos ocurridos a lo largo de las etapas de adaptacion al estrés estan
regidos de manera primordial por el eje HPA y el sistema nervioso simpatico (SNS). Como su
nombre lo indica, el eje HPA esta integrado por el hipotdlamo y la glandula pituitaria,
localizados en el cerebro, asi como por las glandulas adrenales que se encuentran sobre el
polo superior de los rifiones. Se ha mencionado ya que ante estimulos estresores este eje se
activa provocando en el organismo una serie de respuestas que le ayudaran a hacer frente a la
situacién adversa, siendo las hormonas liberadas en cada una estas estructuras, y también
aquellas secretadas debido a la actividad del SNS, los principales mediadores de dichos

efectos.



Sistema nervioso simpdtico

Al igual que el sistema nervioso parasimpatico, forma parte del sistema nervioso auténomo
(llamado también sistema neurovegetativo), encargado de regular las funciones involuntarias
del organismo, y a su vez, es parte del sistema nervioso periférico. La funcién principal del
SNS es la de preparar al organismo para responder a una situaciéon de emergencia, ya que
regula las actividades asociadas con el gasto de energia proveniente de las reservas del
organismo, esto debido a que estimula la liberacion de adrenalina y noradrenalina, sustancias
que ocasionan la transformacion de glucégeno en glucosa. Puesto que inerva, entre otras
estructuras, al corazdén, musculo liso, foliculos pilosos y glandulas sudoriparas, es que en
situaciones de estrés se presenta un aumento del ritmo cardiaco y la presién arterial, asi como
piloerecciéon y sudoracion. De igual modo, el SNS estimula la secrecién de adrenalina y

noradrenalina.

Sistema nervioso

Sistema nervioso

Sistema nervioso periférico central

Sistema nervioso

: Sistema nervioso auténomo
somatico

m

Figura 2. Organizacion del sistema nervioso.

Hipotdlamo

Como ya se menciond, el hipotdlamo es la estructura principal encargada de la regulacién del
sistema nervioso auténomo. El hipotdlamo es una pequeila estructura del cerebro, cuyo
tamafio aproximado es el de una almendra, ubicada justo por encima de una de las cavidades
caracteristicas del hueso esfenoides, la silla turca. Entre algunas de las funciones que regula

pueden mencionarse la actividad visceral y sus secreciones, el peristaltismo del aparato



digestivo, el control de los esfinteres y mantener el pH sanguineo y la temperatura corporal
dentro de los valores éptimos; resulta pues indispensable para mantener la homeostasis del
organismo y para controlar los centros autonomos inferiores del tronco encefalico y la médula

espinal.

Las células hipotaldmicas se agrupan en conjuntos llamados nticleos, cada uno de los cuales
tiene a su cargo el control de funciones determinadas. Del mismo modo, existen grupos
neuronales cuyos limites no se encuentran bien definidos, razén por la cual se les conoce con
el nombre de dreas (Fig. 3). Los nucleos hipotalamicos involucrados en el control de las
funciones mencionadas con anterioridad se muestran en la Tabla 1. De acuerdo con una
convencion anatémica, el hipotalamo se suele dividir también en tres regiones: medial, lateral
y periventricular. En la region lateral se da el relevo de la informacién proveniente de las
estructuras cerebrales mas rostrales hacia otras que estan fuera del hipotdlamo, mientras que
las regiones medial y periventricular, nombre debido a su ubicacién inmediata al tercer
ventriculo, presentan la mayor parte de las fibras nerviosas y estructuras encargadas de la

regulacion del sistema endécrino (Yen y col., 2001).

Tabla 1. Funciones de los niicleos hipotalamicos.

Nucleo hipotalamico Funcién presunta ‘
Nucleo supradptico y niicleo paraventricular Balance hidrico y electrolitico
(células magnocelulares)
Nucleo arqueado y nucleo paraventricular Secrecion de factores de liberacion
(células parvocelulares)
Area anterior y nicleo posterior Regulacién de temperatura
Area dorsal y niicleo posterior Activacion del SNS y secrecién de
hormonas de la médula suprarrenal
Hipotalamo lateral Sensacion de sed. Regulacion de la
ingestion de liquidos
Nucleo ventromedial y area hipotalamica lateral Sensacion de hambre y saciedad
Area anterior y preéptica Regulacién de la conducta sexual
Nucleo supraquiasmatico Ritmos circadianos
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Figura 3. Nucleos y areas hipotalamicas (Yen y col., 2001).

Entre los nucleos hipotaldmicos es importante resaltar al nicleo paraventricular (NPV),
pues representa una pieza indispensable en el control de la homeostasis. Esta formado por
dos tipos de poblaciones de neuronas, conocidas como magnocelulares y parvocelulares. Las
neuronas magnocelulares reciben ese nombre debido a su gran tamafio, ademas, fueron las
primeras caracterizadas como neurosecretoras, es decir, células nerviosas en cuyos nucleos se
producen péptidos que seran transportados por el axon hasta las terminales nerviosas, las
cuales, debido a su proximidad con capilares sanguineos, les permitira alcanzar el torrente
sanguineo en forma ya de hormonas, después de una serie de transformaciones ocurridas
dentro de la célula; las células magnocelulares se encuentran también en el ntcleo
supraodptico. Las neuronas parvocelulares, a pesar de ser de menor tamafio, son también

neuronas neurosecretoras.

Ambas poblaciones de neuronas alcanzan una zona denominada eminencia media (las
parvocelulares terminan en este punto y las magnocelulares tienen su terminacién en la
pituitaria posterior), la cual representa el punto de unién del hipotalamo con la pituitaria, en
donde se llevara a cabo la secreciéon de hormonas y, gracias a ellas, puede establecerse la

comunicacion entre estas dos estructuras.



Una de las hormonas mas importantes secretadas por las células parvocelulares en esta

estructura es el factor liberador de corticotropina (CRF) que, como lo indica su nombre,

promueve la liberaciéon de corticotropina por parte de la glandula pituitaria en su region

anterior.

Glandula pituitaria

La glandula pituitaria, también conocida como hipo6fisis, se localiza en la parte superior del

hueso esfenoides, dentro de la pequefia depresion llamada silla turca o fosa hipofisaria. Esta

compuesta por dos partes:

1. Hipofisis posterior o neurohipdfisis. Se dice que es un 6rgano neurohumoral puesto

que posee una innervacion de fibras nerviosas proveniente de los nicleos supradptico
y paraventricular. A dicho conjunto de fibras se le conoce como tracto hipotalamico-
hipofisiario, y son estas las responsables de la secrecidon de las hormonas oxitocina y
vasopresina (u hormona antidiurética) (ADH), la primera de las cuales tiene como
funcién incrementar las contracciones del utero durante el parto y la estimulacién de
las glandulas mamarias en la lactancia, mientras que la segunda tiene propiedades

vasoconstrictoras y aumenta la reabsorcion de agua en el rinon.

Hipofisis anterior o adenohipéfisis. Constituye la mayor parte de la glandula
(alrededor del 75%). Se encuentra unida al hipotdlamo por medio de un sistema
vascular denominado sistema porta-hipofisiario. Consta de una serie de capilares
situados en la eminencia media que se encuentran circundados por las terminaciones
nerviosas de las células parvocelulares originadas en el area preodptica, nucleo
ventromedial, ntcleo arqueado, nucleo supradptico y NPV. Las hormonas secretadas
en esta parte de la hipofisis es controlada por hormonas hipotaldmicas denominadas
factores de liberacion (-RF) o de inhibicion (-IH) y de acuerdo a su funcidn, estas

hormonas pueden dividirse en dos grupos:
Hormonas con accidn tréfica:
=  THS (hormona estimulante de la tiroides)

= LH (hormona luteinizante)
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=  FSH (hormona estimulante de los foliculos ovaricos)
=  ACTH (hormona adrenocorticotrépica).
e Hormonas con accion directa sobre tejido no endécrinos:
= GH (hormona del crecimiento)
= PRL (prolactina)
= MSH (hormona estimulante de los melanocitos).

La Figura 4 esquematiza la disposicion de los elementos que permiten la comunicacién

entre el hipotdlamo y la pituitaria.

La ACTH tiene como funcién principal estimular la liberacién de glucocorticoides,
androgenos y mineralocorticoides en la corteza de las glandulas suprarrenales (o glandulas

adrenales).

Figura 4. Comunicacién entre el hipotalamo y la glandula pituitaria. Las hormonas gonadotroéficas
incluyen ala LH y a la FSH (Schnek y Massarini, 2008).
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Glandulas adrenales

Estas glandulas enddcrinas se encuentran en la parte superior de los rifiones. Tienen forma

piramidal y en su estructura pueden distinguirse dos regiones:

e (Corteza. Constituye la mayor parte de la gldndula y recubre por completo a la médula

adrenal. A su vez, puede dividirse en tres zonas, segun el tipo de sustancia que secreta:

= Zona glomerular: es responsable de la liberacion de mineralocorticoides,
hormonas que intervienen en la regulaciéon del balance hidroeléctrico del
cuerpo, siendo la aldosterona la mas representativa (Schnek y Massarini,

2008).

= Zona fascicular: en esta zona son secreteados los glucocorticoides, sustancias
encargadas de promover la produccién de glucosa a partir de lipidos y
proteinas. El glucocorticoide mas importante en el humano es el cortisol

(Schnek y Massarini, 2008).

= Zona reticular: es la encargada de la secrecion de andrégenos, hormonas
sexuales que participan en el desarrollo de vello en distintas partes del cuerpo,

siendo el mas representativo la dehidroepiandrosterona (Gal y col., 2007).

e  Médula. Se dice que es una prolongacion del SNS, pues contiene neuronas simpaticas
agregadas en pequeilos ganglios. Su composicion en basicamente a base de células
cromafines (neurosecretoras) y abundantes capilares sanguineos. Aqui tiene lugar la
secrecion de catecolaminas, adrenalina en un 80% y noradrenalina en un 20%

(Latarjet y Ruiz, 2005).

Las glandulas adrenales se encuentran cubiertas por una capa de tejido conjuntivo

denominada capsula, la cual se encuentra ricamente vascularizada (Kiithnel, 2005).

Cortisol

El cortisol es la sustancia mas representativa de un grupo de hormonas conocidas como
glucocorticoides, las cuales tienen como funcién principal la regulaciéon del metabolismo de

carbohidratos, aunque intervienen también en el catabolismo de proteinas y en la regulaciéon
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de la respuesta inmune e inflamatoria (Mendoza-Patiiio, 2008); estas hormonas se sintetizan
a partir del colesterol almacenado en las células mediante un proceso denominado como
esteroidogénesis, para el cual, el colesterol debe ser transportado hacia la mitocondria, en
donde gracias a la accién de diversas enzimas pertenecientes a la familia del citocromo P-450
(CYP), se forman los diversos glucocorticoides, asi como también los mineralocorticoides y los

esteroides sexuales (Fig. 5) (Velazquez, 2005).
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Figura 5. Esteroidogénesis (Goodman y Gilman, 2012).
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De manera natural, la secreciéon de cortisol se da de acuerdo a un ciclo circadiano
relacionado con los periddicos de sueno-vigilia, alcanzdndose un pico que oscila entre 8-25
mg/dL entre las 6-9 h (Gillenwater y col, 2002). Ante situaciones de estrés, los
glucocorticoides incrementan el proceso de gluconeogénesis en el higado para que el

organismo pueda disponer de energia suficiente para hacer frente a la adversidad.

Asi como el cortisol es el glucocorticoide mas representativo en los seres humanos, la
corticosterona (CORT) lo es en las ratas y ratones, hecho que se debe a la ausencia de la
enzima 17 o-hidroxilasa (CYP17), miembro de la familia de CYP (Keeney y col., 1995), la cual

es indispensable para la formacién del cortisol (Fig. 5).

Sistema de regulacion del eje HPA

La regulacion de la secrecion de glucocorticoides, asi como de CRF y ACTH, se logra gracias a
los receptores para glucocorticoides distribuidos en el HPA, especificamente en el NPV y en la
pituitaria (Fink, 2010), aunque también se sabe que estos receptores estan presentes en el
hipocampo (Fink, 2000); los niveles elevados de glucocorticoides producidos durante el estrés
son detectados por estos receptores, deteniéndose asi la liberacién de sus hormonas
precursoras, de este modo, los glucocorticoides pueden volver a sus valores habituales y el
equilibrio en el organismo se recupera de manera paulatina. A este sistema se le conoce como

de retroalimentacién negativa, de cuyo funcionamiento otorga la Figura 6 una idea mas clara.

Sin embargo, se ha observado que al estar sometido a estrés durante periodos prolongados
de tiempo, el sistema de retroalimentacién negativa se desregula, provocando una
hipersecrecion de glucocorticoides, hecho que se sabe, tiene diversas implicaciones en la
salud, como por ejemplo, supresion de la produccion de diversas células del sistema inmune,
resistencia a la insulina, hipertension, obesidad, asi como el desarrollo de trastornos
psiquiatricos como depresidn o ansiedad (Chrousos, 2009). Reportes multiples indican que en
algunos de estos padecimientos, el funcionamiento del sistema serotonérgico se ve alterado a

consecuencia del fallo en el sistema de retroalimentacién negativa del eje HPA.
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Figura 6. Sistema de retroalimentacion negativa del eje HPA (Balada y col, 2012).

Sistema serotonérgico

El sistema serotonérgico es el encargado de la produccién y distribuciéon de la 5-HT en el
organismo, una amina incapaz de atravesar la barrera hematoencefalica, pero que es
sintetizada en el interior de las neuronas y liberada por exocitosis al espacio sindptico. Es uno
de los neurotransmisores menos abundantes en el sistema nervioso central, pues solamente el
2% de la 5-HT se encuentra en el cerebro y mas del 90% se halla localizada en el aparato
gastrointestinal. Las neuronas serotonérgicas del cerebro tienen sus cuerpos celulares en los
nucleos del rafé y proyectan de manera difusa a todas las demas areas del sistema nervioso
central. La 5-HT cumple diversas funciones en el cuerpo humano, entre las que se cuentan la
regulacion del apetito, del comportamiento sexual, agresivo o emocional, la presion arterial y
la termorregulacion; 1 control de estas y otras funciones es llevada a cabo gracias a una gran
cantidades de receptores distribuidos en todo el organismo (Veldzquez, 2005). La tabla 2
muestra de manera general la localizacion y la respuesta que lleva a cabo cada uno de estos

receptores, sin embargo, la evidencia que relaciona la disfuncién del sistema serotonérgico
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con las alteraciones causadas por la desregulaciéon del eje HPA ocasionada por el estrés

cronico es cada dia mas abundante.

Tabla 2. Tipos y funciones de los receptores serotonérgicos (Velazquez, 2005).

TIPO

5-HT1a

5-HT1s

5-HT1p

5-HTqe

5-HTir

5-HT2a

5-HT2g

5-HT2c

5-HT3

5-HT,

5-HTs

5-HT-

LOCALIZACION
Cerebro: sistema limbico, corteza y
nucleos del rafé (autorreceptores)

Cerebro: ganglios basales, estriado,
corteza frontal, ganglio del trigémino
Musculo liso vascular

Cerebro: ganglios basales, nicleo dorsal
del rafé (autorreceptor), ganglio del
trigémino (autorreceptor)
Cerebro: corteza frontal
Cerebro: nucleo dorsal del rafé,
hipocampo, corteza, estriado, talamo e
hipotalamo
Mesenterio
Utero
Cerebro: corteza, ganglios basales
Musculo liso vascular, uterino y
bronquial
Plaquetas
Fundus gastricos
Musculo liso vascular y no vascular
Valvulas cardiacas
Médula espinal
Cerebro: cerebelo, hipotdlamo, septum
Cerebro y plexo coroideo
Médula espinal

Neuronas entéricas
Neuronas sensitivas nociceptivas

Tubo digestivo
Corazén
Cerebro
Suprarrenales
Cerebro: estrado, amigdala, nticleo
accumbens, hipocampo y corteza
Musculo liso vascular y no vascular
Cerebro: sistema limbico, tdlamo,
corteza

RESPUESTA
Ansiolisis
1 secrecién (ACTH)

Hipotermia
Analgesia
Hipofagia

Hipotermia

Vasoconstricciéon
Analgesia
J Extravasacion de proteinas plasmaticas
J Liberacion de neuropéptidos

&7

Analgesia

NSecrecién hormonal: ACTH, CORT,
oxitocina, renina y prolactina
Hipotermia

Ansidlisis
Hiperfagia
MMotilidad intestinal

Hipofagia
Hipoactividad
Ansiedad
Ereccion
Emesis, nduseas
Regulacion de motilidad y secrecién
intestinales
1Motilidad y secrecidn intestinales
/MSecrecion de aldosterona

N Neurotransimison colinérgica central

Relajacién de musculo liso vascular y del
aparato gastrointestinal
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

El sistema serotonérgico como regulador del eje HPA

El sistema serotonérgico ejerce un papel de regulaciéon sobre el eje HPA a través de las
proyecciones que los nucleos dorsal y medial del rafé envian hacia el NPV (Larsen y col., 1996;
Sawchenko y col, 1983), especificamente a las células parvocelulares encargadas de la
secrecion de CRF (Liposits, y col, 1987). Reportes previos indican que la 5-HT controla la
liberacién de CRF (Jones y col., 1976; Holmes y col., 1982) y de ACTH (Jgrgensen y col., 1999)
de una manera dependiente de la dosis. En concordancia con estos reportes, se ha
documentado que la secrecion de CRF y ACTH se ve aumentada tras_la administracion de
agonistas de los receptores a la_5-HT y disminuye en presencia de antagonistas, siendo los
subtipos 5-HT1A (Pan y Gilbert, 1992; Jgrgensen y col.,, 1999) y 5-HT2A/2C (Jgrgensen y col,,
1999) los mas relevantes. Por otro lado, se ha sugerido que_los receptores 5-HT7
puedenpromover la liberacion de CORT en ratas, esto a través de la administracion del
agonista inespecifico, 5-carboxamidotriptamina (Jgrgensen y col., 1999). De manera similar, el
8-hidroxi-dipropilaminotetralina (8-OH-DPAT), unagonista serotonérgico con alta afinidad
por los receptores 5-HTia y 5-HT7;_promueve también la secrecion de CORT. Resulta
interesante que la secrecion de la hormona inducida por el firmaco no se ve_completamente
abolida al administrar un antagonista especifico de los receptores 5-HT1A sugieriendo asi la

posible participacion de los receptores 5-HT7 (Vicentic y col.,, 1998).

Los receptores 5-HT7 se expresan_en el hipotalamo, el hipocampo y la amigdala, por lo que
se ha_propuesto su participacién en la regulacion de los ciclos circadianos y en los
mecanismos involucrados en un gran niimero de desérdenes psiquiatricos como la ansiedad o
la depresién, ademas de un posible papel en la regulacién del eje HPA (Varnas y col, 2004). La
prueba de nado forzado, técnica disefiada para evaluar la eficacia de sustancias
antidepresivas, consiste en introducir a un roedor en un tanque de agua_para medir los
movimientos relacionados con el escape; el grado de inmovilidad del animal se relaciona con
la conducta depresiva (Can y col, 2012). De acuerdo con la evidencia, los receptores 5-HT>
podrian ser parte importante del mecanismo por el cual la depresién se_desarrolla. Diversos
grupos de investigacién han reportado que el SB-269970, un_antagonista especifico de los

receptores 5-HT7;, reduce el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado,
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comportamiento asociado a la depresion en roedores (Hedlund y col, 2005; Wesotowska y
col,, 2007). Es sabido también que los antagonistas de los receptores 5-HT7 potencian el efecto
terapéutico de farmacos antidepresivos como la imipramina y la desipramina_(Wesotowska y
col., 2007). Puesto que la depresion es uno de los DRE en los que la disfuncién endécrina ha
sido mejor documentada, se cree que los_receptores 5-HT;_podrian ser un componente

importante en el proceso de_ desregulacion del eje HPA bajo_condiciones de estrés crénico.

El estrés cronico como inductor de la desregulacion del eje HPA

Como se ha mencionado anteriormente, la exposicion a_estrés crénico_conlleva a una
desregulacion del eje HPA. Son pocos los estudios que han reportado tal fenémeno en
modelos animales de estrés crénico; uno de ellos es el de Keeney y col. (2006) quienes
utilizaron el modelo de estrés por derrota social en ratones, enfrentando los animales de
conducta pasiva con otros de comportamiento dominante produciéndose en los ratones
sumisos, como resultado de la exposiciéon repetida a diferentes ratones dominantes, una
alteracion_en el funcionamiento del eje HPA. Como puede observarse en la Figura 6, después
del primer dia, en los animales sometidos al enfrentamiento se libera mayor cantidad de
CORT que en los animales CTRL, lo que refleja la respuesta habitual del eje HPA. Después de 4
y 8 sesiones, los niveles de la hormona se mantienen regulados, es decir que los valores de
CORT alcanzados son menores que los registrados después de la experiencia de estrés agudo
(primera derrota), hecho debido probablemente a una adaptacidén a corto plazo del eje HPA y
al funcionamiento del sistema de retroalimentacién negativa de los glucocorticoides. Sin
embargo, después de la ultima (122)_sesion, la activacion de un mecanismo de naturaleza

desconocida conduce a la secrecion exacerbada de CORT (Fig. 7).

Otro estudio que ha reportado_disfuncién del eje HPA bajo condiciones de estrés cronico es
el que realizé Garcia-Iglesias y col._(2013). Utilizando el modelo de restriccion de movimiento
por 20 min al dia durante 14 dias en ratas, se observo un aumento significativo de la secrecion
de CORT en respuesta al estrés agudo por restriccion de movimiento (0, 10, 30, 60, 120 min)
con respecto del observado en animales CTRL (Fig. 8). En el caso particular de los niveles
basales de esta hormona, el grupo de estrés cronico presenté un descenso significativo en
comparacion con los animales CTRL (Fig. 7), hecho que ha sido reportado con anterioridad en

otros estudios (Sanchez y col.,, 1998; Malkesman y col., 2006). Después de 10 y 30 minutos de
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restriccion de movimiento, y posteriormente a los 120 minutos, los niveles de CORT
alcanzados por los animales sometidos a estrés crénico fueron_significativamente mayores
con respecto de sus controles (Fig. 8), lo que sugiere que la sensibilizacién a una situacién
estresante puede darse aun si se trata de estresores homotipicos (Orr y col,, 1990; Figueiredo

y col., 2003).
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Figura 7. Efecto del estrés crénico por derrota social sobre los niveles circulantes de CORT. La
obtencién de plasma se realizé 24 h después de 1, 4, 8 o 12 sesiones de derrota social. Las barras
obscuras representan al grupo sometido a estrés y las barras blancas al grupo control. *P < 0.05, **P <
0.01 con respecto al grupo control (n= 8 por grupo) (Keeney y col., 2006).

Adicionalmente, los resultados de dicho estudio sugieren que la secrecién excesiva de
CORT parece estar disociada de la secrecion de ACTH, pues los niveles de esta hormona
obtenidos en los animales sometidos a estrés crénico son, con excepcién del tiempo 0 y 60,
significativamente menores que sus respectivos controles (Fig. 9). A pesar de que diversos
estudios han reportado una disminucion en la secrecion de ACTH después de un periodo de
estrés crénico (Bhatnagar y col.,, 2002; Gray y col,, 2010), el mecanismo por el cual se produce
esta aparente disociacion no ha sido esclarecido. Sin embargo, actualmente se acepta que

diversos factores como neuropéptidos, neurotransmisores o células del sistema inmune son
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capaces de regular la secrecion de glucocorticoides en las glandulas adrenales de manera
independiente de la ACTH proveniente de la pituitaria mediante el establecimiento de
mecanismos locales a nivel de la corteza adrenal (Bornstein y col.,, 2008). En este sentido,
resulta relevante que la secrecion exacerbada de CORT inducida por estrés agudo en los
animales con historial de estrés cronico se vio acompafiada de cambios notables a nivel de la
corteza adrenal, que incluyen un marcado aumento de la inmunorreactividad (IR) a la 5-HT
(Fig. 10) y a los receptores 5-HT; (Fig. 11) en sitios anatomicos que coinciden con la
localizacion de las células productoras de glucocorticoides, especificamente la zona fasciculata
y la zona glomerulosa (Garcia-Iglesias y col., 2013). En concordancia con lo anterior, mediante
determinaciones por HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién, por sus siglas en inglés)
se observé que los niveles de 5-HT y su principal metabolito, el acido 5-hidroxi-indolacético
(5-HIAA; por sus siglas en inglés), asi como la relacion entre ambos (5-HIAA/5-HT, cociente
que refleja indirectamente el proceso de recambio de la 5-HT), aumentaron significativamente
en las glandulas adrenales (pero no en el NPV del hipotalamo) de animales sometidos a estrés
crénico (Garcia-Iglesias y col., 2013). Del mismo modo, por medio de andlisis de Western blot
fue posible observar un aumento en la expresion de los receptores 5-HT7 en las glandulas
adrenales (Fig. 12). Estas observaciones sugieren que los mecanismos productores de
glucocorticoides en el estrés cronico, los cuales parecen ser independientes de la secreciéon de
ACTH, involucran al menos en parte el desarrollo de un sistema serotonérgico intra-adrenal

cuyo funcionamiento depende de la expresion y activacion de los receptores 5-HT5.

10004
sk [ CTRL
h)\

- 8001 - 3 crs
E - -
2 600 . S -
’- -+
g 400‘ seel
(&)

2001

o) [a

T T T T

0 10 30 60 120

Tiempo de restriccion (m]n)

Figura 8. Secrecion de corticosterona en respuesta a estrés agudo por restriccion de movimiento
en animales control (CTRL) y sometidos a estrés cronico por restriccion de movimiento (CRS).
++P<0.001 vs nivel basal (0 min); 558P<0.001 vs nivel basal (0 min); ***P<0.001 (Garcia-Iglesias y col.,
2013).
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Figura 9. Secrecion de ACTH en respuesta a estrés agudo por restriccion de movimiento en
animales control (CTRL) y sometidos a estrés cronico por restriccion de movimiento (CRS).
++P<0.001 vs nivel basal (0 min); +*P<0.01 vs nivel basal (0 min); 358P<0.001 vs nivel basal (0 min);
***P<(0.001 (tomado de Garcia-Iglesias y col., 2013).

Figura 10. Efecto del estrés cronico sobre la inmunorreactividad a la 5-HT en las glanudlas
adrenales de la rata. A y B corresponden a los animales sometidos a estrés cronico por restriccién de
movimiento (20 min/dia durante 14 dias) mientras que C y D representan a sus respectivos controles,
animales que fueron Unicamente levantados por la cola por 20 s los 14 dias respectivos. La IR-5-HT en los
animales sometidos a estrés crénico es fuertemente visible en islotes corticales, los cuales coinciden con la
zona glomerulosa y la zona fasciculata, mientras que en los animales CTRL, la sefial se presenta débil y
dispersa a lo largo de la corteza. (Garcia-Iglesiasy col, 2013).
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Figura 11. Efecto del estrés crdénico sobre la inmunorreactividad a la 5-HT7 en las glandulas
adrenales de la rata. A y B corresponden a los animales sometidos a estrés crénico por restricciéon de
movimiento (20 min/dia durante 14 dias) mientras que C y D representan a sus respectivos controles,
animales que fueron unicamente levantados por la cola por 20 s los 14 dias respectivos. Se observa en
la corteza adrenal de los animales CTRL poca IR-5-HT7, en cambio, en los animales sometidos a estrés
croénico la sefial se intensifica en la zona glomerulosa y 1a zona fasciculata (Garcia-Iglesias y col., 2013).
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Figura 12. Efecto del estrés cronico sobre la expresion de los receptores 5-HT7 en las glandulas
adrenales de la rata. El contenido de los receptores 5-HT7 fue medido por Western blot, con respecto
a la proteina Na*/K* -ATPasa -1, en las AG totales. En animales sometidos a estrés crénico se presenta
n incremento en la expresion de estos receptores con respecto a los animales CTRL. . CTRL = control;
CRS = estrés cronico por restriccion de movimiento (chronic restraint stress). ***P < 0.001 vs CTRL
(tomado de Garcia-Iglesias y col., 2013).
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Papel de los receptores 5-HT7 en la sobreproduccién de glucocorticoides bajo

condiciones de estrés cronico

Ademas del aumento de la [R-5-HT7 (y de la proteina) en las zonas corticales responsables de
la produccién de glucocorticoides en animales sometidos a estrés crénico respecto de sus
respectivos controles (Garcia-Iglesias y col. 2013), se ha reportado que la administracién de
un antagonista de los receptores 5-HT5, el SB-656104 (via intraperitoneal, 60 min antes del
estrés agudo), el incremento en la secrecion de CORT registrado en ratas con historial de
estrés crénico después del estimulo de estrés agudo (Fig. 8) se vio abolido después de 30, 60 y
120 min de restriccion de movimiento, en comparacion con aquellos animales que
presentaban de igual modo un historial de estrés crénico pero que fueron administrados sélo
con el VEH correspondiente; tinicamente en el tiempo 0, el grupo tratado con el SB-656104
obtuvo valores mayores de CORT que su VEH. En la caso de los animales CTRL, sélo al tiempo
60 se registré una disminucién en la secrecion de CORT. La Figura 13 muestra una clara
interaccion entre el tratamiento farmacoloégico, el tiempo de restriccion de movimiento y el
protocolo de estrés crénico de los diferentes grupos experimentales. Con respecto de la
secrecion de ACTH, el antagonista produjo una disminucién solamente en el grupo CTRL

después de 10 min de restriccién de movimiento (Garcia-Iglesias y col., 2013).
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Figura 13. Efecto del antagonista de los receptores 5-HT7, SB-656104 (SB), con respecto del
vehiculo (VEH) sobre la secrecion de corticosterona (CORT) inducida por estrés agudo por
restriccion de movimiento en animales control (CTRL) y sometidos a estrés cronico por
restriccion de movimiento (CRS). ++*P<0.001 vs nivel basal (0 min); §5P<0.001 vs nivel basal (0
min); ***P<0.001 (tomado de Garcia-Iglesias y col., 2013).
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Los resultados anteriores apoyan la idea de que los receptores 5-HT7, bajo condiciones de
estrés cronico, pueden estar involucrados en un mecanismo de sobreproduccién de

glucocorticoides.

Por otra parte, en tejidos humanos se ha reportado la expresién ectépica de receptores 5-
HT7 en adenomas que producen grandes cantidades de cortisol de manera independiente de
la secrecion de ACTH (Louiset y col. 2006). En estos tumores se observa abundante IR-5-HT7
en la region subcapsular de la corteza adrenal, en las zonas centrales del nédulo hiperplasico,
como los espongiocitos, en la zona fasciculata, y en las células compactas de la zona reticularis,
ademas de las paredes vasculares; en un tejido sano dicha sefial se encuentra ausente (Fig.
15). Resulta interesante que en el mismo estudio se observé que la 5-HT estimula la secrecion
de cortisol de una manera dependiente a la dosis en cultivos de células adrenocorticales sanas
y también aquellas provenientes de adenomas. En estas tultimas células, la liberacion de la
hormona fue inhibida por un antagonista de los receptores 5-HT,/5-HT7, el LY 215840. Tales
resultados apoyan la hipdtesis de que estos receptores pueden mediar el control de las células

esteroidogénicas a través de un mecanismo serotonérgico intra-adrenal (Louiset y col., 2006).

La evidencia anterior sefiala entonces a los receptores 5-HT7 como importantes blancos
terapéuticos para el tratamiento de diversos trastornos relacionados con el estrés. Cabe
destacar que diversos farmacos antidepresivos y antimigrafiosos presentan una afinidad

relativamente elevada por estos receptores (Yu-Chen y col., 2009; Terrén, 2002).

Posible papel de los glucocorticoides en las alteraciones del eje HPA y el sistema

serotonérgico

El hipocampo es una estructura que posee una vasta cantidad de cantidad de receptores a
glucocorticoides (Yau y col, 2001), ademas, su participacion en la regulacion de la
retroalimentacion negativa del eje HPA a nivel del hipotalamo ha sido sugerida a través de la
secrecion de precursores de la secrecion de ACTH (Jacobson y Sapolsky, 1991). También se ha
demostrado que una alta exposicion a glucocorticoides disminuye tanto la afinidad de sus
receptores (Phillips y col., 2006), como su densidad, pues la exposicién aguda (2 semanas) y
cronica (3 meses) a CORT exdgena (5 mg/dia) disminuye la cantidad de receptores a GR en el

hipocampo (Sapolsky y col., 1985).
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Se sabe ademas que en el hipocampo es expresado el receptor 5-HT; (Gustafson y col,,
1996), el cual parece tener un importante papel de regulaciéon sobre el eje HPA (Terroén,
2014). No solamente se ha comprobado que la activacién de estos receptores aumentan la
excitabilidad de neuronas en el hipocampo (Kusek y col., 2015), sino también que en cultivos
de células hipocampales, la 5-carboxamidotriptamina, potente agonista de los receptores 5-
HT7, aumenta tanto los niveles de unién de los GR, asi como su expresion (Laplante y col,,
2002). Sin embargo, la relacidn entre el sistema serotonérgico y el eje HPA, particularmente
con los niveles de glucocorticoides liberados por éste, no es aiin comprendida del todo. Por
ejemplo, después de una adrenalectomia, la expresiéon de los receptores 5-HT; se ve
aumentada en el hipocampo, mientras que el tratamiento con el glucocorticoides exégeno,
dexametasona, disminuye su expresion (Le Corre y col., 1997; Shimizu y col.,, 1997); por otro
lado, la exposicion al estrés cronico por restriccion de movimiento provoca una disminucion
en la expresion del receptor 5-HT7 en el NPV del hipotadlamo, y en estructuras periféricas
como las glandulas adrenales, la cantidad de estos receptores aumenta (Garcia-Iglesias y col,,
2013). La evidencia indica que estos cambios son producidos por los elevados niveles de
glucocorticoides, pues esta comprobado que la activacion de los receptores de estas hormonas
puede alterar la expresion de mas de 200 genes (Tokarski y col., 2009), entre los que se
cuentan citosinas (Barnes, 2011), células inmunitarias (Galon y col, 2002), factores de

crecimiento y enzimas (Kadmiel y Cidlowski, 2013), por mencionar algunos.

Uno de los cambios observados después de un tratamiento de estrés crénico, en el que los
niveles de glucocorticoides se encuentran elevados por encima de los valores normales, es el
aumento de tamafio de las glandulas adrenales. 14 dias de estrés crénico variable
demostraron ser suficientes para inducir un aumento en el contenido total de DNA y RNA en
las glandulas adrenales, asi como para promover la divisién celular (Fig. 14) (Ulrich-Lai y col,,
2006), hecho que refleja una funcién génica alterada. Otro de los érganos que sufren un
cambio en su fisiologia normal es el timo, el cual presenta una involuciéon ante altas
concentraciones de glucocorticoides, pues estos ocasionan una disminucién en el nimero de

células inmunitarias y una fragmentacion del DNA total del timo (Tarcic y col,, 1998).

Del mismo modo, uno de los cambios caracteristicos influenciados por los altos niveles de
glucocorticoides es la disminucién en la ganancia de peso corporal, lo cual ha sido reportado
tanto por diversos protocolos de estrés cronico (Kim y col., 2006; Harris y col., 2004; Wang y

col,, 2010) como por tratamientos crénicos con CORT (Crupi y col., 2010; Donner y col., 2012;
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Lee y col,, 2013). Se sabe que el metabolismo y la ingesta de alimento se ven alterados por los
glucocorticoides, ya que estos aumentan la proteoélisis en los musculos (Tomas y col.,, 1979;
Becker, 2001; Marti y col., 1994) y ademas, la administraciéon de 40 mg/kg de CORT, durante
21 dias, ha demostrado el aumento en la IR a CRF (Lee y col.,, 2013), sustancia que inhibe la

liberacion del neuropétido Y (NPY) (Marti y col., 1994; Heinrichs y col.,, 1993), un estimulante

Figura 14. Inmunofluorescencia a Ki67, un indicador de divisién celular en glandulas adrenales
de ratas sometidas a EC. Los puntos rojos corresponden a Ki67, un indicador de la division celular. En
los animales sometidos a estrés crénico variable (B) se observa un aumento en la inmunofluorescencia
hacia Ki67, con respecto a los animales CTRL (A), en la corteza de las glandulas adrenales. ZF, zona
fasciculata; ZG, zona glomuerulosa, ZI, zona intermedia (Escala de barras, 100 um) (tomado de Ulrich-
Laiy col., 2006).

El tratamiento cronico con CORT como inductor de cambios en el sistema

serotonérgico

Diversas investigaciones han apuntado a las hormonas esteroideas como una pieza
importante en la regulacién de la funcidn serotonérgica, hecho que resulta interesante al
considerar la hipercotisolemia tipica de los desérdenes afectivos. Entre los distintos subtipos
de receptores a 5-HT han sido sefialados como blancos farmacoldgicos potenciales estan los
receptores 5-HT1a y 5-HT2a, pues se cree pueden jugar un papel fundamental en la patologia
de la depresion, a través de un funcionamiento alterado en la transmisién neuronal (Takao y
col., 1997). Se ha demostrado que la hipercorticolemia produce cambios en la funcién neural

serotonérgica en ratas, afectando los sistemas de 5-HT1a y 5-HT2a.
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Figura 15. Inmunohistoquimica a los receptores 5-HT7 en adenomas bilaterales causados por el
sindrome de Cushing independiente de ACTH. A y B, IR-5-HT7 en espongiocitos (=) y células
compactas (—) de la region subcapsular del paciente 1 (H1; A-H1) y el paciente 2 (H2; B-H2). C-F,
racimos de 5-HT7 dispuestos (D-H1; F-H2) o no (C-H1; E-H2) en nédulos en la regidn central del tejido
hiperplasico. G-], microfotografias que muestran la presencia de receptores 5-HT7 en el citoplasma y la
periferia de los espongiocitos (G-H1; I-H2), o bien en vasos sanguineos (H-H1; J-H2). K, ausencia de IR-
5-HT7 en la corteza del paciente 3 (H3). L y M, ausencia de IR-5-HT7 en la corteza de tejido adrenal
normal (NA1y NA2). Ca, capsula. Escala de barras, 25 um (Louisety col., 2006).

Mediante estudios de autorradiografia cuantitativa se ha determinado que diversos
protocolos de administraciéon créonica con CORT (implantaciéon de un pellet de liberacion
prolongada con 100 mg, durante una semana [Fernandes y col.,, 1997]; 10 mg/kg, via s.c., dos
veces al dia por 7 dias [Czyrak y col.,, 2002; Czyrak y col,, 2003]; 50 mg/kg, via s.c,, por 14 dias
[Takao y col., 1997]) pero no aguda, produce una disminucién en la unién de los receptores
5HT1a con su agonista especifico 8-OH-DPAT en el hipocampo (homogenizado total [Fig. 16;
Takao y col.,, 1997], giro dentado [Czyrak y col, 2002; Czyrak y col,, 2003; Fernandes y col,,
1997], y parte ventral de la zona CA1 [Czyrak y col., 2002; Czyrak y col,, 2003]) mientras que
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dicha unién se ve incrementada en el nicleo medial del rafé (Fernandes y col., 1997); en
cambio, se presenta un aumento en la unién del receptor 5-HT2a con su antagonista especifico
ketanserina en las areas 1, 3 y 4 de la corteza parietal (Fernandes y col., 1997) y en la corteza

frontal (homogeneizado total [Fig. 16; Takao y col., 1997]).
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Figura 16. Efectos del tratamiento agudo y crénico con corticosterona sobre la unién a los
receptores 5-HTia y 5-HTza. El 8-OH-DPAT, agonista especifico de los receptores 5-HTia, y la
ketanserina, antagonista especifico de los receptores 5-HTza, fueron utilizados para medir la unién a los
receptores 5-HTia y 5-HT2a en un homogeneizado total de hipocampo y de corteza frontal
respetivamente. *P < 0.05 (Takao y col., 1997).

Los cambios antes mencionados en la funcién de los receptores 5-HT1a y 5-HT2a se han
asociado también a comportamientos asociados a depresion en pruebas conductuales, tales
como disminucion en la interaccién social y disminucién de la actividad motora en la prueba

del laberinto elevado (Fernandes y col., 1997).

Considerando la evidencia anterior, es posible que los glucocorticoides ejerzan también
cambios en el sistema serotonérgico a nivel de los receptores 5-HT7, sin embargo, no existe

hasta la fecha un estudio que reporte tales datos.
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JUSTIFICACION

En la actualidad, la incidencia de los desérdenes relacionados con el estrés, asi como de
muchos otros padecimientos sobre los cuales se acepta al estrés cronico como un factor
importante de predisposicion, se ha incrementado de manera notable. La evidencia que
refiere la disociacion entre los glucocorticoides y la ACTH en condiciones de estrés cronico
como un indicador de la desregulacion del eje HPA, sugiere la existencia de un mecanismo
alternativo de produccién de glucocorticoides que posiblemente se encuentre regulado por el
sistema nervioso. Por otro lado, diversos estudios reportan que el tratamiento crénico con
CORT produce cambios en el sistema serotonérgico de la rata, entre los que se cuentan
cambios en la funcidn y expresion de diversos receptores. Debido a los reportes que apuntan
la participaciéon de la serotonina y su receptor 5-HT7; como un factor importante en el
mecanismo alternativo de producciéon de glucocorticoides, y dado que no existe ain un
estudio que refiera el efecto directo de la administracion de CORT exdgena sobre este subtipo
de receptor a 5-HT, el presente trabajo busca aportar evidencia que ayude a determinar si el
tratamiento cronico con CORT es suficiente para inducir los cambios propios del estrés
cronico que se piensa son mediados por el sistema serotonérgico. A futuro, los resultados
obtenidos podrian ser de gran importancia en la investigacién sobre los mecanismos y efectos

del estrés y coadyuvar a mejorar los tratamientos terapéuticos.
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HIPOTESIS

La administracion crénica de CORT (50 mg/kg, s.c.) durante 14 dias promoverd un aumento
de la expresion de los receptores 5-HT7 en las glandulas adrenales, en comparacién con el
tratamiento de VEH (1 mL/kg, s.c.), lo cual sera visualizado como un aumento de la IR-5-HT~a
nivel de la corteza adrenal y de la cantidad de proteina en glandulas adrenales completas;
dicho incremento se vera asociado a un aumento de la inmunorreactividad a la 5-HT en la
corteza adrenal. Asf mismo, con relacion al VEH el tratamiento crénico con CORT promovera
una disminucién significativa de la secreciéon de ACTH y un aumento de la secrecién de CORT

en respuesta al estrés agudo por restriccion de movimiento.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si el tratamiento crénico con corticosterona (50 mg/kg/dia, durante 14 dias)
produce efectos similares a los ocasionados por el estrés cronico por restriccion de
movimiento (20 min/dia, durante 14 dias) sobre la expresion de los receptores 5-HT7 en la
corteza de las glandulas adrenales de la rata y sobre la respuesta enddcrina (ACTH y CORT) al

estrés agudo.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto del tratamiento crénico (14 dias) con CORT (50 mg/kg, s.c.)
sobre la inmunorreactividad a los receptores 5-HT7 y a la 5-HT en la corteza de las

glandulas adrenales.

2. Investigar el efecto del tratamiento crénico con CORT sobre la cantidad de proteina de

los receptores 5-HT7 en las glandulas adrenales.

3. Determinar el efecto del tratamiento crénico (14 dias) con CORT (50 mg/kg, s.c.)
sobre los niveles plasmaticos de ACTH y CORT en ausencia y presencia de estrés

agudo.
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METODOLOGIA

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (170-180 g de peso corporal) provenientes de la
Unidad de Producciéon y Experimentaciéon de Animales de Laboratorio del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (UPEAL-CINVESTAV).
Los animales fueron alojados dentro de la UPEAL en cajas de acrilico bajo un ciclo de

luz/oscuridad de doce horas y con libre acceso al agua y al alimento hasta el dia de sacrificio.

Tratamiento cronico con corticosterona

Se administré a los animales una dosis de CORT de 50 mg/kg, utilizando como VEH una
solucion de [-ciclodextrina al 20% en solucién salina, via subcutdnea durante 14 dias
consecutivos. Para el caso de los animales CTRL, Uinicamente se administré el VEH del

farmaco.

Perfusion intracardiaca

La perfusion se llevo a cabo via la aorta ascendente, por medio de una bomba peristaltica
Masterflex. Primero se hizo pasar una solucién de salina de fosfatos (PBS 0.1 M, pH = 7.4), a
una velocidad de 11 ml/min durante 6 min. Posteriormente, se administré una solucién de
paraformaldehido (PFA), al 4% en PBS al 0.1 M, a una velocidad de 11 ml/min durante 40
min. Al terminar este procedimiento, las glandulas adrenales fueron removidas y colocadas en
PFA al 4% en PBS 0.1 M durante 24 h. Concluido este periodo, las glandulas adrenales fueron
traspasadas a una solucién de sacarosa al 30% con 0.1 % de azida de sodio. Las glandulas
adrenales fueron almacenadas en contenedores diferentes con el fin de distinguir entre la

glandula izquierda y la gldndula derecha.
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Inmunohistoquimica contra los receptores 5-HT7

Las glandulas adrenales se seccionaron en cortes de 20 pm de espesor utilizando un criostato
(Leica CM1510) a -24 °C; los cortes fueron recuperados en un portaobjetos, mismos que se
almacenaron en congelacién (-20 °C) por una noche. Al dia siguiente, los portaobjetos se
dejaron temperar a temperatura ambiente por diez minutos para posteriormente realizar dos
lavados de 5 min c/u con PBS 0.1 M, afadiendo una gota sobre cada corte. Al finalizar, se
colocé una gota de buffer de citrato de sodio a 67 °C a cada corte, misma que se dejé actuar
durante diez minutos. Después, se dieron tres lavados de 5 min c/u con PBS 0.1 M y se
incubaron los tejidos con una solucién de H;0; al 3% en PBS 0.1 M durante 30 min, en una
camara hiimeda. Terminado este tiempo, se realizé una incubacion con solucién bloqueadora
universal diluida 1:10 en agua bidestilada por 30 min. Una vez concluido este tiempo, se
procedid a la incubacién con el anticuerpo primario (Santa Cruz Biotechnology, SC-19160)
diluido 1:200 en PBS 0.1 M con tritén al 0.02% durante una noche dentro de una cdmara
humeda y refrigeracion. Al dia siguiente, se realizaron cuatro lavados con PBS 0.1 M (5 min
c/u). Después, se anadié el anticuerpo secundario (Jackson Immunoresearch, 705-065-003) a
una dilucién 1:300 con PBS 0.1 M durante 2 h a temperatura ambiente dentro de una camara
humeda. Al finalizar, cuatro lavados con PBS 0.1 M (5 min c/u) fueron realizados. Concluido
este tiempo, se incubd con el complejo avidina-biotina (kit comercial VESTASTAIN ABC) en
PBS 0.1 M por 2 h,, para realizar posteriormente cuatro lavados con PBS 0.1 M (5 min c/u).
Después, se procedié a revelar con el revelador de diaminobenzidina, DAB (kit VESTASTAIN
DAB) por aproximadamente 1 minuto, o hasta alcanzar la coloraciéon deseada; una vez
lograda, se detuvo la reaccidn afiadiendo agua bidestilada. Los tejidos se dejaron secar por
alrededor de 2 h para sellarlos con un cubreobjetos y Entellan (Merk) para su posterior

observacidn al microscopio.

Inmunohistoquimica contra la 5-HT

Las glandulas adrenales se seccionaron en cortes de 20 pm de espesor utilizando un criostato
(Leica CM1510) a -24 °C; los cortes fueron recuperados en un portaobjetos, mismos que se
almacenaron en congelaciéon (-20 °C) por una noche. Al dia siguiente, los portaobjetos se
dejaron temperar a temperatura ambiente por diez minutos para después realizar dos

lavados de 5 min c/u con PBS para eliminar el exceso de grasa del tejido, posteriormente, se
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realiz6 una incubacién de 30 min en una solucién de peréxido de hidrégeno (Sigma-Aldrich)
al 3% en PBS 0.1 M a temperatura ambiente y bajo agitacion constante. Al cumplirse este
plazo, las secciones se incubaron con una solucién bloqueadora (Power Block) a una dilucién
1:10 en agua bidestilada durante toda la noche en refrigeracion y agitacion constante. A la
maflana siguiente, se la solucién bloqueadora fue reemplazada por el anticuerpo primario
hecho en cabra (ImmunoStar, 20079) contra la 5-HT a una dilucién de (1:1000) en PBS 0.1 M
por 48 h en refrigeracién y agitacion constante. Posteriormente, se realizaron 4 lavados de 5
min c/u con PBS 0.1 M, para luego anadir el anticuerpo secundario biotinilado anti-cabra
hecho en burro (Jackson InmunoResearch, 705-065-003) a una diluciéon de 1:200 en PBS 0.1
M mas BSA al 0.5%, en refrigeracion y agitacion constante durante una noche entera. Una vez
concluido este tiempo, se realizaron 4 lavados de 5 min c¢/u con PBS 0.1 M, para
posteriormente incubar con el complejo avidina-biotina-peroxidasa, ABC (kit comercial de
VESTASTAIN ABC) en PBS 0.1 M por 2 h en agitacién constante. Para finalizar, las secciones se
incubaron con el complejo avidina-biotina-peroxidadsa, DAB (kit VESTASTAIN DAB) por
aproximadamente 1 minuto (hasta obtener la coloracion deseada), para realizar
posteriormente 4 lavados de 5 min c/u con agua biotestilada. Los tejidos se dejaron secar por
alrededor de 2 h para sellarlos con un cubreobjetos y Entellan (Merk) para su posterior

observacion al microscopio.

Microscopia

Los cortes de las glandulas adrenales sometidos a inmunohistoquimica fueron fotografiados
utilizando una camara Nikon DS-Ri1 acoplada a un microscopio Nikon Eclipse 80i, mediante el

programa NIS-Elements version AR.

Induccion de estrés agudo

En el dia namero 15, las ratas tratadas de manera crénica con CORT, asi como el grupo
administrado con VEH, fueron sometidos a estrés agudo por restriccion de movimiento
durante 10 y 30 min, esto es, introduciendo a los animales a un cilindro de area ajustable para

impedirles el movimiento. Al finalizar este periodo, los animales fueron decapitados. Animales
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de cada grupo sin ser sometidos a estrés agudo (0 min) fueron también incluidos en el

estudio.

Determinacion del cambio en la ganancia de peso corporal y el tamafio del timo

y las glandulas adrenales

El cambio en diversas variables somatométricas, como la ganancia de peso corporal o el
tamafio del timo y las gldndulas adrenales, son indicadores de la disfuncion del eje HPA. El
peso corporal fue registrado diariamente a lo largo del tratamiento crénico con CORT y su
respectivo vehiculo (14 dias) y se reporta como el porcentaje de cambio de peso por dia, con
respecto al dia nimero 1. En el dia nimero 15, las glandulas adrenales y el timo de los
animales sometidos a estrés agudo fueron obtenidos y pesados, para reportarse el resultado

del cambio en su peso como peso relativo, es decir, mg de tejido/100g de peso corporal.

Determinacion de los niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona

Para la obtencién del plasma, la sangre colectada después de la decapitacién fue centrifugada
a 3000 rpm y almacenada a -80 °C hasta el momento de ser utilizadas. Los niveles plasmaticos
de CORT y ACTH se determinaron mediante una prueba de ELISA, utilizando los Kkits
comerciales Enzo Life Science (ADI-900-097) y Phoenix Pharmaceuticals, Inc. (EK-001-21),

respectivamente.

Cuantificacion del receptor 5-HT~7 en las glandulas adrenales

Con el objeto de corroborar las observaciones realizadas en los ensayos de
inmunohistoquimica, las cuales son consistentes con un posible aumento de la expresion de
los receptores 5-HT7 en la corteza adrenal como resultado del tratamiento con CORT, se
procedid a cuantificar, mediante la técnica de Western blot, la cantidad de proteina de estos
receptores en glandulas adrenales completas obtenidas de animales que recibieron ambos
tratamientos (VEH y CORT). Un dia después de finalizados los tratamientos (dia 15), animales
de ambos grupos fueron decapitados sin estimulo adicional alguno (0 min). Las glandulas
adrenales fueron congeladas por inmersidn en nitrégeno liquido y mantenidas en el Revco a -

70°C hasta el dia del experimento. El dia del ensayo, los tejidos fueron colocados en buffer
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Krebs-Henseleit frio y homogenizados 10 veces a una velocidad de 400-500 rpm con un

politron.
Obtencion de membranas

Para la obtencién de las membranas las muestras homogenizadas se balancearon con 10 mL
de Buffer Tris-HCI EGTA 10 mM/1 mM y fueron centrifugadas durante 15 min a 4500 rpm a
4°C; después de desechar el sobrenadante se balance6 nuevamente con Buffer Tris-HCl EGTA
para luego centrifugar a 20000 G durante 25 min. Las membranas asi obtenidas fueron
resuspendidas en RIPA con inhibidores de proteasas y luego se colocaron en hielo durante 15
min. Las muestras se sonicaron afiadiendo después 200 pL de buffer de muestra (buffer
Laemly 450 pL y 50 uL de B mercaptoetanol) y 10 puL de urea al 10%. Luego se procedio6 a
desnaturalizar las proteinas calentando las muestras a 100°C durante 10 min. Posteriormente
las muestras se colocaron en hielo para ser luego separadas en alicuotas de 100 pl; una de

estas muestras se utilizé para la determinacién de proteinas por el método de Lowry.

Western blot

Cantidades iguales de proteina (35 pg) se cargaron sobre un gel de electroforesis de
poliacrilamida dodecil-sulfato de sodio al 10% (H:0, acrilamida al 30%, Tris, SDS 10%,
persulfato de amonio 10%, TEMED), en el cuarto pozo se colocé 7ul del marcador de peso
molecular (Dual-color; Bio-Rad), fueron separadas por electroforesis a 90 Volts durante 2
horas, después se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinildieno por 1 hora a 12
Volts utilizando un transblot semiseco (BioRad). Se bloquearon las membranas por 2 h a
temperatura ambiente en una solucién de lavado de leche baja en grasa al 5% y BSA 3% sobre
un agitador; transcurrido el tiempo, se desechd la leche y se le agreg6 el anticuerpo policlonal
de conejo contra el receptor serotonérgico 5-HT7 (48 kDa, Novus Biologicals), o anticuerpo
policlonal de conejo contra la subunidad (31 de la Na+/K+ ATPasa (50 kDa; Millipore, Santa,
USA), diluciones 1:1000, en solucién de lavado de PBS 0.1M con 2% de gelatina, sobre un
agitador durante toda la noche a 4°C. Al siguiente dia se desechd la solucién y se realizaron 3
lavados con solucion TBS 2% sobre un agitador durante 10 min a temperatura ambiente, a su
término se incubaron con el anticuerpo secundario HRP-Goat Anti Rabbit (Invitrogen, USA)
conjugado con peroxidasa de rabano diluciéon 1:10,000 sobre un agitador, por una hora a

temperatura ambiente, y fueron lavadas en 3 ocasiones con solucion de lavado (TBS 2%). Las

36



membranas fueron incubadas con sustrato de blotting de quimioluminiscencia (Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK) de acuerdo con el protocolo del fabricante y expuestas a

un film para su revelado inmediato.
Analisis estadistico

Los datos en el texto, las Figuras y las Tablas se muestran como la media + el error estandar
de la media. Los datos obtenidos en los grupos de animales tratados con VEH y CORT fueron
comparados mediante pruebas t no pareadas (peso relativo de las glandulas adrenales y del
timo), ANOVA bifactorial de medidas repetidas (ganancia de peso corporal) y ANOVA
bifactorial convencional (niveles circulantes de ACTH y CORT), siendo el peso y el tiempo por
un lado, y el tratamiento farmacolégico (VEH y CORT) y el tiempo de estrés agudo (0, 10 y 30
min) por el otro lado, los factores intergrupales independientes. Las pruebas estadisticas y las
graficas fueron realizadas utilizando el programa SigmaStat y GraphPad Prism 5.0,

respectivamente.

Farmacos

Los farmacos utilizados en los presentes experimentos fueron la corticosterona (Sigma-
Aldrich) y la 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (2-HP-B-CD; Sigma-Aldrich), siendo esta ultima

utilizada como VEH.

Disefio experimental

Se utilizaron dos grupos experimentales que recibieron tratamiento crénico con CORT y con
VEH, respectivamente, durante 14 dias. En el dia nimero quince, un grupo de animales de
cada tratamiento fue perfundido para obtener las glandulas adrenales y realizar la
inmunohistoquimica contra los receptores 5-HT; y contra la 5-HT. Un dia después de
finalizados los tratamientos, otros grupos de animales fueron utilizados para la obtencién de
muestras sanguineas en ausencia (0 min) y presencia de estrés agudo por restriccion de
movimiento (10 y 30 min). Para ello, los animales fueron decapitados sin estimulo adicional
alguno (0 min) o inmediatamente después de concluida la sesion de estrés agudo por

restriccion de movimiento a los 10 y 30 min. Las gldndulas adrenales y el timo fueron
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extraidos de estos animales, sirviendo las primeras, provenientes de los animales sin estimulo
de estrés agudo, para la realizacién de los ensayos de Western Blot con el propdsito de

determinar la cantidad de proteina de los receptores 5-HT7 (Fig. 17).
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Figura 17. Disefio experimental. GA = glandulas adrenales.
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RESULTADOS

Efecto del tratamiento créonico con corticosterona sobre las variables somatométricas

Diversos estudios han demostrado que el estrés cronico produce un efecto significativo sobre
algunas variables somatométricas como la ganancia de peso corporal, el peso absoluto y
relativo de las glandulas adrenales y del timo. En el presente estudio, el tratamiento crdnico
con CORT produjo una reduccién significativa de la ganancia de peso corporal expresada
como porcentaje de ganancia de peso corporal por dia, con respecto al dia 1 (Fig. 18). El efecto
del tratamiento crénico con CORT sobre el peso relativo (mg de tejido/100g de peso corporal)

de las glandulas adrenales y del timo se muestra en la Tabla 3

Como se puede observar en la figura 18, el efecto del tratamiento crénico con CORT (50
mg/kg por 14 dias) produjo una reduccién de la ganancia de peso corporal con respecto del
tratamiento con VEH, la cual fue estadisticamente significativa a partir del cuarto dia de

tratamiento (n = 54; Vh =27, CORT = 27).

En el caso de las glandulas adrenales, de manera contraria a lo reportado en animales
sometidos a estrés cronico, el tratamiento crénico con CORT produjo una involucién de estos
organos la cual se reflej6 como una reduccidn de su peso relativo con respecto del observado
en las adrenales de los animales que recibieron VEH (Tabla 2); tal efecto fue estadisticamente
significativo inicamente en el caso de la glandulas adrenales derecha (Tabla 2). Finalmente, al
igual que lo reportado en animales sometidos a estrés cronico, el peso relativo del timo fue
significativamente menor en los animales tratados crénicamente con CORT en comparacion

con los que recibieron VEH (Tabla 3).
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Figura 18. Efecto del tratamiento crénico con corticosterona sobre la ganancia de peso corporal.
VEH = vehiculo; CORT = corticosterona. *P < 0.001 vs VEH.

Tabla 3. Peso relativo de las glandulas adrenales y del timo (mg/100 g de peso corporal).

GA=glandula adrenal; VEH=vehiculo; CORT=corticosterona

GA izquierda GA derecha Timo
VEH CORT VEH CORT VEH CORT
3.19£0.12 290+0.14 | 3.22+0.15 | 2.54+0.15* 58.40 + 2.42 27.35 £ 1.64*
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Efecto del tratamiento créonico con corticosteronasobre la inmunorreactividad a los

receptores 5-HT7 en las glandulas adrenales

Las Figuras_19_y 20 muestran el efecto del tratamiento crénico con CORT_(paneles derechos)
con respecto del VEH (paneles izquierdos) sobre la IR-5-HT7 en las glandulas adrenales
izquierda y derecha, respectivamente. En ambos grupos se observa la_sefial en las zonas mas
externas de la corteza adrenal, drea que corresponde a la zona glomérulosa y zona fasciculata,
siendo en ésta tltima donde se lleva a cabo la produccion de _glucocorticoides. La IR-5-HT7 fue
notablemente mayor en las glandulas adrenales de los animales que recibieron CORT

(derecha) en comparacion con aquellos que recibieron tratamiento con VEH (izquierda).

Figura 19. Efecto del tratamiento crénico con corticosterona sobre la imunorreactividad a los
receptores 5-HT7 en la glandula adrenal izquierda. Izq.) Vehiculo; Der.) Corticosterona. Las
fotografias fueron tomadas a una magnificacién de 20x. La CORT fue administrada a una dosis de 50

mg/kg.
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Figura 20. Efecto del tratamiento crénico con corticosterona sobre la inmunorreactividad a los
receptores 5-HT7 en la glandula adrenal derecha. Izq.) VEH; Der.) CORT. Las fotografias fueron
tomadas a una magnificacién de 20x. La CORT fue administrada a una dosis de 50 mg/kg.

Efecto del tratamiento cronico con _corticosterona sobre la inmunorreactividad a 5-HT

en las glandulas adrenales

Las Figuras 21 y 22 muestran el efecto del tratamiento crénico con VEH y CORT sobre la IR-
5HT en las glandulas adrenales izquierda y derecha, respectivamente. Del lado derecho se
observa la IR-5HT correspondiente a los animales que fueron administrados con CORT
durante 14 dias, mientras que el lado izquierdo corresponde a los animales tratados s6lo con
VEH. De manera cualitativa se aprecia un aumento aparente de la IR-5HT en los animales
inyectados con CORT en comparacién del respectivo VEH, en las zonas correspondientes a la
zona glomerulosa y zona fasciculata, lugar donde se lleva a cabo la produccién de
glucocorticoides. Se puede apreciar que la CORT produce un aumento en la IR-5-HT con
respecto del VEH. De manera paralela a lo ocurrido con las IR-5-HT7, el aumento de células

inmunorreactivas es mayor en el lado izquierdo que en el derecho.
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Figura 21. Efecto del tratamiento crénico con corticosterona sobre la imunorreactividad a la 5-
HT en la glandula adrenal izquierda. 1zq.) VEH; Der.) CORT. Las fotografias fueron tomadas a una
magnificacion de 20x. La CORT fue administrada a una dosis de 50 mg/kg por dia durante 14 dias.
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Figura 22. Efecto del tratamiento crénico con corticosterona sobre la imunorreactividad a la 5-
HT en la glandula adrenal derecha. 1zq.) VEH; Der.) CORT. Las fotografias fueron tomadas a una
magnificacion de 20x. La CORT fue administrada a una dosis de 50 mg/kg por dia durante 14 dias.
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Efecto del tratamiento crénico con_corticosterona sobre la_cantidad de proteina de los

receptores 5-HT7 en las glandulas adrenales

Como se muestra en la Figura 23, el contenido de proteina de los receptores 5-HT; en
extractos de glandulas adrenales totales se vio significativamente incrementado como
resultado del tratamiento crénico con CORT en comparacion con el VEH. Tal fenémeno fue
observado tanto en la glandula adrenal izquierda como en la derecha (Fig. 23). Estos
resultados son similares a los observados en las glandulas adrenales de animales sometidos a

estrés crénico por restriccion de movimiento durante 2 semanas (Garcia-Iglesias y col., 2013).
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Figura 23. Efecto del tratamiento créonico con corticosterona (CORT) en comparacién con el
vehiculo (VEH) sobre la cantidad de proteina de los receptores 5-HT7 en glandulas adrenales
completas. Se muestran los resultados en las glandulas adrenales del lado izquierdo (GA 1ZQ) y del lado
derecho (GA DER) tomadas de animales de los grupos de 0 min (en ausencia de estrés agudo).
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Efecto de tratamiento cronico con corticosterona sobre los niveles plasmaticos de
ACTH y corticosterona en ausencia y presencia de estrés agudo por restriccion de

movimiento

La Figura 24 muestra el efecto del tratamiento crénico con CORT, en comparaciéon con el VEH,
sobre los niveles basales (0 min; en ausencia de estrés agudo) y los inducidos por la
exposicidn a estrés agudo por restriccion de movimiento durante 10 y 30 min, de ACTH. Como
puede observarse, el tratamiento con CORT produjo una disminucién significativa (P < 0.05)
de los niveles plasmaticos de ACTH medidos inmediatamente después de una sesion de estrés
agudo por restriccién de movimiento de 10 min, pero no tuvo efecto sobre los niveles basales
(0 min; sin estrés agudo) y los determinados inmediatamente después de la sesién de 30 min
de estrés agudo (Fig. 24). No obstante, en todos los casos se observo una tendencia clara hacia
la reduccién de los niveles de ACTH como resultado de la exposicién a niveles elevados de

CORT durante el tratamiento. (Fig. 24).
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Figura 24. Secrecion de ACTH en respuesta al estrés agudo por restriccion de movimiento
(restriccion de movimiento) en animales sometidos a un tratamiento crénico con CORT y su
vehiculo (VEH). La CORT fue administrada a una dosis de 50 mg/kg durante 14 dias. En el dia nimero
15, se indujo un estimulo de estrés agudo por restriccién de movimiento de 10 y 30 min. Terminado este
tiempo, los animales fueron decapitados para recolectar la sangre del tronco y obtener el suero para la
posterior determinacién de los niveles de CORT mediante un kit comercial de inmunoensayo (ELISA).
De manera adicional, los niveles basales de esta hormona fueron determinados. *P<0.05 vs VEH;
*P<0.05 vs VEH (0 min); ®P<0.05 vs CORT (0 min).

45



Por su parte, en la Figura 25 se muestran los niveles de CORT basales y en respuestaa 10y
30 min de estrés agudo por restriccion de movimiento. El nivel basal de esta hormona en los
animales que recibieron la inyeccién diaria de CORT durante 14 dias, es significativamente
mayor que los animales a los que Unicamente se administré VEH. Para el caso del estrés
agudo, tanto para los 10 y 30 min de restricciéon de movimiento, el grupo de animales de VEH
presenta una secrecion de CORT ligeramente menor que aquellos que recibieron el
tratamiento con CORT. En ambos tiempos de restriccién de movimiento, tanto el grupo de
VEH como el de CORT, liberan cantidades de CORT que son significativamente mayores a sus

respectivos niveles basales.
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Figura 25. Secrecion de corticosterona (CORT) en respuesta al estrés agudo por restriccion de
movimiento (restriccion de movimiento) en animales sometidos a un tratamiento crénico con
CORT y su vehiculo (VEH). La CORT fue administrada a una dosis de 50 mg/kg durante 14 dias. En el
dia nimero 15, se indujo un estimulo de estrés agudo por restricciéon de movimiento de 10 y 30 min.
Terminado este tiempo, los animales fueron decapitados para recolectar la sangre del tronco y obtener
el suero para la posterior determinacién de los niveles de CORT mediante un kit comercial de
inmunoensayo (ELISA). De manera adicional, los niveles basales de esta hormona fueron determinados.
*P<0.05 vs VEH; “P<0.05 vs VEH (0 min); °P<0.05 vs CORT (0 min).
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DISCUSION

En términos generales, los resultados del presente estudio son consistentes con la idea de que
las alteraciones producidas por el estrés cronico por restriccion de movimiento en ratas (20
min/dia, durante 14 dias; Garcia-Iglesias y col., 2013) son en parte dependientes de los
glucocorticoides. Esta idea se basa en el hecho de que los cambios observados en los animales
que recibieronel tratamiento crénico con CORT, a pesar de ser de menor magnitud con
respecto de los reportados en animales con historial de estrés crénico, siiguieron
esencialmente el mismo patrén que éstos. Especificamente, en lo referente a los parametros
somatométricos (también denominados morfométricos), los animales que recibieron
tratamiento con CORT presentaron una reduccién significativa de la ganancia de peso
corporal y del peso relativo del timo reflejando asi un fendmeno de involucion de este drgano.
Por el contrario, en lo relativo a las glandulas adrenales el tratamiento con CORT promovié un
fenbmeno de involucion el cual es opuesto a la hipertrofia que ha sido reportada
consistentemente en modelos animales de estrés croénico, incluido el de restriccién de
movimiento (Garcia-Iglesias y col.,, 2013). Por otro lado, el tratamiento crénico con CORT, al
igual que lo observado en animales con historial de estrés crdénico, promovié un visible
aumento de la IR-5-HT7 y de la IR-5-HT a nivel de la corteza adrenal lo que sugiere que estos
cambios son, al menos en parte, dependientes de los glucocorticoides. Como se puede apreciar
no obstante, la magnitud del aumento de IR-5-HT7 y de IR-5-HT en las glandulas adrenales de
los animales que recibieron el tratamiento crénico con CORT con respecto de los que
recibieron el tratamiento con VEH, es visiblemente menor que la reportada previamente entre
animales que recibieron tratamiento de estrés cronico y control (sin estrés) (Garcia-Iglesias y
col,, 2013) sugiriendo asi que la activacion de la respuesta fisiologica al estrés, que incluye
fundamentalmente la estimulacion del eje HPA, es necesaria para promover el incremento del
tono serotonérgico y de la expresion de los receptores 5-HT7 a nivel de la corteza adrenal;
aparentemente ambos eventos son necesarios para el desarrollo de la hipercorticolemia en
ratas (Garcia-Iglesias y col.,, 2013; Terrén, 2014) y, probablemente también, en pacientes con
tumores adrenales hiperproductores de cortisol (Louiset y col., 2006). Finalmente, en lo que
respecta a la respuesta endocrina al estrés agudo, que en nuestro trabajo consistié en la
determinacion de los niveles plasmaticos de ACTH y CORT en ausencia (0 min) y presencia de
estrés agudo por restriccion de movimiento (10 y 30 min), el tratamiento crénico con CORT

produjo una reduccion significativa de la secrecién de ACTH inducida por la
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exposicidn a estrés agudo por restriccion de movimiento durante 10 min, en tanto que la
secrecion de CORT inducida por estrés agudo no se modificd significativamente
encontrandose diferencia significativa inicamente en ausencia de estrés (0 min; Fig. 25). La
disminucion de la secreciéon de ACTH en los animales que recibieron tratamiento con CORT es
consistente con nuestros resultados previos en animales con estrés créonico puesto que la
secrecion de la hormona en estos ultimos se vio drasticamente reducida con respecto de los
animales no estresados (Garcia-Iglesias y col, 2013). Sin embargo, en contraste con lo
observado en animales con estrés cronico, la magnitud de la reduccién de la secrecion de
ACTH en respuesta al estrés agudo en el grupo de animales que recibi6 el tratamiento con
CORT fue claramente menor que la observada en los primeros, sugiriendo nuevamente que el
desarrollo de mecanismos esteroidogénicos adrenales independientes de ACTH requieren la
activacion de la respuesta fisioldgica al estrés y no solo el aumento de los niveles circulantes
de glucocorticoides. En concordancia con estas observaciones, la secreciéon de CORT inducida
por estrés agudo no se vio significativamente alterada por el tratamiento crénico con CORT, lo
que sugiere de nuevo que el fendmeno de hipercorticolemia involucra mecanismos
adicionales al aumento de los niveles circulantes de glucocorticoides. Asi, las presentes
observaciones apoyan la hipdtesis que plantea la participacién parcial de los glucocorticoides
en el desarrollo de la hipercorticolemia, siendo necesaria la participacién de otros
componentes de la respuesta fisiologica al estrés, como el sistema nervioso simpatico, la
inervacion peptidica adrenocortical y el sistema inmune, entre otros (Bornstein y Chrousos,

1999; Bornstein y col., 2008).

Efecto del tratamiento crénico con corticosterona sobre los parametros

somatomeétricos

Se ha reportado previamente que el tratamiento crénico con CORT (10 mg/kg, dos veces al dia
por 7 dias [Czyrak y col.,, 2003] o la implantaciéon de un pellet de 100 mg por una semana
[Fernandes y col., 1997]) produce una disminucién en la ganancia de peso corporal. En
concordancia con lo anterior, los resultados de nuestro estudio indican que la administracién
cronica con CORT (50 mg/kg, durante 14 dias) es también capaz de producir una disminucién
significativa de la ganancia de peso corporal en comparacion con el VEH; tal diferencia fue

estadisticamente significativa a partir del dia 4 (Fig. 18). Este efecto es similar al encontrado
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previamente en animales sometidos a estrés crénico por restriccion de movimiento (20

min/d{a, durante 14 dias) (Garcia-Iglesias y col., 2013).

El CRF liberado durante el estrés ha sido relacionado estrechamente con la disminucion de
peso corporal debido a la inhibicion que ocasiona sobre la liberaciéon del neuropéptido Y
(NPY) del nucleo arcuato en el hipotdlamo (Calvez y col, 2011); el NPY tiene funcién
orexigénica natural, es decir, actia como inductor del apetito (Heinrichs y col., 1993). En este
sentido, diversos protocolos de estrés cronico (inmovilizacién, restriccion de movimiento, por
7,14 o 27 dias) han demostrado reducir de manera drastica la ingesta de alimento en ratas en
comparacion con los animales no estresados (Marti y col., 1994). Por otro lado, la
administracién de CORT a una dosis de 40 mg/kg durante 21 dias, ademas de inducir una
disminucién significativa en la ganancia de peso corporal con respecto del VEH, produjo
también un aumento en la inmunorreactividad al CRF en el NPV de la rata (Lee y col., 2013).
Considerando lo anterior, es probable que el efecto sobre la ganancia de peso corporal
producido por el tratamiento crénico con CORT utilizado en este estudio (50 mg/kg por dia,
durante 14 dias) funcione a través de la inhibicion del apetito, probablemente via la inhibicién
de la liberacion de NPY. Deben considerarse no obstante otros posibles mecanismos como es

la actividad proteolitica de los glucocorticoides (Becker, 2001; Marti y col., 1994).

Se sabe, por otro lado, que los glucocorticoides producen supresion de la funcién inmune
(Chrousos, 2009), lo cual es consistente con la involucién del timo que se ha observado
consistentemente en diversos protocolos de estrés cronico (Garcia-Iglesias y col, 2013; Choi y
col,, 2008; Ulrich-Lai y col, 2006), asi como tras la administracién crénica de CORT (Czyrak y
col., 2003; Fernandes y col.,, 1997). De este modo, los presentes resultados indican que el
tratamiento créonico con CORT, a una dosis de 50 mg/kg por dia durante 14 dias, es suficiente
para inducir una involucién significativa del timo, en comparacién con el efecto del VEH
(Tabla 3). Asimismo, el aumento en el tamafio de las glandulas adrenales es otra de las
variables somatométricas que se ven alteradas por el estrés cronico (Garcia-Iglesias y col,
2013; Choi y col., 2008; Marti y col., 1993; Ulrich-Lai y col., 2006), efecto que se asocia tanto a
hiperplasia como a hipertrofia de las células en la zona fasciculata, region en la que se lleva a
cabo la sintesis y secrecion de los glucocorticoides (Ulrich-Lai y col.,, 2006). No obstante, en
contraste con el efecto del estrés crénico, la literatura refiere que la administracién crénica de
CORT produce un fenémeno de involucién en las glandulas adrenales (Czyrak y col., 2003;

Fernandes y col,, 1997), efecto que es dependiente de la dosis (Solomon y col.,, 2011) y que es
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mimetizado por el agonista sintético de los glucocorticoides, dexametasona (Rafacho y col,,
2008; Solomon y col, 2011). De acuerdo con estas observaciones, nuestros resultados
muestran que el tratamiento créonico con CORT produjo efectivamente involucion de las
glandulas adrenales. Del mismo modo, gran cantidad de estudios clinicos revelan que los
tratamiento prolongado con glucocorticoides como agentes terapéuticos, conllevan en muchas
ocasiones una insuficiencia adrenal que involucra la disminucién de su tamafio (Lansang y
Kramer, 2011; Girard y col.,, 1979), efecto que se relaciona con una deficiencia de secrecién de
ACTH y, por tanto, de estimulaciéon de esta hormona hacia sus receptores en la zona
fasciculata y la zona reticularis de la corteza adrenal (Raff'y col., 2014). Debido a que nuestros
resultados indican una alteracién en la secrecién de ACTH que, en respuesta al estrés agudo se
encuentra disminuida, es probable que la involucién en las glandulas adrenales de los
animales sometidos al tratamiento crénico con CORT esté influenciada por la deficiente

liberacién de ACTH.

Posible relacion entre los glucocorticoides y la expresion de receptores 5-HT7 a nivel

adrenocortical

Los efectos de los glucocorticoides son mediados por dos tipos de receptores ampliamente
distribuidos en el organismo, los receptores a mineralocorticoides y los receptores a
glucocorticoides, siendo los primeros los que poseen mayor afinidad por el cortisol y regulan
las funciones habituales del organismo como los ciclos circadianos, mientras que los
receptores a los glucocorticoides actiian cuando los niveles de estas hormonas se incrementan
de manera considerable (Young y col, 2016). Tras su activaciéon, los receptores a
glucocorticoides pueden formar dimeros que se translocan hasta el nucleo celular para
activar, inhibir o reprimir la transcripcion de diversos genes (De Kloet y col., 1998), de los que
se cuentan mas de 200, por ejemplo, aquellos que estan presentes en células del sistema
inmunitario, entre muchos otros (Galon y col,, 2002; Barnes, 2011; Kadmiel y Cidlowski,

2013).

Gran cantidad de estudios indican que los glucocorticoides pueden alterar la expresion de
algunos componentes del sistema serotonérgico como son algunas enzimas y receptores. Asi,
se ha reportado que la adrenalectomia produce un aumento en la expresion de los receptores

5-HTe y 5-HT7 en el hipocampo, en tanto que la dexametasona produce el efecto opuesto (Le
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Corre y col., 1997; Shimizu y col,, 1997; Yau y col., 1997). Por otro lado, la administracién de
CORT durante 21 dias aumenta la expresion de la triptéfano hidroxilasa 2, enzima limitante en
la biosintesis de la 5-HT en el ndcleo dorsal del rafé (Donner y col,, 2012). Asimismo, se
demostré que el tratamiento cronico con CORT (50 mg/kg por dia durante 14 dias), al igual
que la implantaciéon de un pellet de 100 mg durante una semana, aumentan la unién del
antagonista 5-HT,, ketanserina, y del agonista 5-HT1a, 8-OH-DPAT, en el hipocampo (Takao y
col, 1997; Fernandes y col, 1997). Finalmente, en otro estudio se reporté6 que la
administracién de CORT (10 mg/kg por dia) durante 14 dias induce un aumento en la
activacion de los receptores 5-HT7 en el hipocampo (Tokarski y col,, 2009). Con base en lo
anterior, resulta evidente que los glucocorticoides ejercen un efecto importante sobre la
expresion génica del sistema serotonérgico, por lo que la hipotesis de que sean estos los
responsables del aumento de la expresion de los receptores 5-HT7 en las glandulas adrenales
de animales con historial de estrés crénico (Garcia-Iglesias y col., 2013) parece factible. Los
resultados del presente estudio asi lo sugieren puesto que el tratamiento crénico con CORT
produjo un claro, aunque modesto aumento de la expresidn de dichos receptores en la corteza
adrenal. Se debe destacar, no obstante, que el mecanismo preciso involucrado en este efecto,
asi como el que subyace la desregulacion del eje HPA durante el estrés cronico, es hasta ahora

desconocido.

Los receptores 5-HT; pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas Gs
(Atanes y col, 2013), por lo que su activacion promueve el incremento de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), encargado de generar diversas respuestas en el organismo a
través de la fosforilacién de la proteina cinasa A (PKA) (Conn, 2013). Se ha reportado que
entre las funciones mediadas por la via de sefializacion de AMPc/PKA pueden encontrarse la
proliferacién celular y la esteroidogénesis, ya que en tumores adrenales humanos
hipersecretores de cortisol, en los que se ha reportado la expresion ectépica de receptores 5-
HT5, la presencia de un inhibidor de PKA, el H-89, redujo significativamente la produccién de
cortisol en cultivos celulares provenientes de estos tumores (Louiset y col., 2006), hecho que
resulta de gran interés puesto que en condiciones normales, los niveles basales de cortisol no
se ven afectados por el H-89 (Mazzocchi y col.,, 2005). Dado que en condiciones de estrés
crénico se ha reportado un aumento en la expresién de receptores 5-HT; y también una
secrecion exacerbada de CORT en respuesta al estrés agudo (Garcia-Iglesias y col., 2013), es

probable que en condiciones patoldgicas la estimulacién continua de AMPc en las células
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adrenocorticales promueva la proliferaciéon celular y la esteroidogénesis a través de los

receptores 5-HT7 (Terrdn, 2014).

Alteraciones en el sistema enddcrino en respuesta al estrés agudo ocasionadas por el

tratamiento créonico con corticosterona

Con respecto de las alteraciones endocrinas reportadas en modelos animales de estrés
cronico, se han reportado niveles basales disminuidos de ACTH (Tauchi y col, 2008;
Malkesman y col, 2006; Garcia-Igleasias y col., 2013), lo cual podria explicarse por una
sensibilidad alterada de la corteza adrenal ocasionada por un proceso de regulaciéon
descendente de los receptores a la ACTH (Sanchez y col., 1998), sin embargo, no esta claro si
estos efectos son producidos directamente por la accién de los glucocorticoides. En este
sentido, nuestros resultados muestran que el tratamiento crénico con CORT promovié un
descenso modesto, aunque no significativo, de los niveles basales de ACTH en comparacion
con el VEH (Fig. 24). Resulta interesante sin embargo que la secreciéon de ACTH en respuesta
al estrés agudo por restriccion de movimiento durante 10 min se vio significativamente
disminuida por efecto del tratamiento con CORT, lo cual sugiere que parte del mecanismo que
genera la reduccion de ACTH inducida por el estrés cronico es mediado por los
glucocorticoides involucrando probablemente otros mecanismos como es la estimulacion
simpatica. En concordancia con lo anterior, Dallman y col. (1987) demostraron previamente
que la administracion de CORT altera la secreciéon de ACTH, pues al implantar un pellet de
CORT al 40% con colesterol en ratas adrenalectomizadas, cuyas concentraciones en sangre se
mantuvieron entre 2-4 pg/dL durante 7 dias, la liberacion de ACTH se redujo, disminucién
que tiende a aumentar conforme la dosis de CORT se incrementa (Dallman y col.,, 1987). En
nuestro estudio, el pico de ACTH se alcanzé entre los 10 y 20 min posteriores al inicio del
estrés agudo, y la concentraciéon de ACTH alcanzada por los animales tratados con CORT fue
menor que la observada en animales que recibieron VEH. Como ya se menciond, sélo el
tiempo de 10 min reporté una diferencia significativa entre la CORT y el VEH (Fig. 24). Para
ambos grupos, la concentracion de ACTH tiende a aumentar en funcién del tiempo. Aunque
diversos estudios indican que los altos niveles de glucocorticoides inducen una disminucién
en la secrecion de ACTH, la inyecciéon que los animales recibieron cada dia durante el
tratamiento puede considerarse por si sola como un estimulo estresor, y dado que la CORT

administrada trata de emular los efectos de los glucocorticoides liberados durante el estrés, es

52



probable que esta tendencia esté relacionada de manera directa con una elevada cantidad de

glucocorticoides en la circulacion.

Con respecto de la secrecion de glucocorticoides en nuestros experimentos, los niveles
basales de CORT en el grupo que recibi6 el tratamiento con CORT fueron significativamente
mas elevados que los observados en el grupo que recibio el VEH (Fig. 25). Dado que los
niveles de CORT inducidos por estrés agudo por restriccion de movimiento en ambos grupos
(VEH y CORT) no fueron diferentes, es probable que la diferencia entro los grupos en el
tiempo de 0 min haya sido consecuencia de la ultima administracién de CORT un dia antes del
sacrificio de los animales, y no el resultado de una secreciéon exacerbada ocasionada por el
tratamiento, el cual se ha demostrado es efectivo para aumentar los niveles circulantes de
CORT (Fernandes y col., 1997; Czyrak y col.,, 2003). Asi, los niveles de CORT medidos en los
animales tratados con CORT y sometidos a estrés agudo por restriccion de movimiento
durante 10 y 30 min pueden reflejar la suma de los niveles remanentes del tratamiento y los
inducidos por el estrés agudo (Fig. 25). Por otro lado, es sabido que después de un periodo de
estrés crénico, en donde la secrecion de glucocorticoides se mantiene elevada, existe una
sensibilizacion de la respuesta secretoria de glucocorticoides hacia un nuevo estresor (Harris
y col, 2004; Bhatnagar y Dallman, 1998), y dado que la CORT exdgena busca emular la
secrecion de CORT endoégena durante el periodo de estrés crénico, la restriccion de
movimiento en nuestro protocolo podria ser considerada como un nuevo estresor. No

obstante, si tal sensibilizacion ocurre en nuestros experimentos, ésta no fue detectada.

La administracion oral de CORT (a través del agua de bebida; 100 y 400 ug/ml) durante 21
dias aboli6 el patrén circadiano de secrecion de CORT (Donner y col, 2012). Resulta
interesante que después del tratamiento con la concentraciéon de 100 pg/ ml, los niveles
basales de la hormona fueron menores con respecto de los observados en animales que
recibieron VEH; en el caso de la concentracién mas alta, ésta produjo también una
disminuciéon de los niveles basales de ACTH (Donner y col, 2012). Con base en estas
observaciones, es probable que los altos niveles de glucocorticoides influyan de maneras
distintas en las diversas respuestas del organismo, segin su concentracién y su via de
administracion. En nuestro caso, el tratamiento crénico con dosis elevadas de CORT (50
mg/kg) no fue capaz de mimetizar el efecto del estrés cronico en cuanto a la disociacidn entre

la secrecion de CORT y ACTH en respuesta al estrés agudo (Garcia-Iglesias y col., 2013).
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Relacion entre el aumento de los niveles circulantes de corticosterona y la

expresion de receptores 5-HT7 en la corteza adrenal

A pesar de que se ha establecido que el sistema serotonérgico modula la actividad del eje HPA
a través de las proyecciones que los nicleos medial y dorsal del rafé envian hacia las células
parvocelulares del NPV (Larsen y col., 1996; Liposits y col., 1987), la evidencia que sefiala el
papel de los receptores 5-HT7 en este mecanismo regulatorio es aiin escasa. En condiciones no
patolégicas, tales receptores se han encontrado en el hipotalamo, el hipocampo y la amigdala;
ademas se ha propuesto su participaciéon en la regulacién de los ciclos circadianos y en los
mecanismos involucrados en un gran nimero de desérdenes psiquiadtricos como la ansiedad y
la depresion (Varnds y col, 2004). Diversos reportes indican que los antagonistas de los
receptores 5-HT;, al ser administrados junto con farmacos antidepresivos, como la
imipramina o la desipramina, potencian el efecto de estos medicamentos (Wesotowska y col,,
2007), ademas de producir efectos antidepresivos por si mismos, como es el caso del SB-
269970, el cual reduce el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado,
comportamiento asociado a la depresion en roedores (Hedlund y col., 2005; Wesotowska y
col., 2007). Asi pues, es posible que estos receptores desempefien un papel importante en la

desregulacion del eje HPA bajo condiciones de estrés crénico.

Los resultados de este trabajo indican que el tratamiento cénico con CORT (50 mg/kg,
durante 14 dias) es suficiente para promover un aumento de la IR-5-HT7 en la corteza de las
glandulas adrenales (Figs. 19 y 20) en comparacién con el VEH. Este hallazgo, el cual sugiere
un aumento de la expresion de los receptores, fue confirmado por Western blot (Fig. 23),
dando soporte por lo tanto a la hipdtesis de que la expresion ectépica de receptores 5-HT7
involucrados en la secrecion exacerbada de glucocorticoides bajo condiciones de estrés
cronico (Garcia-Iglesias y col., 2013; Terron, 2014) es dependiente, al menos en parte, de los
propios glucocorticoides. De este modo, los glucocorticoides liberados en exceso durante el
estrés cronico podrian alterar la expresion de los receptores 5-HT7 y de otros mecanismos
ectopicos productores de glucocorticoides en la corteza adrenal, mismos que podrian
subyacer hipersecrecién de estas hormonas y, posteriormente, promover las alteraciones

propias de los DRE (Chrousos, 2009; Terrén, 2014).

El papel de los receptores 5-HT7 ha sido dilucidado en la disfuncién del eje HPA inducido
por estrés cronico probando los efectos de su antagonista especifico SB-656104 sobre los

niveles de CORT en respuesta al estrés agudo en ratas con historial de estrés croénico,
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produciendo la abolicién del incremento de CORT producidos por el estrés cronico, de manera
que los valores registrados para los animales sometidos a estrés cronico son comparables con
los obtenidos por los animales CRTL (Garcia-Iglesias y col., 2013). Puesto que se ha
confirmado la presencia del RNAm de este receptor en la corteza adrenal de la rata en
condiciones no patoldgicas (zona glomerulosa y zona fasciculata/reticularis), pero no en la
médula (Contesse y col, 1999), se sugiere que los receptores 5-HT; en las células
parvocelulares del NPV pueden modular la secrecién de CRF y por lo tanto también la de
ACTH en la pituitaria, para finalmente promover la liberacion de CORT en las glandulas
adrenales; sin embargo, la presencia de los receptores 5-HT7 en las glandulas adrenales
después de la exposicién prolongada a estrés, sugiere ademas un papel de estos en la
secrecion de CORT de manera independiente de ACTH (Terrén, 2014; Bornstein y col., 2008).
Desde el punto de vista clinico, los receptores 5-HT7 en las glandulas adrenales podrian por
tanto representar un blanco terapéutico importante no sélo para la depresion, sino para los
DRE caracterizados por el funcionamiento alterado del eje HPA, pues el mecanismo de accion
de los antagonistas de los receptores 5-HT7 podria involucrar la inhibicién de la secreciéon
exacerbada de glucocorticoides, impidiendo de este modo que se alcancen niveles patoldgicos

de los mismos en la circulacion.

Resulta por demas interesante que en cultivos celulares provenientes de tumores
adrenales humanos hipersecretores de cortisol se ha reportado expresién ectopica de
receptores 5-HT7 (Louiset y col,, 2006), lo que sugiriere que estos participan en la produccién
de glucocorticoides via una accién paracrina de la 5-HT cuyos niveles en la corteza adrenal se
ven considerablemente aumentados durante el estrés cronico (Garcia-Iglesias y col.,, 2013).
Dado que los receptores 5-HT7 se expresan también en los vasos sanguineos que irrigan el
tejido adrenocortical, es posible que estos desempefien un papel en la regulacion de la
esteroidogénesis mediante cambios del flujo sanguineo adrenal (Louiset y col., 2006). De
hecho, se sabe que la produccion de cortisol en los tumores adrenales humanos mencionados
anteriormente, es mediada por receptores 5-HT; puesto que en células en cultivo
provenientes de dichos tumores la 5-HT induce potentemente la secrecién de cortisol,
respuesta que es inhibida por el antagonista 5-HT;, SB-269970; ademads, se detectd la
presencia de IR-5-HT?7 en estos tejidos, no asi en el caso de tejidos sanos (Louiset y col., 2006).
Esta comprobado que la sobre activacion del eje HPA, hecho que acompaiia a los DRE, se
mejora con farmacos que tienen como blanco el sistema serotonérgico, y dado que los

antagonistas 5-HT7 han demostrado tener buenos efectos como antidepresivos, ademas de
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inhibir la secrecién exacerbada de CORT bajo condiciones de estrés crénico (Garcia-Iglesias y
col, 2013), es probable que el mecanismo de accién involucrado opere a través de la
supresion de los altos niveles circulantes de los glucocorticoides a nivel adrenocortical, lo cual

evidentemente requeriria de la liberacién local de 5-HT en la corteza adrenal.

Alteraciones de la 5-HT inducidas por el tratamiento crénico con corticosterona

Es aceptado que la 5-HT puede regular la funcién del eje HPA debido a la innervacién que el
NPV recibe de los nucleos medial y dorsal del rafé (Larsen y col., 1996; Liposits y col., 1987);
en menor medida, tales neuronas inervan directamente a las células corticotrépicas de la
glandula pituitaria, promoviendo de este modo la secrecién de CRF, ACTH y glucocorticoides
(Jorgensen y col, 1999). De hecho, se reporté que la destruccién de las terminales
serotonérgicas del NPV y del rafé previene el incremento de la secreciéon de CORT plasmatica
inducido por diversos estimulos (Van de Kar, 1991). Asimismo, desde un punto de vista
funcional, la 5-HT estimula la secrecién de glucocorticoides tanto en animales como en
humanos (Ehrhart-Bornstein y col,, 1998), y se ha demostrado su presencia en las células
medulares de las glandulas adrenales del ratén (Ritzén y col., 1965) y de la rata (Verhofstad y
Jonsson, 1983; Holzwarth y Brownfield, 1985). Sin embargo, la médula adrenal humana no
contiene este neurotransmisor, pero si se encuentra presente en los mastocitos, lo que sugiere
que la 5-HT liberada de estas células puede estimular la secreciéon de glucocorticoides
(Lefebvre y col,, 1992) probablemente via la activaciéon de los receptores 5-HT; (Garcia-
Iglesias y col,, 2013; presente estudio). En apoyo de esta posibilidad, se reporté que el
agonista de los receptores 5-HT1a/5-HT7, 8-OH-DPAT, induce la secrecion de CORT via un
mecanismo que no se ve totalmente inhibido tras la administracién de un antagonista

especifico de los receptores 5-HT1a (Vicentic y col., 1998).
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CONCLUSION

Los resultados del presente trabajo sugieren que las alteraciones adrenocorticales (aumento
de la expresion de receptores 5-HT7 y de los niveles de 5-HT) y endocrinas (hipercorticolemia
independiente de la secrecion de ACTH) son parcialmente dependientes de los
glucocorticoides. A juzgar por las variaciones en las variables somatométricas de los animales
que recibieron el tratamiento crénico con CORT, los resultados indican que la disminucién de
la ganancia de peso corporal y la involucién del timo durante el estrés crénico representan
cambios dependientes de los glucocorticoides, no asi la hipertrofia de las glandulas adrenales,
la cual parece depender de otros mecanismos como puede ser la hiperactividad del sistema
nervioso simpatico. En el caso de la respuesta hormonal inducida por el estrés agudo por
restriccion de movimiento, parece claro que el aumento de la expresion de los receptores 5-
HT; y de los niveles de 5-HT a nivel de la corteza adrenal no son suficientes por s{ mismos
para provocar la generacion del estado de hipercorticolemia que se observa en animales con
historial de estrés cronico. El papel de otros factores en este proceso no descarta por
completo la participacion de los receptores 5-HT7 y de la 5-HT. Es necesario realizar mas
estudios para dilucidar la relacién entre el sistema serotonérgico y la disrupcién del sistema

endocrino propio del eje HPA durante el estrés crénico.
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PERSPECTIVAS

Dado a que los resultados del presente trabajo indican que los elevados niveles de
glucocorticoides liberados durante el estrés crénico influyen directamente en las alteraciones
causadas en el funcionamiento del eje HPA y el sistema serotonérgico, cambios que a su vez
propician la manutencion de la secrecién exacerbada de glucocorticoides, las perspectivas de
este proyecto se enfocan a analizar cudles son los elementos del sistema serotonérgico que
intervienen en dicho proceso, con el objetivo de generar informaciéon que coadyuve a
descubrir el estrecho mecanismo por medio del cual la 5-HT y los glucocorticoides generan el
estado de hipercorticolemia en el organismo, importante factor de predisposicién para una

amplia gama de padecimientos.
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