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1. INTRODUCCION

Las hormonas sexuales femeninas como el estradiol (E2) y la progesterona (P4), tienen
un papel importante en el desarrollo y funcionamiento normal del organismo de las hembras de
multiples especies de mamiferos. Por lo comun, estas hormonas esteroideas son conocidas por
el papel que desempefian en la pubertad, ya que participan en el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios, como cambios en los 6rganos reproductores, el inicio de la menstruacion
y el crecimiento de las glandulas mamarias (Yoest et al., 2018; Garcia-Delgado et al., 2007).

La sintesis y secrecion de estas hormonas esta regulada por el eje hipotdlamo-hipoéfisis-
ovario. El Hipotalamo se secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), misma que
es liberada al sistema porta-hipofisiario. Cuando la GnRH interactia con las células
gonadotropas en la hipdfisis, favorece la sintesis y liberacion de las hormonas luteinizante (LH)
y foliculo estimulante (FSH) a la circulacion periférica, donde son transportadas hasta llegar al
ovario (Gardner & Shoback, 2013; Popat et al., 2008).

En las celulas de la teca y de la granulosa, constituyentes de los foliculos ovaricos, la
sintesis y liberacion de las hormonas esteroideas, son moduladas por la denominada “teoria de
dos células o bicelular”. Las células de la teca presentan una densa expresion de receptores a
LH, que al activarse favorecen la conversion de colesterol a progesterona y andrdgenos
(dehidroepiandrosterona sulfato, androstenediona, testosterona). La androstenediona difunde a
través de la 1dmina basal del foliculo, hacia las células de la granulosa, donde por la activacion
del receptor membranal a FSH, se sintetizaran las enzimas necesarias para la produccion de los
estrdgenos (estrona, estradiol, estriol; Figura 1).

Esta diferencia en la produccion de andrdgenos y estrdgenos, es debido a que la
aromatasa (enzima limitante de la esteroidogénesis) se expresa abundantemente en las células
de la granulosa, mientras que las células intersticiales de la teca expresan las enzimas del
citocromo P450, 17a-hidroxilasa/ 17,20-liasa (CYP17; Gardner & Shoback, 2013; Figura 1).
Aunque estas hormonas son sintetizadas principalmente por el ovario, otros o6rganos
esteroidogénicos como la glandula suprarrenal, el higado, el corazon y el tejido nervioso
producen un porcentaje de las mismas (Prieto et al., 2003; Cui et al., 2013). De particular
relevancia para este estudio, se ha logrado identificar en modelos murinos, la presencia de la



enzima aromatasa en las neuronas espinosas medianas, y se ha determinado que aumenta la
expresion de dicha enzima durante la etapa adulta (Krentzel et al., 2021; Kippers & Beyer,
1998).
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Figura 1. Esquema de la teoria de dos células. Se muestran las células foliculares del ovario y se
muestra la interaccién autocrina y paracrina de algunas moléculas que funcionan sinérgicamente para
la produccion de andrégenos y estrogenos (Tomado de Gardner & Shoback, 2013).

El primer paso limitante de la esteroidogenésis, es la conversion del colesterol a
pregnenolona, por accion de la enzima mitocondrial P450scc (por sus siglas en inglés: colesterol
side-chain cleavage enzyme) en tres reacciones quimicas sucesivas; éste es el primer precursor
de las hormonas esteroideas (Figura 2; Compagnone & Mellon, 2000).

Posteriormente, en el reticulo endoplédsmico, la pregnenolona puede seguir dos rutas
metabdlicas: 1) La hidroxilacion a 17a-hidroxipregnenolona por accion de la enzima 17a-
Hidroxilasa y 2) la sintesis de P4 catalizada por la enzima 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Estos metabolitos son sustrato de las enzimas 17a-hidroxilasa/C17,20-liasa, cuya actividad los
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convierte a deshidroepiandrosterona (DHEA) y a androstenediona respectivamente (Figura 2,
Do Rego et al., 2009; Compagnone & Mellon, 2000).

La ultima reaccion bioquimica involucra a la enzima aromatasa; misma que produce dos
tipos de estrogenos; 17-B estradiol (Ez; el principal estrégeno circulante en la sangre) y estrona
(E1), los cuales, al ser metabolizados en el higado pueden ser convertidos a estriol (Es;
Dominguez-Ordofiez 2017).

Colesterol desmolasa COLESTEROL Aromatasa
(CYP:”.A) AAAAAAAAA 1 I 17a-hidroxilasa (CYP1T) 17,20-iasa (CYP19)
Dehidroepi
3B-hidroxiesteroide Pregnenolona wmmmp  17-OH pregnenolona —) androsterona :
deshidrogenasa : l LR PP TRE ; --------- l ‘
T vl Eee PROGESTERONA wmmmmp  17-OH progesterona wmmmp  Androstenediona —p Estrona 17a-hidroxlesteroide
(CYle) ........ ‘ ............. ssssssssssssss sessesa ! ........ 3 .............. ........... ; ..... deshidrogenasa
11 B-hidroxilasa Desoxicorticosterona 11-desoxicortisol Testosterona —_— ESTRADIOL
(CYP1182) SIS A cooeeedpeens [11phidroniasa i ‘
Corticosterona Cortisol (CYP11B1)
18-hidroxilasa SERIPRE o Dihidrotestosterona
(CYP11B2) 18-0H corticosterona CH20H
R 1 HC=0
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21 CHo0H
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Figura 2. Esteroidogénesis. Las hormonas ovéricas derivan del colesterol. Al formarse la pregnenolona
como primer precursor esta familia de hormonas, se desencadena una serie de reacciones catalizadas
principalmente por la familia de enzimas pertenecientes al citocromo P450 (Tomado de Gardner &
Shoback, 2013).

Todos estos compuestos derivados del colesterol tienen una fluctuacion importante a lo

largo del ciclo reproductivo de las hembras, entre ellas, el estro de la rata.

1.1 Ciclo estral de la rata

El ciclo estral de la rata puede ser caracterizado por sus despliegues conductales y se
define como el conjunto de patrones hormonales, motores, conductuales y fisiolégicos
recurrentes, cuya finalidad es la reproduccion (Schwartz, 2000; Kauffman & Micevych, 2019);
y esta caracterizado por cambios morfoldgicos en las células de los ovarios, del Gtero y de la

vagina (Paccola et al., 2018).
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El intervalo entre una ovulacion y otra es relativamente corto en las ratas, en promedio
dura de 4-5 dias y puede dividirse en cuatro fases con caracteristicas especificas. Las fases son:
Proestro, Estro, Metaestro (o Diestro I) y Diestro 2 (Tabla 1; Maeda et al., 2000; Gonzalez-
Jatuff et al., 2012; Lewis-Maynard & Downes, 2019); las cuales presentan cambios en la

concentracion sérica de las hormonas y muestran modificaciones conductuales (Figura 3, Tabla
1).

A Ciclo estral de la rata
-5 W R S T ™ " Al I T,
?zi | CONDUCTAS 1
Progstrona : 1 RECEPTIVAS |
E ]
Estradiol :E f
............... H Fi
i !
: il - H i
Dl D4z 1: Mstasstro Di4a 2: Disstro Dia 3: Prosetro Dis 4: Estro PROESTRO ESTRO

f

Figura 3. Patron hormonal ciclico y la conducta sexual de la rata. El panel A) muestra los cambios en la
concentracion sérica de las hormonas estradiol y progesterona a lo largo de las 4 fases propuestas para el ciclo
estral. Ademas, en el panel B) se esquematiza que en la fase de proestro-estro se despliegan las conductas
receptivas (Modificado de McGinnis & Pfaff, 2012; Emanuele et al., 2002).

La concentracién mas elevada de E corresponde al periodo de proestro, mientras que la
P4 aumenta en el diestro y proestro, estas etapas coinciden con la fase lGtea y folicular en
humanos (Emanuele et al., 2002), la concentracién méas baja de ambas hormonas es durante la
etapa tardia del estro (Tabla 1; Freeman, 2006; Guerra-Araiza et al., 2003).
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TABLA 1. Cambios morfolégicos, conductuales y hormonales durante el ciclo estral de la rata

Fase del Duracién Tipo celular abundante Concentracién maxima Concentracién maxima Conductas$
ciclo estral (horas)>? en frotis vaginall3 de Estradiol (pM)®  de Progesterona (nM)*
Metaestro 6-8 Mayor cantidad de leucocitos y 57.49+3.71 40.85 +7.42* Disminuye receptividad
pocas células epiteliales
anucleadas queratinizadas
Diestro 48-72  Combinacién de  células 29.5+9.66 33.34 + 15.06 Decremento de conducta
nucleadas, anucleadas exploratoria y hembra no
queratinizadas y  abundantes permite la copula (conductas
neutréfilos no receptivas)

Proestro 1214 Mayor cantidad de células 141.78 + 17.53* 18.78+8.18 Aumenta conducta
epiteliales  nucleadas,  pocos exploratoria y motora, pero
leucocitos no permite la copula

Estro 24-48 Gran cantidad de  células 25.07 +4.88 21.71+4.23 Aumenta conducta
epiteliales anucleadas copulatoria como la lordosis

queratinizadas y pocas células

y la receptividad

nucleadas y neutréfilos

1) Cora et al., 2015: 2) Paccola et al., 2013; 3) Maeda et al., 2000: 4) Westwood, 2008; 5) Guerra-Araiza et al., 2003; 6) Willett ez al., 2019

En la fase de estro se despliega una serie de patrones conductuales definidos como:
atractividad, proceptividad y receptividad (Beyer et al., 2007; Beach, 1976). La atractividad
comprende eventos no conductuales, como la emision de feromonas y cambios en la apariencia
del area genital (hinchazon o coloracion genital); La proceptividad se manifiesta a traves de
conductas dirigidas a atraer la atencion del macho, como carreras cortas en forma de zig-zag
(darting), movimiento rapido de la cabeza y de las orejas, ademas de brincos que realiza la
hembra sobre sus patas y termina con una postura de inmovilidad (Gonzalez-Flores et al., 2015;
Beyer et al., 2007; Rivas & Mir, 1990). Finalmente, el patron conductual mas representativo y
estudiado es la receptividad (respuesta necesaria para que la hembra acceda la cdpula) es el
reflejo de la lordosis, que consiste en la dorsiflexion de la columna vertebral, acto que eleva la
region perigenital y conlleva un levantamiento de la cola, que permitira la intromision del pene
dentro de la vagina (Dominguez-Ordofiez., 2017; Beyer et al., 2007; Rivas & Mir, 1990; Beach,
1976).

Desde principios del siglo XX se han detallado las caracteristicas, los componentes
hormonales y las areas cerebrales que se correlacionan con el circuito de la lordosis. Puesto que
existe una ciclicidad hormonal que se relaciona con el comportamiento sexual de la hembra, se
propuso a la ovariectomia (OVX) como modelo de estudio para las conductas estereotipadas
expresadas en las fases de proestro-estro, pues los resultados en diversas especies al remover
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los ovarios, fue la concomitante disminucion y/o supresion de estos comportamientos
(Kauffman & Micevych, 2019; Pfaus et al., 2015).

En 1929, diversos investigadores aislaron e identificaron al E2 y para comprobar su papel
sobre la conducta sexual, se comenzaron una serie de estudios que incluia el tratamiento con E>
a ratas OVX. Los resultados mostraron que, en muchos casos, para una expresion de conducta
sexual, se necesitaba la inyeccion de cantidades no fisiologicas de E». Posteriormente, tras el
descubrimiento de la P4 se establecid que, un tratamiento combinado con E» y P4 inducian una
maxima respuesta receptiva sexual en la hembra, hecho que sugiere una accion sinérgica
(Kauffman & Micevych, 2019).

Derivado de estos experimentos, se ha demostrado que para la induccién de lordosis: 1)
si solo se administra E», requiere de dosis superiores a las fisiologicas, 2) la administracion
repetida de dosis bajas de E» pueden alcanzar eventualmente la receptividad sexual mientras
que, un tratamiento con ambas hormonas facilita niveles constantes de alta receptividad sexual;
ademaés 3) las ratas OV X con un pretratamiento con Benzoato de Estradiol (BE2) proseguido de
E> facilita la lordosis en ausencia de P4y 4) es necesaria una exposicion al E; hasta de 24 horas
para que se induzca la sintesis del receptor a P4y se logre una maxima expresion de la conducta
de lordosis (CL; Clark, 2013; Gonzalez-Flores et al., 2015; Micevych et al., 2017). Aparte de
estas hormonas, se han descrito otras moléculas lordogénicas como la GnRH, la prostaglandina
E2, la leptina, entre otros, que pueden regular positivamente la CL (Beyer et al., 2003,
Dominguez-Ordodfiez, 2017), Sin embargo, los circuitos subyacentes a la proceptividad, han sido
menos caracterizados.

Recientemente otras areas cerebrales han cobrado relevancia por ser sustratos neuronales
de las hormonas ovaricas; por ejemplo, el E2 sensibiliza a las neuronas del hipotalamo,
estimulando la liberacién de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual tiene la
capacidad de inducir la CL, asi como la liberacion de gonadotropinas que, a su vez, provocan la
ovulacion (Dominguez-Orddfiez, 2017).

También en las neuronas piramidales del hipocampo, se ha encontrado que un
tratamiento con Ex y P4, incrementan la densidad de espinas dendriticas, ademés de inducir la
formacion de sinapsis solo en la capa CAL; hecho que mejora la memoria, la cognicion vy el

aprendizaje del individuo. Sin embargo, tratamientos de E> combinado con P4 en ratas OV X,
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después de 6 horas reducen la arborizacion dendritica posiblemente debida a una accion bifésica
de esta hormona (Cyr et al., 2001; Woolley & S. McEwen, 1993). También se ha demostrado
que estas neuronas hipocampales sintetizan localmente E», este hecho sugiere que se activa un
mecanismo de modulacion rapida, necesaria para los procesos de consolidacién de la memoria
y el aprendizaje, al aumentar temporalmente las espinas dendriticas (Pozzo-Miller et al., 1999;
Kretz et al., 2004). Este fendmeno bioldgico es dependiente del aumento transitorio de Ca?* tras
la activacion del receptor glutamatérgico tipo NMDA en ratas neonatas de 7 dias (Pozzo-Miller
et al., 1999). Asimismo, en el hipocampo, la corteza del cingulo, la sustancia nigra, la corteza
cerebral, y en el estriado dorsal, las hormonas ovéricas se han asociadas con procesos de

neuroproteccion en modelos experimentales (Rusa et al., 1999; Quesada et al., 2008).

Por otra parte, se ha demostrado que algunos metabolitos de la P4, como la
allopregnanolona y la dihidroxiprogesterona son afines a los sitios de union a benzodiacepinas
y barbituricos en el receptor ionotropico GABAA, produciendo una modulacién positiva sobre
el canal al aumentar la corriente de CI” en diferentes modelos in vitro e in vivo (Compagnone &
Mellon, 2000). Asi mismo, la tetrahidroprogesterona y el 20-hidroxieicoseno incrementan la
corriente evocada por el &cido y-aminobutirico GABA (Sasa M. et al., 1996); mientras que el
sulfato de pregnenolona y el sulfato de dehidroepindrosterona reducen la corriente
GABAérgica.

A pesar de estos estudios, los mecanismos subyacentes a la interaccion fisioldgica del
E> y la P4 sobre la excitabilidad neuronal en otras areas involucradas en los circuitos de
atractividad y proceptividad es incierta. Tal es el caso del nucleo estriado dorsal y ventral,
regiones involucradas esencialmente en la regulacion de las conductas de locomocién y
motivacion, principales caracteristicas de las conductas de la proceptividad (Cyr et al., 2000;
Cao et al., 2018). Por consiguiente, consideramos de importancia estudiar el efecto del E>y la

P4 sobre las neuronas del estriado.
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1.2 Nucleo Estriado

1.2.1. Estriado dorsal y ventral. El Ndcleo Estriado (NE) constituye la via de entrada
al circuito de los ganglios basales. Anatbmicamente puede ser dividido en dos partes, el estriado
dorsal formado por el caudado y el putamen en la mayoria de 6rdenes de mamiferos (en roedores
no existe tal division anatémica), y el estriado ventral, formado por el Nucleo accumbens
(NAcc) y el tubérculo olfatorio. En roedores, el estriado dorsal puede ser dividido en una porcion

lateral (dorsolateral) y otra medial (Figura 4; Liljeholm & O’Doherty, 2012).

La region dorsomedial recibe aferencias de la corteza parietal, la corteza frontal y
cortezas de asociacion, mientras que la region dorsolateral recibe aferencias principalmente de
la corteza sensorial-motora y estd implicado en el establecimiento y expresion de conductas de

habitos, incluidos los aspectos sensoriomotores de la motivacion (Yoest et al., 2014).

Estriado Dorsal
-> Dorsolateral (DLS)
-> Dorsomedial (DMS)

Estriado Ventral

-> Nuicleo Accumbens
->Region Core
->Region Shell

-> Tubéreulo Olfatorio

Limbic

Figura 4. Division anatomica y funcional del Nucleo Estriado. La imagen muestra de lado izquierdo un corte
coronal de un cerebro de rata, donde se demarca en color rojo la regién dorsal (superior), y la region ventral
(inferior). De lado derecho se muestra un esquema de la funcionalidad propuesta del estriado, debido a sus
conexiones con otras areas cerebrales (Modificado de Taylor et al., 2014; Chuhma et al., 2016)

Por otro lado, el estriado ventral esta formado predominantemente por el NAcc, que es
subdividido en dos: una region “core” (nucleo) y otra region “shell” (corteza). La subregion
shell estd implicada en la integracion y expresion de las emociones y recibe aferencias

provenientes de las cortezas infralimbica, orbitofrontal medial y anterior insular, también del
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hipocampo ventral, la amigdala basolateral y el hipocampo; Mientras que la zona core, se

propone que esta implicada en la motricidad y principalmente en el despliegue de conductas

motivadas (Mico et al., 2000). La regidn core, recibe proyecciones tanto de la corteza prefrontal

dorsomedial y dorsolateral, como de la amigdala basolateral, estas conexiones son de naturaleza

glutamatérgica; por otra parte, las aferencias dopaminérgicas provienen predominantemente del

area ventral tegmental, mientras que la sustancia negra proyecta al estriado dorsal (Figura 5;
Yoest et al., 2014, 2018).
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I Nicleo Subtalamico
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Figura 5. Esquema de las principales conexiones del Nucleo accumbens. De color azul se muestran las
proyecciones que reciben las regiones core y shell, mientras que en rojo se muestran las principales eferencias

(Modificado de Basar et al., 2010)

El NAcc esta involucrado en maltiples procesos tales como la ingesta, la locomocion, la

conducta sexual, las adicciones (como a la nicotina), la respuesta al estrés, los procesos

obsesivos-compulsivos, entre otros (Fernandez-Espejo, 2000; Avila-Ruiz et al., 2014; Sturm et

al., 2005). Esta area del cerebro se propone como una “interfase” emotiva-motora, pues integra

los estimulos para seleccionar y ejecutar comportamientos apropiados segun el entorno y el

estado fisiologico del organismo, basado en un aprendizaje sobre procesos donde del individuo

obtiene una recompensa (Yoest et al., 2018).

1.2.2. Neurona Espinosa Mediana: La neurona de proyeccion del estriado.
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La célula de proyeccion y mas abundante en el estriado, es la neurona GABAérgica
Espinosa Mediana (MSN por sus siglas en inglés, Medium Spiny Neuron) con una poblacion
mayor al 95%. En el estriado dorsal se reciben aferencias de cortezas de asociacion como la
prefrotal, medial orbitofrontal y cingulada anterior, por otro lado, también reciben informacion
somatomotora, por ejemplo, la corteza motora (Parsons & Hurd, 2015). Las MSNs de la region
Core proyectan predominantemente al globo palido ventral y a la sustancia negra, mientras que
las eferentes del NAcc-Shell van dirigidas hacia el globo palido ventromedial y al area ventral
tegmental (Francis & Lobo, 2017; Nicola, 2007). El 5% restante de la poblacion celular
corresponde a interneuronas locales gigantes colinérgicas no espinosas, e interneuronas
inmunorreactivas a tirosina-hidroxilasa y a calretinina (Soares-Cunha et al., 2018).

Las MSNs reciben aferentes glutamatérgicas (excitatorias) provenientes de la corteza
prefrontal, el tAlamo, el hipocampo y la amigdala basolateral (Taverna et al., 2004). Diversos
estudios han clasificado a las MSNs en dos grupos basandose en sus propiedades bioquimicas y
en las proyecciones. El primer grupo neuronal (clasificado como perteneciente a la via directa
0 via nigroestriada), proyecta a la Sustancia Negra reticulada (SNr) y al segmento interno del
Globo Palido (GPi) y tiene una alta expresion de receptores dopaminérgicos tipo D1y
coexpresan dinorfinas y sustancia P (Figura 5).

La SNr y el GPi inhiben a los nucleos talamicos, las cuales envian proyecciones
glutamatérgicas a la corteza cerebral, incluyendo la corteza limbica, y la corteza asociativa, y la
corteza sensoriomotora; la Gltima encargada de promover la ejecucién de los movimientos del
cuerpo y la conducta. Asi, la activacion de las MSNs de la via directa inhibiria a los nacleos (el
GPi y la SNr) que mantienen reducida la actividad del tdlamo, permitiendo asi la activacion de
la corteza por las proyecciones talamocorticales. La activacion de la corteza sensorimotora

permitiria la ejecucion de movimiento (Purves, 2004; Matamales et al., 2009).
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Figura 6. Diagrama de las vias de los ganglios basales. El cuerpo estriado es el nicleo de entrada al
circuito, y recibe multiples proyecciones glutamatérgicas provenientes de la corteza cerebral. Las vias de
salida de éste circuito son a través de dos vias, la directa y la indirecta (Glu= Glutamato, DA= Dopamina,
Ach= Acetilcolina, SNpc= Sustancia Negra pars compacta, SNpr= Sustancia Negra pars reticulada, GPe=
Globo pélido externo, GPi= Globo Palido interno, STN= Nuicleo subtalamico VA/VL=
Ventroanterior/Ventrolateral; (Modificado de Brunton: Goodman & Gilman et al., 2019)

Por otra parte, el segundo grupo de MSNs que participa en la via indirecta, tiene
eferencias al GP externo y expresan una alta densidad poblacional de receptores dopaminérgicos
tipo D2 y expresan encefalinas (Nicola et al., 2000). La via indirecta tiende a inhibir los
movimientos, mediante de la inhibicion del globo palido segmento externo (GPe), el cul inhibe
tonicamente el ndcleo subtalamico (STN), lo cual aumenta la actividad del GPi/SNr, inhibiendo
las proyecciones talamocorticales (Figura 6).

Algunas investigaciones sugieren que las MSNs del NAcc también pueden coexpresar
receptores tipo D3y ambos grupos neuronales pueden participar en la regulacion de las dos vias
(Nicola et al., 2000; Kupchik & Kalivas, 2017).

Las diferentes proyecciones que reciben las MSNs regulan su actividad debido a la
interaccion de diversos neurotransmisores y moduladores con sus receptores “especificos”
expresados en la membrana plasmatica de los somas neuronales; la literatura ha descrito que las
MSNs expresan diferentes receptores dopaminérgicos, glutamatérgicos, GABAérgicos, a E», a

P4, entre otros (Blas de la Pefia, 2012; Meitzen et al., 2018; Sazdanovic et al., 2013; Mermelstein
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et al., 1996). Este nlcleo estd altamente regulado por la dopamina, a pesar de ello, este
neuromodulador no comanda por si solo la salida de la informacion del circuito de los ganglios
basales, sino que hace falta la regulacion de la sinapsis mediada por proyecciones
glutamatérgicas provenientes de diversas areas cerebrales, mismas que muestran una
sensibilidad a las hormonas ovéricas (Proano, 2020). Se ha descrito que las aferentes
dopaminérgicas en el NAcc expresan receptores a glutamato del tipo NMDA y AMPA (Tarazi
& Baldessarini, 1999), al igual que los axones glutamatérgicos provenientes de corteza cerebral
y areas subcorticales (Tarazi et al., 1998, Blas de la Pefia, 2012).

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central, su
liberacion hacia la hendidura sinaptica se inicia con la propagacion del impulso nervioso.
Cuando el glutamato es exocitado, interactia con sus respectivos receptores en la membrana
postsinaptica, con una posterior decaida en su concentracion como resultado de su difusion y
por la accion de transportadores (EEAT1-5) que recapturan el glutamato, para su degradacion
en glutamina en las células de la glia y su posterior reutilizacion para formar de nuevo glutamato
(Flores-Soto et al., 2012; Lee-Rivera & Lopez-Colomé, 2005; Meyer & Quenzer, 2010). El
estriado recibe una densa inervacion glutamatérgica de zonas como la corteza prefrontal,
estructura involucrada en el estado de &nimo y las funciones cognitivas; y es (junto con la
dopamina) uno de los principales reguladores de la actividad de las MSN’s (Calabresi et al.,
1997).

1.3 Tipos de receptores de glutamato
El glutamato puede activar diferentes tipos de receptores, que se pueden clasificar en dos
familias, los acoplados a proteinas G (GPCR por sus siglas en inglés G protein-coupled
receptors) y los que son un canal ionico:

1) Receptores metabotropicos (MGIURs): Promueven la activacion de segundos

mensajeros a través de proteinas G. Son subdivididos en tres clases (Lee-Rivera &

Lépez-Colomé, 2005): Grupo | (mGIuR1 y mGIuR5) activan a la proteina
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Fosfolipasa C (PLC); Grupo Il (mGIuR2 y mGIuR3) inhiben la adenilato ciclasa,
Grupo Il (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8) inhiben la adenilato ciclasa.

2) Receptores ionotropicos: Estan acoplados a un canal ionico. Se clasifican de acuerdo
la afinidad hacia agonistas y se subdividen en tres grupos (Lee-Rivera & Lopez-
Colomé, 2005; Dingledine et al., 1999): Receptor NMDA con afinidad al agonista
N-Metil-D-aspartato (NMDA). Receptor AMPA: Afinidad al agonista a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA) y el Receptor a Kainato: Afinidad al agonista
acido Kainico (kainato).

Este trabajo se centra en el estudio de la actividad del receptor a NMDA (NMDAR),
debido a su participacion en diferentes procesos neuronales. Su alta permeabilidad para el ion
Ca?* es lo que le confiere un papel central tanto en situaciones fisioldgicas como en condiciones
patoldgicas (Paoletti & Neyton, 2007). Otras caracteristicas distintivas del NMDAR es el
bloqueo voltaje — dependiente dada por la presencia extracelular del Mg?* y que, también se
requiere de la union del coagonista glicina (0o D-Serina) en la subunidad GIuN1, para la
activacion del receptor.

Ademas del sitio de union para glicina y glutamato, los NMDAR poseen multiples sitios
de interaccion para otros ligandos, que actian como moduladores alostéricos selectivos de las
subunidades. Entre estas moléculas se encuentran moduladores positivos como la espermina,
las poliaminas y el CIQ, y otros moduladores negativos como el Ifenprodil, TCN-201 y el Mg?*
(Flores-Soto et al., 2012; Paoletti et al., 2013).

La estequiometria del NMDAR no se ha establecido definitivamente, debido a que se ha
demostrado que puede formar estructuras tetra o pentaméricas, pero el consenso es que el
NMDAR es un tetramero formado por la conjuncién de diferentes subunidades con sitios de
accion diferentes entre si (Figura 7).

Estas subunidades se denominan GIuN1, GIuN2 y GIuN3 (Flores-Soto et al., 2012). En
el estriado se ha reportado la presencia del RNA mensajero y la expresion predominantemente
de las subunidades GIuN1 y GIuN2A o B (Landwehrmeyer et al., 1995; Dunah & Standaert,
2003; Evans et al., 2012).
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Figura 7. Estequiometria del receptor NMDA. A) Modelo de un homodimero de las subunidades GIuN1 y
GIuN2 del receptor de NMDA. La estructura fue basada en la cristalizacion de la estructura GIuN1/GIluN2B.
Los signos positivos (+) y negativos (-) indican el tipo de regulacién alostérica en cada subunidad. El signo
“?” indica una localizacion incierta del sitio de union en las subunidades, B) Ilustracion sobre la estructura
gue comparten las subunidades del NMDAR, el dominio de unidn al agonista (ABD) muestra la posicién
donde la glicina, el NMDA y otros agonistas Se unen para evocar una corriente iénica (mostrada en el panel
inferior derecho, Modificado de Paoletti et al., 2013)
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2. ANTECEDENTES

La conducta sexual femenina inducida por la administracion de E2 y la P4 en ratas OV X,
ha sido un modelo experimental importante para elucidar mecanismos fisiologicos, que
subyacen a los efectos de hormonas esteroides sobre la conducta. Por un lado, este modelo puede
ser utilizado para estudiar la interaccion de estas hormonas en los circuitos neuronales para
modular, especificamente la conducta sexual femenina (Krentzel & Meitzen, 2018). Por otra
parte, este modelo también se ha aprovechado para probar hipdtesis sobre como el E2 y la P4
interactuan a nivel celular, a través de la convergencia de diferentes vias de sefializacion para

facilitar ciertas conductas, como la lordosis (CL; Dominguez-Ordofiez et al., 2015).

Esta propuesta de crosstalk o comunicacion cruzada entre receptores a esteroides,
plantea que efectos intra y extracelulares convergen en la sintesis de proteinas, entre ellas el
receptor a progesterona (RP) y de E», esenciales para las conductas sexuales (Beyer et al., 2003).
El RP para ser activado, necesita de un proceso de fosforilacion. La tirosin-cinasa SRC (stored
response chain) tiene la caracteristica de que, en estado activo, forma un complejo enzimatico
con los receptores de E2y P4, que activa la via de las MAP cinasas y consecuentemente produce

la fosforilacion de los sustratos que facilitan la lordosis (Gonzalez-Flores et al., 2015).
2.1. Receptores E2y P4y su expresion en el estriado.

El E> y la P4 pueden utilizar una amplia variedad de mecanismos celulares para regular
la actividad neuronal. Los efectos hormonales pueden ser considerados a corto y largo plazo, y
pueden clasificarse en una “via clasica” que implica la difusién de la molécula esteroidea al
interior de la célula para interactuar con su receptor citoplasmatico, convirtiéndose en un
regulador transcripcional que tiene afinidad por secuencias palindromicas especificas en el ADN
Ilamado elemento de respuesta hormonal. Este proceso puede tomar de horas a dias para que

pueda ser evaluado por diferentes modelos experimentales (Prieto et al., 2003).

Los mecanismos “no clasicos” no involucran la sintesis inmediata de proteinas y se
caracterizan por tener efectos rapidos sobre la actividad celular (segundos 0 minutos). Incluyen

la activacion de receptores membranales que generan segundos mensajeros que pueden modular
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la actividad de canales id6nicos. Estas dos vias pueden converger para regular las diferentes
funciones celulares mediadas por las hormonas esteroideas (Prieto et al., 2003; Cover et al.,
2014; Rekawiecki et al., 2017).

El E> tiene 2 receptores intracelulares que, cuando son activados forman dimeros y se
translocan al nucleo, son denominados ERa and Erf y recientemente se ha caracterizado un
receptor metabotropico sensible a E>, nombrado GPER-1 (Zimmerman et al., 2016). Sin
embargo, existe poca evidencia que soporte la idea de la expresion de los receptores ERa y Erf3
en el citoplasma de las MSNs (Paff & Kener 1973; Becker 1990; Mermelstein et al., 1996; Cao
etal., 2018 Yoest et al., 2018).

Se ha documentado que ERa and Erf} estan expresados en la membrana celular de las
MSNs, acoplados a un receptor metabotrépico de glutamato mediante un microdominio a través
de la proteina caveolina 1 y 3, que pueden pertenecer a diferentes familias de proteinas G
(Figura 8, Grove-Strawser et al., 2010; Micevych et al., 2017). Ademas, se ha propuesto que
la sefalizacion que lleva a los receptores de E> a expresarse en la membrana es a través de la
adicion de un grupo palmitoil (Micevych et al., 2017). El receptor GPER-1 también se ha

encontrado expresado en la membrana de las MSN (Almey et al., 2016).

o ATPE__ o Striatum ERx —» CAV1 —» mGIuRS —» Gq

[ff > EQB‘ —>» CAV3 —» mGIuR3 —>» Gilo

¢ mGIuR Hippocampus ERu —» CAV1 —» mGluR1a —» Gq

iﬁ%“é.‘:/m :zg —» CAV3 —>» mGIuR2 —> Gilo
Ga)

Caveolin ¢

2nd Messenger Signaling

Figura 8. Mecanismo de accion propuesto para el E; en el ndcleo estriado y el hipocampo. Se muestra la
participacion de diferentes proteinas de andamiaje y la proteina G activada tras la activacion (Modificado
de Grove-Strawser et al., 2010)

Por otra parte, existen pocos estudios que muestren la presencia del RP en las MSN’s.
Ke & Ramirez (1990) mediante ensayos de unién a radioligando de P4-BSA, demostraron que
esta hormona puede unirse en la membrana de las neuronas del NE. Mediante técnicas de
inmunohistoquimica se ha detectado este receptor en la superficie membranal de las MSNs en

humanos (Sazdanovic et al., 2013).
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2.2. Efectos del E2 y la P4 sobre la conducta y las MSNSs.
2.2.1. Conducta

Durante el ciclo estral en la rata intacta, las concentraciones sanguineas del E2 y la P4 se
encuentran dentro de los rangos de 21-158 pM (o hasta 367 pM, Cornil et al., 2006) y 10-48
nM, respectivamente (Tabla 1). La conducta sexual proceptiva y receptiva en la rata intacta se
expresa durante el proestro-estro, cuando los niveles sanguineos del estradiol y de la
progesterona son elevados (McGinnis & Pfaff, 2012).

El modelo de la rata OV X tratada con E2 y la P4 replica los efectos conductuales que se
observa durante la fase de proestro-estro (Tabla 1); y es empleado para el estudio de
mecanismos neuroenddcrinos y sobre como las manipulaciones farmacoldgicas pueden regular
dichos comportamientos (Jones et al., 2013). En nuestro disefio experimental, la rata OV X esta
tratada con una dosis “priming” de benzoato estradiol (BE2, 5 microgramos) 48 horas antes de
recibir una dosis de E20 P4, estimulo que induce las conductas de estro (proceptividad y lordosis;
Jones et al., 2013; Yoest et al., 2014; Dominguez-Ordofiez et al., 2015).

El NE ha cobrado relevancia como regulador de la conducta sexual puesto que es un
sustrato neuronal crucial para la expresion de conductas motivadas (Yoest et al., 2014). Algunos
modelos experimentales muestran que la lesion bilateral en el estriado ventral reducen las
conductas proceptivas en las hembras, sin embargo, no reducen la incidencia de lordosis (Moor
et al., 2019; Rivas & Mir 1990). Recientemente, se ha mostrado que la administracion
intraventricular de la P4 48 horas después del priming facilita la proceptividad, asi como el
reflejo de lordosis, mientras que el E> administrado por la misma via induce la lordosis, pero no
la proceptividad (Dominguez-Ordofiez et al., 2015).

El glutamato juega un papel elemental en la regulacion de las MSNs. En la figura 3 y 4,
se muestran las vias y/o proyecciones glutamatérgicas provenientes de la corteza que se integran
en el NE. En modelos animales de roedor, se ha demostrado que las neuronas piramidales de la
corteza prefrontal media (CPFm) emite proyecciones que hacen sinapsis con el NAcc. La CPFm
regula las respuestas asociadas a emociones y a la informacion exteroceptiva con contenido
motivacional relevante para el individuo; un desbalance en este sistema lleva a que las respuestas
frente a emociones o situaciones de amenaza sean incontroladas (Valdés & Torrealba, 2006).

La activacion de dicho circuito en hembras es fase de proestro-estro, nos sugiere una respuesta
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anticipada ante una recompensa, en este caso, la gratificacion sexual. La inhibicion de estas
proyecciones de la CPFm decrementan la activacion del NAcc y con ello las conductas
proceptivas, mientras que la conducta de lordosis no se ve modificada. Estos hallazgos proponen
un control motivacional del comportamiento sexual de las hembras por parte de la CPF; sin
embargo, el papel de la neurotransmision glutamatérgica en los procesos de la conducta
proceptiva no ha sido muy profundizado (Moor et al., 2019). Colectivamente, estos estudios
sugieren un modelo donde las funciones de las subregiones del estriado estan ligadas

potencialmente con la combinacidn de la accion glutamatérgica (Proano, 2020)

2.2.2. Efecto del E2y P4 sobre las MSNs: Experimentos en preparaciones in vivo.

En varios estudios se ha demostrado que las MSNs son sensibles a las fluctuaciones
hormonales, pues pueden modificar la densidad de espinas dendriticas, permitiendo una mayor
conectividad en este ndcleo en las fases de proestro-estro (Krentzel & Meitzen, 2018); por lo
tanto se ha incluido al NE como un &rea sexualmente dimorfica funcionalmente (Forlano &
Woolley, 2010), a pesar de no presentar diferencias morfoldgicas en el soma ni mayor densidad

neuronal en el ndcleo (Meitzen et al., 2011; Krentzel & Meitzen, 2018).

Ademas de este dimorfismo, las propiedades electrofisioldgicas de las MSNs son
reguladas de diferente forma segun la subregion, dorsal o ventral del NE y al mismo tiempo, se
ven influenciadas por la edad del individuo. Diversos autores (se resumen en la tabla 2) indican
que las MSN’s del NE y NAcc de ratas prepuberes hembras, muestran un incremento en la
excitabilidad neuronal atribuida a las propiedades intrinsecas de la célula, pues exhiben un
aumento en los potenciales de accién y en la frecuencia de los potenciales sinapticos excitatorios

comparadas con los machos (Cao et al., 2018).
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TABLA 2 | Diferencias ligadas al sexo y edad en las propiedades electrofisiolégicas de
las MISN's en las diferentes regiones estriatales

Propiedad Etapadel  Caudado-Putamen  Nucleo Accumbens Nucleo Accumbens Shell
Electrofisiologica Desarrollo Core
Pre Hembras > machos Hembras = machos = Hembras = machos

Excitabilidad pubertad

neuronal intrinseca

Entradas sinapticas Pre Hembras = machos | Hembras > machos = Hembras = machos
excitadoras pubertad
Adultez 72 Hembras > machos® Hembras = machos (?8-)

?2-Las MSN's de ratas adultas, muestran un incremento de excitabilidad in vive en hembras comparadas con machos, pero
los mecanismos subyacentes a este fenomeno permanecen desconocidos por lo que no se incluyen en esta tabla.

?b-Los animales utilizados fueron intactos (sin gonadectomia) pero el ciclo estral de las hembras no fue examinado

7¢ — La mayoria, pero no toda la literatura sobre el Accumbens Shell, no muestra diferencias ligadas al sexo o sensibilidad
a los estrogenos en las entradas sindpticas excitatorias en animales no expuesto a estimulos ambientales adversos

? — Datos no disponibles o incompletos

El color verde significa la presencia de diferencias atribuidas al sexo, el rojo, datos por conocer.

Modificado de Cao et al., 2018

Arnauld (et al., 1981) y Tansey (et al., 1983) utilizando diferentes herramientas de
estudio elecrofisoldgico (iontoforesis y registro unitaro respetivamente) demostraron que tanto
el E> implantado de forma subcutanea, como un derivado de esta hormona, el benzoato de
estradiol (BE2) en ratas OV X aumentan la frecuencia de disparo de las neuronas del neoestriado.
Tansey, ademas comparo este efecto con respecto a machos sometidos al mismo tratamiento y
mostro un aumento significativo en la actividad neuronal, sugiriendo una modulacién sobre las

neuronas espinosas medianas ligada al sexo.

2.2.3 Efecto del E2 y P4 sobre las MSNs: Experimentos en preparaciones del NE en
rebanada / tejido in vitro.

La P4 también regula la actividad de las neuronas estriatales de ratas hembras OVX
pretratadas con BE>. En una serie de experimentos con estudios de HPLC en rebanadas del
estriado, se demostrd que la perfusion de esta hormona facilita la liberacion de DA, y que el
efecto es mayor después de un pretratamiento con E» (Yoest et al., 2018); Este efecto fue
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bifésico, puesto que después del pico maximo de la P4, la de concentracion de DA decremento,
hecho que coincide con el término de la conducta de proestro-estro.

También se planteo la posibilidad de un mecanismo no genémico debido a que el efecto
persiste tras unir la P4 a albimina (Ps-BSA), proteina que no permite la difusion de la hormona
al interior de la célula (Dluzen & Ramirez 1984, 1989, 1990). Este aumento en la liberacion de
DAy el efecto de incremento de la frecuencia de disparo de las MSNs se correlaciona con una
conducta proceptiva y prepara al sujeto para asegurar las conductas receptivas. Ademas, este
neurotransmisor juega un papel de aprendizaje y reforzamiento de una tarea al generar un
proceso asociado a una recompensa (Yoest et al., 2014; 2018).

2.2.4. Efecto del E2 y P4 sobre las MSNs: Experimentos en preparaciones de MSNs
aisladas.

Algunos estudios han demostrado que el E> y la P4+ modulan directamente y en
milisegundos a las MSNs. Mermelstein (et al.,1996) estudi6 la actividad eléctrica dependiente
de voltaje en las neuronas disociadas del NE de ratas preplberes (4 semanas) y de cultivos
celulares de ratas neonatas; Empleando la técnica de patch clamp en configuracion de célula
completa, demostr6é que la concentracion fisioldgica de 100 pM de E», reduce rapidamente la
entrada de corriente de Ca?" a través de los canales tipo L dependientes de voltaje. Sus resultados
muestran que el efecto es a nivel membranal, debido a que el efecto es replicado la célula es
expuesta a E>-BSA y, ademas, esta diferencia esta ligada al sexo, puesto que el E> fue mas
efectivo en reducir el flujo de iones Ca?*en MSN’s de ratas hembras que en las de los machos.

Luoma (et al., 2011) utilizo6 el modelo experimental y electrofisiolégico empleado por
Mermelstein en 1996, para evaluar el efecto de la P4 aplicada extracelularmente sobre los
cultivos celulares de MSN’s de ratas neonatas (poshatal 0 y 1); y se demostrd que la corriente
de Ca?* dependiente de voltaje, disminuye en un 70% en presencia de una concentracion de uso
terapéutico de 50 UM de P4y que dicho efecto es reversible. Ademas, evaluo el efecto de algunos
metabolitos de la P4 como la allopregnanolona y la pregnenolona sobre estas MSN’s y no
tuvieron un efecto significativo comparado con el grupo control; esto sugiere que la reduccion
de la corriente de Ca?* esta regulada de manera esteroide-especifica. Ademas, determin6 que
este efecto es debido a la interaccion de la P4 con un receptor membranal debido a que dicha

hormona se afiadio a la solucion interna del registro, y no hubo efecto sobre la corriente de Ca?*.
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El hecho de que tanto el E2 como la P»modulen la actividad de los canales de Ca** dependientes
de voltaje en cuestion de milisegundos, sugiere que hay una regulacion hormonal “no clasica”
(que no involucra la de novo sintesis de proteinas) a nivel membranal; ademéas de que nos
sugieren que existe una interaccion entre estas hormonas y las regiones de estudio.

Resultados similares fueron reportados empleando cromatografia de liquidos (HPLC),
ya que se determind que el E2 en concentraciones fisioldgicas aumenta la liberacion de dopamina
(DA) en neuronas cultivadas del NE de ratas hembra OVX y no en los machos, asimismo se
planted la posibilidad de un mecanismo a nivel membranal (Becker, 1990).

Estos antecedentes nos muestran la importancia de entender los procesos que subyacen
a la modulacion de neurotransmisores, como el glutamato, directamente sobre los receptores
membranales de las MSNs, en la regulacion de las conductas proceptivas de la rata hembra. Con
lo reportado hasta este momento en la literatura, y considerando los multiples factores que
podrian estar regulando la actividad del E2 y la P4 (como la edad y el sexo), el presente trabajo
se centrd en el estudio de neuronas obtenidas de ratas en etapa adulta con un sistema reproductor
maduro, que ocurre alrededor de los 30 a 40 dias de vida cuando aparecen patrones especificos
de liberacion de la hormona LH cada 30-60 minutos (Galassi-Geréz & Gullace2004). Para
asegurar el desarrollo fisioldgico de la cepa, la ovariectomia se realizo posterior a ese periodo
(ver mas adelante en el apartado metodologia). Otra diferencia importante en nuestro estudio es
el empleo de la técnica patch-clamp en configuracién de célula completa, el estudio de
corrientes iénicas en células aisladas. Esto nos permite estudiar especificamente la respuesta de
la molécula sobre un soma celular, sin interaccion con otros tipos celulares que pudiesen estar
segregando otras substancias que regulen su actividad. Sin embargo, la expresion de una
conducta no es el resultado de la fosforilacién/inactivacion de un receptor, sino de una compleja
interaccion entre las vias de sefializacion, que modulan varios procesos celulares y fisioldgicos
(Gonzalez-Flores et al., 2015). Un proposito central del presente trabajo fue desarrollar un
modelo para explorar mecanismos celulares que subyacen dichos eventos celulares del E> y la
P4. Por ello, este trabajo se enfoco en caracterizar los efectos del E> y la P4 sobre una respuesta
neuronal especifica — la corriente del receptor glutamatérgico tipo NMDA — en neuronas MSN’s

aisladas de las subregiones del estriado (NE).
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3. HIPOTESIS

El estradiol (E2) y la progesterona (P4) modulan la corriente de NMDA de las neuronas espinosas

medianas en el estriado en un modelo de conducta sexual de la rata.

Predicciones

1) ElE2y laPsmodulan la corriente NMDA de las MSNs agudamente disociadas del estriado
de ratas OV X.

2) El E>y la P4 tienen sus efectos sobre la corriente NMDA dentro de un rango de
concentracion fisiolégica semejante al rango presente durante el ciclo estral de ratas
hembras intactas.

3) El E2y la Psactuan de manera rapida (segundos-minutos), caracteristica de efectos no-
genoémicos.

4) Elefecto del E>y la P4sobre la corriente activada por NMDA en neuronas MSN disociadas,
sera diferencial dependiendo en la subregion de origen y dosis dependiente.

5) Dado que la respuesta conductual (la conducta sexual femenina) de la rata OVX al E;oa la
P4 depende en una dosis “priming” de BE2, las MSNs provenientes de ratas OV X responden
de manera diferencial a estas hormonas, dependiendo si recibié o no el pretratamiento con
BE-.
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4. OBJETIVOS

General

Determinar el efecto de tres variables independientes (la hormona, la subregion del estriado, y
el pretratamiento con BE>) sobre la corriente activada por NMDA, en neuronas espinosas

medianas disociadas del estriado de la rata ovariectomizada.

Especificos

1) Caracterizar la dosis dependencia de los efectos del estradiol y la progesterona sobre la
corriente activada por NMDA en neuronas espinosas medianas.

2) Determinar si las neuronas espinosas medianas provenientes de tres subregiones del estriado
(dorsolateral, accumbens Core y accumbens Shell) responden al estradiol y a la progesterona de
manera diferencial mediante la comparacién de las curvas dosis respuesta.

3) Determinar si el pretratamiento con BE> modula la respuesta de las neuronas espinosas

medianas al estradiol y a la progesterona.
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5. METODOLOGIA

Los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para
el cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). Los experimentos se
realizaron en ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley (SD) de 45-50 dias de edad procedentes
del Bioterio “Claude Bernard”. Este protocolo fue revisado y aprobado por el Comité
Institucional para el cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) mediante la
Vicerrectoria de Investigacion y estudios de Posgrado con el oficio VIEP/3110/2018. Todos
estos organismos pertenecientes a la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.
Ovariectomia.

Cirugia. Las ratas hembras SD fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina-
xilacina a una dosis 0.20ml/100g administrada por via intraperitoneal. Posteriormente fueron
rasuradas en el abdomen, desde la ap6fisis xifoides hasta el pubis. A continuacién, se desinfecto
dicha region con benzal y se aplico localmente clorhidrato de lidocaina, consecutivamente se
realizd una incision de 1 cm de longitud en el tercio medio del abdomen caudal, a la altura de la
linea media. Enseguida se identificd el cuerno uterino derecho y se extrajo el ovario;
inmediatamente se ligo el cuerno uterino con sutura de &cido poliglicolico (cuatro cero, Atramat)
y posteriormente se cortd el ovario con una tijera Mayo. ElI mismo procedimiento fue seguido
para la extraccion del ovario izquierdo; los cuernos uterinos se recolocaron en el abdomen.
Finalmente, la capa muscular y la piel fueron suturadas con un punto en “U” mediante el uso de

la misma sutura (Modificado de Dominguez-Ordoriez, 2017).

Cuidados Postoperatorios. Durante la recuperacion de la anestesia, los animales
recibieron calor externo por medio de una lampara, colocada a 45 centimetros de distancia y se
mantuvieron asi hasta que adoptaron un estado completamente ambulatorio (habilidad del
animal para reincorporarse sobre sus cuatro patas, después de haber sido colocado en deculbito
dorsal). Con la finalidad de disminuir el dolor y la inflamacion durante el periodo postoperatorio,
cada rata fue inyectada con Ketoprofeno 0.10mI/100g cada 24 horas durante 3 dias por via
subcutanea. El antibi6tico empleado para la prevencién de infecciones fue Enrofloxacina a una

dosis de 0.10ml/100g cada 24 horas durante 3 dias por via subcutanea. Ademas, recibieron una
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curacion diaria de la herida con el antiséptico y germicida lodopovidona. EI médico veterinario
responsable de la capacitacion y supervision del proyecto fue el MVZ. Francisco Ramos
Collazo, director del bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla, y cuya cédula profesional es 6519572. Se les permitio recuperarse de la cirugia 18 dias
antes de proceder al experimento (Figura 9).

Periodo de recuperacién por

18 dias
(45P-63P)

Dia 45P-Ovariectomia Dia 61P-Benzoato de Dia 63P- Sacrificio,
Estradiol Registro Electrofisiolégico

Figura 9. Esquema de la metodologia para este estudio. Las ratas hembras Sprague-Dawley fueron
ovariectomizadas al dia posnatal 45, y durante el periodo de recuperacion, fueron administradas con una
dosis Unica de Benzoato de estradiol 48 horas antes de proceder con el registro electrofisioldgico.

5.1 Disefio experimental

Grupos experimentales. Todas las hembras usadas para este estudio tuvieron un rango
de edades del dia 45-50 posnatal y después de la recuperacion de la cirugia de ovariectomia,
cuando llegaron a una edad de 63 dias fueron sacrificadas. Las ratas fueron asignadas a dos
grupos experimentales: (1) Grupo no tratado, donde las hembras no recibieron la administracion
de ningun farmaco previo al sacrificio y (2) el grupo pretratado, donde las hembras, al tener una
edad de 61 dias (48 horas previo al sacrificio), se les administrd por medio de una inyeccion
subcutanea de 5ug de BE». La dosis “priming” de BE2 es parte de un tratamiento hormonal que
se ha utilizado extensivamente en la rata ovariectomizada para reproducir las conductas de
proestro-estro (Kauffman & Micevych, 2018; Gonzalez-Flores et al., 2015). Se ha establecido
que 48 horas después de administraciéon, los circuitos neuronales que subyacen la conducta de
estro responden a la progesterona o el estradiol (Gonzalez-Flores et al., 2015).

Disociacion Aguda. El protocolo de disociacion empleado previamente descrito por
Flores- Hernandez et al., (2009), se describe a continuacién con algunas modificaciones: las
ratas fueron anestesiadas con halotano y posteriormente decapitadas. Los cerebros fueron

disecados rapidamente y se colocaron en solucion fria de Isetionato con bajo Ca?* (en mM):140
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Isetionato de NaCl, 2 KCI, 2 MgCl, 0.1 CaCl,, 23 glucosa, 15 HEPES, pH 7.4, 300-310
mOsm/L y suplementada con (en mM): 1 &cido pirtvico, 0.005 glutation, 0.1 N-G-nitro-L-
arginina, 1 acido kinurénico, y gaseada con O..

Después se obtuvieron rebanadas coronales del cerebro de 350 um con ayuda de un
vibratomo (Campden) mientras estdn sumergidas en la misma solucion. De las rebanadas
obtenidas, se disecaron las zonas Core y Shell del NAcc (Bregma 2.2 a 0.7 mm) y el estriado

dorsolateral (Bregma 1.6 a -0.26 mm; Paxinos & Watson, 1997, figura 10).

Figura 10. Esquema de un corte coronal del
cuerpo estriado en las coordenadas
indicadas por el atlas de cerebro de rata,
donde se observan delimitadas las tres areas
utilizadas para este estudio. En rojo se
sefiala al estriado dorsolateral, en azul la
region core, y en negro la porcion shell del
Nucleo Accumbens (Paxinos y Watson,
1997)

Posteriormente las rebanadas disecadas fueron mantenidas minimo 1 hora a temperatura
ambiente, en solucion salina balanceada de Earl (EBSS, SIGMA) amortiguada con bicarbonato
de sodio (NaHCO:s) y suplementada con (en mM): 1 &cido piravico (para que la célula obtenga
ATP), 0.005 glutatiéon (agente antioxidante), 0.1 N-G -nitro-L-arginina (inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa neuronal) y 1 acido kinurénico (antagonista del sitio de unién del coagonista en
la subunidad GIuN1 para evitar los efectos excitotdxicos del glutamato); burbujeada con 95%
02/ 5% CO2, pH = 7.4 ajustado con NaOH, 300-310 mOsm/L. Este tiempo permite a las
neuronas embebidas en las rebanadas que se estabilicen y que los suplementos mencionados
ejerzan su accion y minimicen los efectos derivados del método de obtencion, pues las células
aledafias a la zona de estudio son lesionadas.

Después de la incubacion se tom6 una rebanada del Accumbens Core, Shell o del
estriado dorsolateral para su tratamiento enzimatico, el cual se realizé en una camara de cultivo
de 40 ml con solucion salina balanceada de Hanks (HBSS, SIGMA) amortiguada con HEPES
burbujeada con O, conteniendo 0.75 mg/ml de papaina (Calbiochem) a 35 + 2 °C y
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suplementada con (en mM): 1 acido piravico, 0.005 glutation, 0.1 NG-nitro-L-arginina, 1 &cido
Kinurénico, durante 13 minutos. Transcurrido el tiempo de la digestion enzimatica, el tejido se
lavd con la solucion de Isetionato y posteriormente disociado mecanicamente con pipetas
Pasteur de diferentes calibres (pulidas al fuego). La suspension de células se coloco en cajas
Petri de 35 mm (Nunclon Surface, NUNC) montadas en el microscopio de registro. Después de
10 minutos, la suspension fue perfundida y lavada con una solucién de fondo (en mM): 140
NaCl, 23 Glucosa, 15 HEPES, 2 KCI, 2 MgCl., 1 CaCl. y 1% rojo fenol, burbujeada con O,
pH = 7.4 ajustado con NaOH, 300-310 mOsm/L; para su posterior registro por medio de la

técnica de fijacion de voltaje en configuracion de célula completa.

5.2 Registro electrofisiologico.

Técnica de fijacion de voltaje en célula completa (Whole—cell). Para esta técnica, los
capilares de registro fueron obtenidos de tubos de borosilicato (WPI1B120F-4, Sarasota FL)
utilizando un equipo Micropipette Puller Modelo p-97, (Sutter Instrument Co). La solucion
interna para los registros de corriente esta compuesta de (en mM): 175 N-Metil-D-Glutamina
(NMDG), 40 HEPES, 2 MgCly, 10 acido etilenglicol-bis (B-aminoetil éter) -N, N, N’, N’-
tetraacético (EGTA), 12 fosfocreatina, 3 Na2ATP, 0.35 NasGTP, 0.1 leupeptina, pH = 7.25
ajustado con H2SOs4, 265-270 mOsm/L. La solucidn externa compuesta de (en mM): 127 NaCl,
20 CsCl, 5 BaCl2, 2 CaCly, 12 glucosa, 10 HEPES, pH = 7.4 con NaOH, 300-305 mOsm/L.

Los registros se obtuvieron con un amplificador para fijacion de voltaje (voltage clamp)
Multiclamp 700 A (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) y un digitalizador Digidata
1440A (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), controlados con el programa pClamp
Version 9 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) ejecutandose en una computadora con
procesador tipo Pentium 1V (1.5GHz), 1 GB de memoria RAM Yy sistema operativo Windows
XP SP3. La resistencia de los capilares de registro en el bafio fue de 4-6 MQ. Después de la
ruptura del sello, la resistencia serial fue menor a 25 MQ. Una resistencia mayor no representa
fidedignamente el efecto del fArmaco de estudio ya que las corrientes censadas por el electrodo
de registro pueden decrementar debido a un incremento en la resistencia y enmascarar el efecto.
Por lo tanto, cuando el cambio de la resistencia serial fue mayor, se descartd para el estudio esa

neurona. El potencial de mantenimiento de membrana fue de -80mV en el protocolo de
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generacion de corriente de NMDA. Las neuronas espinosas medianas fueron identificadas
primeramente por la diseccion de la subregion correspondiente con ayuda del atlas “El cerebro
de la rata en coordenadas estereotaxicas” (Paxinos et al., 1998); en segundo lugar, fueron
identificadas por su morfologia y finamente por su capacitancia membranal, que es menor a 10
picofaradios en la metodologia de whole-cell (Mermelstein et al., 1996)

Protocolos electrofisioldgicos. Los protocolos empleados para el registro fueron:

A) Rampa (-100 mV a +40 mV) con una duracién de 100 ms para generar las corrientes de
Na* y Ca?* dependientes de voltaje. Este protocolo tiene la finalidad de evaluar la
viabilidad de la membrana celular. Cuando la célula no responde al cambio stbito de
voltaje o los trazos obtenidos son inestables, no se presentan ninguna de las corrientes
caracteristicas y esto es indicativo de que la membrana no esta en codiciones Optimas de
regular la actividad eléctrica, por lo que la célula es descartada para el siguiente

protocolo de registro.

+40mV

———

-80mV

1Ca?*
-100mV dependiente de voltaje

INa*
dependiente de voltaje

B) Aplicacion de NMDA, Estradiol (E2) y Progesterona (P4). Todo el procedimiento
experimental se realizd en presencia de 10uM de glicina, coagonista del receptor
NMDA. Las concentraciones a probar de E> y P4 se prepararon el dia del experimento y
se coaplicaron cada una a la vez con el farmaco NMDA. Este protocolo tiene una
duracion total de 15 segundos por trazo, de los cuales 3 segundos son para la aplicacion
del neurotransmisor NMDA y evocar la corriente de estudio, es decir, la aplicacion de
E> y Psantes de la generacion de la corriente de NMDA fue de 12 segundos previos y
también se coaplicoO durante la generacion de la corriente. Se establecieron tres

condiciones experimentales en cada neurona: (1) control, (2) efecto y (3) lavado. De cada
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condicion experimental se obtuvieron de 5-10 trazos estables al pico de la corriente y
posteriormente se promediaron los trazos. Se fijo a la neurona espinosa mediana, a un

potencial de mantenimiento de -80 mV.

1. Condicién Inmpa control. Para generar la corriente de estudio (Inmpa) se aplico
NMDA a una concentracién de 100 uM durante 3s. En cada trazo se aplica un
pulso de prueba de -10mV, esto con la finalidad de evaluar la resistencia del sello
ente la membrana y la micropipeta (mayor a 1GQ).

Control + Glicina 10 uM

NMDA 100 pM
T
-
80mV —

3s

-9omV

2. Condicion efecto. En esta condicion, se generd la Invpa en presencia de las
diferentes concentraciones de E y P4 estudiadas. El E> fue aplicado en las
siguientes concentraciones en el orden picomolar (pM): 300, 100, 30, 10, 3, 1,
0.3 y 0.1. Las concentraciones de P4 probadas fueron en el orden nanomolar
(nM): 300, 100, 30, 10, 3, 1, 0.3 y 0.1. Estas concentraciones corresponden al
rango fisiologico del ciclo estral de la rata. A cada MSN se le aplicé en promedio
4 concentraciones aleatorias de E2 0 P4. No se aplicaron las hormonas juntas.

Control + Glicina 10 uM + E, o P, (a diferentes concentraciones)

NMDA 100 pM
-80mV,
- uJ |
3s

-90mV
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3. Condicion lavado. Esta condicion experimental es generada inmediatamente
después a la exposicion de la hormona de estudio para evaluar si el efecto es
reversible. La Inmpa es generada en condiciones similares a las del inciso 1.

Control E, 100 pM Lavado

[ ]

-17.85%

-

3s

200 pA

Las condiciones 1, 2 y 3 se aplicaron a cada neurona estudiada para posteriormente
calcular el porcentaje de cambio de la corriente de NMDA ejercido por cada concentracion

aplicada de la hormona. La férmula es:

PORCENTAJE =
/ EFECTO
1-| CONTROL+LAVADG |'100

2

Donde se tom¢ el valor del pico maximo de la corriente (en pA) del promedio de 5-10
trazos estables de la INmDA:
Efecto = en presencia de cada concentracion de estudio de E2 0 P4
Control = en ausencia de E2 0 P4

Lavado = después del protocolo denominado efecto, donde hubo una exposicién a Ez 0 Pa.

5.3 Anélisis estadistico

Se midio la amplitud al pico de la corriente activada por NMDA en picoamperios (pA).
Los datos son expresados como la media * error estandar de la media (E.E.M) de cada uno de
los grupos. Los ajustes y graficas fueron realizados en los programas Origin Pro 2017 y Sigma
Plot 11.0. Para caracterizar la dosis dependencia de los efectos ejercidos por E2 y Pa, en las

gréaficas se muestran los valores de la media + el error estdndar de cada concentracion en escala
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logaritmica, (en por lo menos 3 diferentes neuronas de cada subregion). Estos datos fueron

ajustados a una ecuacion sigmoidea tipo dosis-respuesta dada por la ecuacion:

A2-A1
(1 + 10°((LOGX0—x)*p))

y=A1+

Donde: Al = Efecto minimo, A2 = Efecto méximo, X= valor de la concentracion,
10"LOGXx0 = ECso y p = pendiente o coeficiente de Hill, para obtener la concentracion efectiva
50 (CEsp) y el efecto maximo (Emax) en cada una de las areas de estudio. Estos parametros nos
permiten conocer si la concentracion para llegar al 50% del efecto es diferente en cada area y
ademas en que subregion existio un mayor efecto (numérico).

Para determinar el efecto de la subregion estriatal (DSL, AcbC y AcbS) y las
concentraciones de estudio, se aplico una ANOVA de dos vias tomando como factores
independientes la “regiéon” y la “concentracion” de estudio. Se analizaron por separado los
grupos con y sin la administracién sistémica del pretratamiento con BE,. El factor
“concentracion” consta de 8 niveles (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 pM para E> y nM para Ps)
y el factor “region” posee 3 niveles (DSL, AcbC y AcbS). Determinamos los efectos principales
de los factores independientes, asi como la interaccion entre los mismos, por medio de la
aplicacion de la prueba del modelo linear general (MLG, SPSS software, versién 17.0), y
adicionalmente, donde la ANOVA nos indicoO un efecto estadisticamente significativo
(p <0.05), se aplico una prueba post-hoc de Tukey para determinar que niveles difirieron entre
si. Para cada concentracion, se confirmé que la modulacién sobre la INMDA fuera
significativamente diferente de O, con una prueba T de Student de una muestra con el software
SPSS. Derivado de este analisis, también se muestra el resultado de la eta cuadrada parcial (n?p),
cuyo valor nos permite evaluar la magnitud de la diferencia entre dos resultados
estadisticamente significativos, los valores descritos en la literatura para n2p son: 0.01=efecto
pequefio, 0.09= tamafio mediano, 0.25= efecto grande. La significancia estadistica se reporto
cuando p < 0.05.
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6) RESULTADOS

Para este proyecto, se registraron un total de 170 neuronas con los pardmetros

electrofisiologicos establecidos (resistencia de membrana >1GQ y resistencia de acceso <

25MQ, durante todo el registro) del nticleo accumbens regiones core (AchC) y shell (AcbS) y

del estriado dorsolateral (DSL), con y sin un pretratamiento con benzoato de estradiol (BE>).

Todas las células registradas tuvieron una morfologia caracteristica de las neuronas espinosas

medianas (MSNs) y las capacitancias obtenidas corresponden al rango 2.5 y 10.5 pF, dato

sustentado con lo reportado en la literatura para las MSNs en el protocolo de registro whole-

cell (Surmeier et al., 1995; Mermelstein etal., 1996). La poblacion neuronal registrada se ajustd

a una curva gaussiana con una R? de 0.90, indicandonos que existe una distribucion normal

(grafica 1).

24 -
22 -
20 -
18
16 4
14
12 4
10 4
g -
6 -
4
2]

N. de Neuronas

;

L

n=170
R?=0.90

6

7

8 9 10

Capacitancia (pF)

Gréfica 1) Histograma de la distribucion de las capacitancias de las neuronas espinosas medianas
registradas en las regiones core, shell y dorsolateral. En total se graficaron 170 neuronas. La gréfica
muestra que la capacitancia de las neuronas de estudio corresponde a un rango entre 2.5 y 10.5pF. Se
muestran la moda con valor de 23 entre las capacitancias 4.5-5.5 pF. Se ajusté a una curva de Gauss,

cuyo valor de R? es de 0.90
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Al inicio de cada registro se procedio a realizar una rampa de voltaje de -100mV hasta
+40mV con una duracion de 100ms para generar las corrientes de Na* y Ca?* producida por la
apertura de los canales dependientes de voltaje respectivos, esto con la finalidad de conocer la
viabilidad neuronal; En la gréfica 2 se muestra un trazo representativo de dichas corrientes en
las neuronas aisladas; cuando se observa una inestabilidad en los trazos o la ausencia de las
corrientes, es indicativo de que la célula no es viable para la aplicacion del farmaco de estudio,

en este caso E2 y P4, por lo que la neurona es descartada.

04
-500
-1000
E N +
=S INa* = 3415pA (-45mV)
2 ICa”™ = 296pA (-9mV)
2 y Rm =1.64GQ
§ 20007 Cap = 9pF
-2500
-3000
-3500
T T T T T T T T T T T T T T T
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40

Voltaje (mV)

Grafica 2. Rampa de voltaje. Se grafic6 el tamafio de la corriente en picoAmperios (pA) con respecto
al voltaje del protocolo de rampa. En la imagen se muestra un trazo representativo de las corrientes
dependientes de voltaje, obtenido del promedio de varios pasos del protocolo de rampa. En esta neurona
el pico maximo obtenido de la corriente de Na* fue a los -45 mV y con una amplitud de la corriente de
3415 pA, mientras que el pico de la corriente de Ca?* fue a los -9 mV y midié 296pA.
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SECCION 1. Estradiol

S1.1 Efecto del estradiol sobre la corriente activada por NMDA en neuronas espinosas

medianas de ratas pretratadas con benzoato de estradiol
S1.1.1 Dorsolateral (DSL)
Se aplicaron un total de 8 concentraciones de E» (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 pM)

sobre la corriente activada por NMDA (INMDA) en 16 neuronas. En cada neurona se

administraron de dos a cuatro concentraciones de E» y todas en este grupo experimental

indujeron una reduccion de la INMDA, los valores se resumen en la tabla 3

Tabla 3. Promedio del efecto de cada concentracion de E2 en el estriado DSL
(pretratamiento con BE?2)

Concentracion
(PM)
0.1
0.3
1
3
10
30
100
300

A Control

-

E, 100 M

-0.39%

Media
2.75
6.09
6.35
8.08

10.91

14.87

19.25

19.45

Lavado

Q.

(=)
(=)
'e)

% Reduccién

i

3s

B Control

3

+ EE

211
0.50
1.44
1.74
2.85
2.22
2.69
2.35

E, 300 pM

-19.35%

n
5
4

10
9
9
8

10
6

Lavado
Sy

3s

Gréfica 3. Trazos representativos del efecto maximo y minimo de E; sobre la INMDA en la regién
dorsolateral del estriado. A. Efecto de la concentracién minima empleada para este estudio, 100 fM, en
esta célula redujo un 0.39% la INMDA. B. Efecto de la concentracion maxima en este estudio, de 300

pM, en esta célula redujo un 19.35% la INMDA. El efecto fue parcialmente lavable.
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Los trazos representativos de todas las concentraciones empleadas en la region DSL, se

muestran en las graficas 3 y 4, en donde se observa que estos efectos fueron parcialmente

lavados y dependientes de la dosis.

A) Control E, 300 fM Lavado B) Control E,1pM Lavado
Tﬁ | W‘ |
<
< Q
o o
-6.72% = 6.39% S
o~
3s 3s
) Control E, 3 pM Lavado p) Control E, 10 pM Lavado
e - (’ J\«-\
|
J ‘
/
f
/ / <
| -13.72%
/ -7 .63% < a
/ | ’ S S
S e
L 3s
3s
E) Control E, 30 pM Lavado F) Control E, 100 pM Lavado

5 “ N B

-16.21% -17.04%

L

3s

-

3s

100 pA
400 pA

Gréfica 4. Trazos representativos del efecto de las concentraciones 0.3, 1, 3, 10, 30 y 100 pM de E;
sobre la INMDA en la regién DSL. En cada inciso se muestra el respectivo porcentaje de reduccion
obtenido en las diferentes neuronas espinosas medianas registradas. Los efectos fueron parcialmente

lavables.
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La media aritmética del efecto de cada concentracion se ajusto a una curva (ecuacion)

sigmoidal tipo dosis-respuesta, encontrandose una concentracion efectiva 50 (CEsp) de 18.53 +

13.29 pM, con un ajuste de R? de 0.96 (grafica5m ).

m DSL CE, =18.53+13.29 pM; Emax 19.32 + 1.55
s A AGC CEy = 7.37+387pM; Emax1546+1.27
e AcbS CE,, =13.85+20.40 pM; Emax 21.87 +2.58

N
(6}
1

N
o
1

10

Reduccion INvpa (%)
o
1

0 +rr———————————————
100fM 300fM 1pM 3pM 10pM 30pM 100pM 300pM
[Log E;]

Gréfica 5. Curvas Dosis-Respuesta del efecto de la concentracidn de E; sobre la INMDA en las tres
areas de estudio. De cada concentracion se graficd la media + el error estandar de la media (EEM) en
escala logaritmica. Numéricamente el mayor efecto del E2 sobre la INMDA lo encontramos en la regién
AcbS a una concentracion de 300 pM (Emax 21.87+ 2.58) mientras que el menor efecto se observd en
la regién dorsolateral a una concentracion de 100 fM.
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S1.1.2 Nucleo Accumbens Core (AchC)

Se aplicaron un total de 8 concentraciones de E» (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 pM)
sobre la INMDA en 16 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro
concentraciones de E» y todas en este grupo experimental indujeron una reduccion de la INMDA,

los valores se resumen en la tabla 4

Tabla 4. Promedio del efecto de cada concentracion de Ez en el AcbC
(pretratamiento con BE?)

Concentracion % Reduccion n
(pM) Media + EE

0.1 3,97 1,33 4

0.3 5,91 1,39 4

1 4.41 1.53 11

3 8.57 1.62 11

10 11.20 2.20 8

30 13.39 1.65 10

100 16.79 2.89 8

300 15.61 2.50 6

A) Control E, 100 fM Lavado B) Control E, 100 pM Lavado

— . oy

-17.85%

200 pA

-~

3s

200 pA

-2.45%

3s

Gréfica 6. Trazos representativos del efecto maximo y minimo de E» sobre la INMDA en la regién
AcbC. A. Efecto de la concentracion minima empleada para este estudio, 100 fM, en esta célula redujo
un 2.45% la INMDA. B. Efecto méximo de reduccién en la concentracién de 100 pM, en esta célula
redujo un 17,85% la INMDA. El efecto medido fue parcialmente lavable.

Los trazos representativos de todas las concentraciones empleadas en la regién AcbC,
se muestran en las graficas 6 y 7, en donde se observa que estos efectos fueron parcialmente

lavados y dependientes de la dosis.
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B)  Control E, 1 pM Lavado

A Control E, 300 fM Lavado
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Gréfica 7. Trazos representativos del efecto de las concentraciones 0.3, 1, 3, 10, 30 y 300 pM de E»
sobre la INMDA en la regidn AcbC. En cada inciso se muestra el respectivo porcentaje de reduccion
obtenido en cada una de las neuronas espinosas medianas. Los efectos fueron parcialmente lavables.

La media aritmética de los efectos de cada concentracion se ajustd a una curva
(ecuacion) sigmoidal tipo dosis-respuesta, encontrandose una concentracion efectiva 50 (CEso)

de 7.37 + 3.87 pM, con un ajuste de R? de 0.95 (grafica 5 A).

46



S1.1.3 Nucleo Accumbens Shell (AcbS)

Se aplicaron un total de 8 concentraciones de E> (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 pM)
sobre la INMDA en 20 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro
concentraciones de E; y todas en este grupo experimental indujeron una reduccion de la INMDA,
los valores se resumen en la tabla 5

Tabla 5. Promedio del efecto de cada concentracion de E2 en el AcbS
(pretratamiento con BE2)

Concentracién % Reduccidn n

(pM) Media + EE
0.1 3.88 1,37 5
0.3 7.62 0.82 5
1 8.95 1.88 9
3 9.72 2.12 9
10 13.03 2.30 7
30 14.81 2.30 7
100 20.99 2.85 7
300 22.83 4.54 6

A) Control E, 100 fM Lavado B) Control E, 300 pM Lavado

ot T

-23.82% <
o
o
o~
3s

3s

-4.13%

400 pA

Gréafica 9. Trazos representativos del efecto maximo y minimo de E; sobre la INMDA en la regién
AcbS. A. Efecto de la concentracién minima empleada para este estudio, 100 fM, en esta célula redujo
un 4.13% la INMDA. B. Efecto de la concentracién maxima en este estudio, 300 pM, en esta célula
redujo un 23.82% la INMDA. El efecto fue parcialmente lavable.

Los trazos representativos de las todas las concentraciones empleadas para la region AcbsS, se
muestran en las graficas 9 y 10, en donde se observo que estos efectos fueron parcialmente

lavados y dependientes de la dosis.
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Gréfica 10. Trazos representativos del efecto de las concentraciones 0.3, 1, 3, 10, 30 y 100 pM de E;
sobre la INMDA en la regién AcbS. En cada inciso se muestra el respectivo porcentaje de reduccion
obtenido en las diferentes neuronas espinosas medianas registradas. Los efectos fueron parcialmente

lavables.

La media aritmética de los efectos de cada concentracion se ajustd a una curva
(ecuacion) sigmoidal tipo dosis-respuesta, encontrandose una concentracion efectiva 50 (CEso)

de 13.85 + 20.40 pM, con un ajuste de R? de 0.85 (grafica 5 ®).
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S1.2 Efecto del estradiol sobre la corriente activada por NMDA en neuronas espinosas
medianas de ratas sin un pretratamiento con benzoato de estradiol

Para este grupo experimental, se realizaron las pruebas sin la administracion subcutanea
de BE>. Los resultados encontrados muestran que, algunas de las concentraciones incrementaron

la INMDA, mientras que otras la redujeron (Grafica 11).

S1.2.1 Dorsolateral (DSL)

Se aplicaron un total de 8 concentraciones de E» (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 pM)
sobre la INMDA en 10 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro
concentraciones. Los valores se resumen en la tabla 6, los nimeros en negativo indican un
porcentaje de aumento de la corriente.

Tabla 6. Promedio del efecto de cada concentracion de E2 en el estriado DSL
(sin pretratamiento con BE2)

Concentracion % Reduccion n
(pM) Media + EE

0.1 -1.21 3.85 5

0.3 1.06 3.93 4

1 0.07 0.98 4

3 -6.23 2.99 4

10 10.69 3.01 10

30 8.06 3.05 9

100 7.56 3.86 8

300 9.76 3.64 6

*Los valores negativos indican una potenciacion en la INMDA

La media aritmética del efecto de cada concentracion se ajusto a una curva (ecuacion)
sigmoidal tipo dosis-respuesta, encontrandose una concentracion efectiva 50 (CEso) de 7.06 pM,
el analisis no mostro datos sobre el error estandar de la media, y tuvo un ajuste de R? de 0.83
(grafica 11 m).
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Gréfica 11. Curvas Dosis-Respuesta del efecto de E; sobre la INMDA en las tres areas de estudio sin
un pretratamiento con BE,. De cada concentracion se grafico la media + el error estandar de la media
(EEM) en escala logaritmica. Se aprecia que, numéricamente el mayor y menor efecto del E; sobre la
INMDA corresponde a la region AcbS a una concentracién de 30 y 3 pM respectivamente, y en esta
Gltima observamos una potenciacion.

S1.2.2 Nucleo Accumbens Core (AchC)

Se aplicaron un total de 8 concentraciones de E» (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 pM)
sobre la INMDA en 11 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro
concentraciones. Los valores se resumen en la tabla 7, los nimeros en negativo indican un

porcentaje de aumento de la corriente.
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Tabla 7. Promedio del efecto de cada concentracion de E2 en el AcbC
(sin pretratamiento con BE?2)

Concentracion % Reduccién n
(pM) Media + EE

0.1 -5.02 3.91 6

0.3 -1.26 5.59 4

1 -1.26 3.04 6

3 -4.93 4.06 6

10 12.07 3.62 10

30 6.12 2.70 10

100 8.39 3.14 11

300 13.62 3.9 6

*Los valores negativos indican una potenciacion en la INMDA

La media aritmética del efecto de cada concentracion se ajusto a una curva (ecuacion)
sigmoidal tipo dosis-respuesta, encontrandose una concentracion efectiva 50 (CEso) de 5.46 pM,
el analisis no mostrd datos sobre el error estandar de la media, y tuvo un ajuste de R? de 0.81
(gréfica 11 A).

S1.2.3 Nucleo Accumbens Shell (AcbS)

Se aplicaron un total de 8 concentraciones de E» (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 pM)

sobre la INMDA en 11 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro

concentraciones.

Tabla 8. Promedio del efecto de cada concentracion de E2 en el AcbC
(sin pretratamiento con BE2)

Concentracion % Reduccién n
(pM) Media + EE

0.1 -3.75 3.73 3
0.3 -2.7 5.56 3
1 0.53 3.20 3
3 -7.33 1.46 3
10 13.48 4.08 10
30 19.29 5.53 9
100 16.46 6.64 8
300 17.78 1.68 6

*Los valores negativos indican una potenciacion en la INMDA
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La media aritmética del efecto de cada concentracion se ajusto a una curva (ecuacion)
sigmoidal tipo dosis-respuesta, encontrandose una concentracion efectiva 50 (CEso) de 9.63 pM,
el analisis no mostro datos sobre el error estandar de la media, y tuvo un ajuste de R? de 0.93
(graficall @).

S1.3 Efecto del pretratamiento con BE2 y la subregidn estriatal sobre la INMDA

S1.3.1 E2 + pretratamiento con BE2

Para evaluar el efecto de la subregion estriatal y la concentracion sobre el efecto de la
INMDA, se aplico una prueba de ANOVA de dos vias. Los resultados nos muestran que la region
cerebral de estudio (DSL, AcbC y AcbS) no tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre
la corriente activada por NMDA F1s4) = 2.46, p= 0.089, n%p =0.031 (gréfica 12); ni la
interaccion concentracion*region Fa,is4= 0.258, p= 0.997, n’p =0.023.

Se encontrd que la interaccidn fue significativa en las concentraciones aplicadas sobre
la INMDA F154= 16.915, p= 0.0001; n?p = 0.435, con un tamafio de efecto grande, esto nos
indica que la respuesta al E> depende de la concentracion de la hormonal probada en nuestras
condiciones experimentales. A pesar de que el promedio de los efectos ejercidos por el rango
de concentraciones aplicadas, muestra que la regién AcbC tiene una respuesta mas baja que
AcbS, la prueba estadistica no apoya una diferencia significativa entre las regiones (Inserto,
grafica 12).
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Debido a que la respuesta a diferentes concentraciones de E> no difiri6
significativamente entre las tres regiones cerebrales (interaccion concentracion*region (p=
0.997)), los datos de cada concentracion fueron considerados en conjunto y se construyo la
grafica 13, y al haberse encontrado un efecto principal significativo en la concentracion, se
compararon entre pares a traves de una prueba post hoc de Tukey, con la que se establecieron
las diferencias entre cada uno de los niveles, mostrando que el efecto de reduccion del E2 sobre
la INMDA increment6 a lo largo del rango de las concentraciones. Adicionalmente, a estos datos
se les aplicd una prueba T de una muestra, los datos indican que los efectos de todas las
concentraciones sobre la INMDA fueron significativamente diferentes de 0 (0 = ausencia de

respuesta). Los datos estadisticos se resumen en la tabla 9.
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*** 5<0.001; **p<0.01; *p<0.05
0 .

T v T v T T T T T T T T T T T
100fM 300fM 1pM 3pM 10pM 30pM 100 pM 300 pM
Concentracion de E,
Gréfica 13. Efecto de la concentracion de E; sobre la INMDA en las MSN’s de ratas pretratadas con
BE.. Se grafico el promedio £ EEM. Se muestra que todas las concentraciones probadas, reducen la

corriente de una forma dependiente de la dosis. El analisis estadistico muestra que hay diferencia
significativa entre la mayoria de las concentraciones. Para mayor detalle del analisis, ver tabla 9.
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Tabla 9. Resumen de los resultados de las pruebas de Tukey y T de Student de una muestra

Concentracion E 10 pM 30 pM 100 pM 300 pM T de una muestra
0.1 pM (n= 14) 0.004 0.0001 0.0001 0.0001 0.002
0.3 pM (n=13) 0.034 0.0001 0.0001 0.0001
1 pM (n=30) 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
3 pM (n=29) 0.033 0.0001 0.0001 0.0001
10 pM (n= 24) 0.002 0.003 0.0001
30 pM (n=25) 0.0001
100 pM (n=25) 0.0001
300 pM (n=18) 0.0001
*xup<), 001; ** p<0.01; * p<0.05

S1.3.2 E2 sin pretratamiento con BE2

Los datos obtenidos del analisis estadistico ANOVA de dos vias, nos muestran que la
region cerebral de estudio (DSL, AcbC y AcbS) no tuvo un efecto estadisticamente significativo
sobre la corriente activada por NMDA F(2,129) =0.813, p= 0.446, n?p = 0.012 (Ver gréfica 14), ni
tampoco en la interaccion concentracion*region Feai29) = 0.545, p= 0.902, n?p = 0.056. Se
encontré un efecto principal significativo en las concentraciones aplicadas sobre la INMDA
F7.129= 8.15, p= 0.0001; n?p = 0.307, con un tamafio de efecto grande, esto nos indica que la
respuesta observada al aplicar E> depende de la concentracion hormonal. A pesar de que el
promedio de los efectos ejercidos por el rango de concentraciones muestra que la region AcbS
tiene una respuesta mayor al E», la prueba estadistica no apoya una diferencia significativa entre

las regiones (Inserto, grafica 14)
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Gréfica 14. Efecto de la concentracion de E: y las tres subregiones sobre la INMDA. Se grafic6 el promedio
+ EEM. Se muestra que las concentraciones 0.1-3 pM aumentan la INMDA, sin embargo, solo la dosis 3 pM
es estadisticamente diferente de 0, mientras que las demas concentraciones tienen un efecto de reduccién
sobre la corriente. El analisis estadistico muestra que no hay diferencia significativa entre las regiones de
estudio. En el inserto se muestra el efecto de la regién sobre la INMDA, se observa que numéricamente la
region Acbs tiene un efecto mayor comparado con las areas DSL y AchC, pero tampoco se encontrd diferencia
estadisticamente significativa.

no difirid

significativamente entre las tres regiones cerebrales (interaccion concentracion*region (p=

0.902)), los datos de cada concentracion fueron considerados en conjunto y se construyo la

Al haber encontrado un efecto principal significativo en la concentracion, se compararon
entre pares de concentraciones a través de una prueba post hoc de Tukey, con la que se
establecieron las diferencias entre cada uno de los niveles. Adicionalmente, a estos datos se les
aplico una prueba T de una muestra, indicando que las concentraciones 0.1, 0.3y 1 pM no son
estadisticamente diferentes de 0, indicando la ausencia de una respuesta bioldgica significativa
en estas dosis (0.1 pM tu2)=-0.766, p= 0.457; 0.3 pM te)=-0.293, p= 0.777; 1pM tu2= 0.137,
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p= 0.893); Por otro lado, la concentracion de 3 pM potencio significativamente la INMDA t(12)=
-2.933, p= 0.013, mientras las concentraciones mas elevadas, redujeron la INMDA. Los datos

estadisticos se resumen en la tabla 10.
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Gréfica 15. Efecto del E; sobre la INMDA en las MSN’s de ratas sin un pretratamiento con BE». Se grafico el
promedio £ EEM. Se muestra que las concentraciones probadas de 0.1-1 pM no tienen un efecto estadisticamente

significativo diferente a 0 o inclusive la concentracién 3pM potencia la INMDA. El analisis estadistico muestra
que hay diferencia significativa entre las concentraciones. Para mayor detalle del analisis, ver tabla 10.
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Tabla 10. Resumen de los resultados de las pruebas de Tukey y T de Student

de una muestra

Concentracion E2 10 pM 30 pM 100 pM 300 pM T de una muestra
0.1 pM (n=15) 0.002 0.007 0.012 0.002 0.457
0.3 pM (n=10) 0.044 0.028 0.777
1 pM (n=13) 0.027 0.018 0.893
3 pM (n=13) 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.013
10 pM (n=30) 0.0001
30 pM (n=28) 0.0001
100 pM (n=27) 0.0001
300 pM (n=18) 0.0001

**4p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05

Derivado de los datos anteriores, se graficaron los efectos de la concentracién sobre la
INMDA (Grafica 16) con y sin un pretratamiento con el BE.. Podemos observar que la
concentracion minima probada de 100 fM, cuando el animal es pretratado con BE: tiene una
respuesta significativamente diferente de 0 (p=0.002), esto no ocurre cuando no hay un

pretratamiento, donde la primera respuesta significante la encontramos en 3 pM (p=0.013).

A pesar de que el efecto principal de la concentracion para ambos tratamientos resultd
estadisticamente significativo (p= 0.0001) la diferencia entre el tamafio del efecto (Con BE2 n?p
= 0.435 y Sin BE2> n?p = 0.307) sugiere que el pretratamiento no afecté en gran medida la
respuesta al E» (0.435/0.307= 1.41).
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Graéfica 16. Efecto del E; sobre la INMDA en las MSN’s de ratas con y sin un pretratamiento con BEo.
Se graficé el promedio + EEM. Se muestra que, a pesar de que el analisis estadistico muestra una
diferencia significativa entre las concentraciones, la magnitud de la diferencia entre ambos
tratamientos es pequefia, sugiriendo que al aumentar las concentraciones fisioldgicas de Eo,
eventualmente puedan tener el mismo efecto.

SECCION 2. Progesterona (Pa)
S2.1 Efecto de la progesterona sobre la corriente activada por NMDA en neuronas
espinosas medianas de ratas con un pretratamiento con benzoato de estradiol
S2.1.1 Dorsolateral (DSL)

Se aplicaron un total de 8 concentraciones P4 (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 nM) sobre
la INMDA en 18 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro concentraciones.
Todas las concentraciones probadas de P4 para este grupo experimental indujeron una reduccion

de la INMDA, los valores se resumen en la tabla 11
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Tabla 11. Promedio del efecto de cada concentracion de P4 en el estriado DSL
(pretratamiento con BE?)
Concentracion % Reduccion n
(nM) Media + EE
0.1 5.44 1.04 4
0.3 10.8 1.22 4
1 10.75 1.91 5
3 11.99 3.09 6
10 12.08 0.94 6
30 14.45 1.79 6
100 18.93 1.18 7
300 22.32 2.10 6
A Control P, 100 pM Lavado B Control P, 300 nM Lavado
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Gréfica 17. Trazos representativos del efecto maximo y minimo de P4 sobre la INMDA en la regién DSL. A.
Efecto minimo en la concentracion de 100 pM, en esta célula redujo un 6.23% la INMDA. B. Efecto maximo
en la concentracion de 300 pM, en esta célula redujo un 23.6% la INMDA. El efecto es parcialmente lavable.

Los trazos representativos de todas las concentraciones de P4 empleadas en la region

DSL, se muestran en las graficas 17 y 18, en donde se observa que estos efectos fueron

parcialmente lavados y dependientes de la dosis.
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Gréfica 18. Trazos representativos del efecto de las concentraciones 0.3, 1, 3, 10, 30 y 100 nM de P4
sobre la INMDA en la regién dorsolateral. En cada inciso se muestra el respectivo porcentaje de
reduccion obtenido en las diferentes neuronas espinosas medianas registradas. Los efectos son
parcialmente lavables.
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Estos datos se ajustaron a una curva (ecuacion) sigmoidal tipo dosis-respuesta,
encontrandose una concentracion efectiva 50 (CEso) de 74.06 = 11.65 nM, con un ajuste de R?
de 0.99 (grafica 19 m).

m DSL CE.,=74.06+11.65nM; Emax 22.62 + 0.56

A AcbC CE = 9.68+1.3nM; Emax 25.52 + 3.77
& AcbS CE_,=3.9+7.30nM,;, Emax 20.76 £+ 1.45

30 A
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Gréfica 19. Curvas Dosis-Respuesta del efecto de la concentracién de P4 sobre la INMDA en las tres
areas de estudio. De cada concentracion se graficd la media + el error estandar de la media (EEM) en
escala logaritmica. Se aprecia que, numéricamente el mayor y menor efecto de la P4 sobre la INMDA
se encuentra en la region AcbC a una concentracion de 300 nM (Emax 25.52+ 3.77) y 100 pM
respectivamente.

S2.1.2 Nucleo Accumbens Core (AchC)

Se aplicaron un total de 8 concentraciones P4 (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 nM) sobre
la INMDA en 17 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro concentraciones.
Todas las concentraciones probadas de P4 para este grupo experimental indujeron una reduccion

de la INMDA, los valores se resumen en la tabla 12
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Tabla 12. Promedio del efecto de cada concentracion de P4 en el AcbC
(pretratamiento con BE?)

Concentracion % Reduccion n
(nM) Media + EE

0.1 3.33 1.17 5

0.3 7.72 1.22 5

1 10.65 1.87 6

3 15.83 1.58 6

10 16.38 0.82 5

30 21 2.28 6

100 23.43 3.02 5

300 28.33 2.55 4

El efecto maximo se observo en la concentracion 300 nM y el efecto minimo en la

concentracion de 100 pM (ver gréafica 20).
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Gréfica 20. Trazos representativos del efecto maximo y minimo de P4 sobre la INMDA en la regién AcbC.
A. Efecto minimo en la concentracion de 1 pM, en esta célula redujo un 1.63% la INMDA. B. Efecto maximo
en la concentracion de 300 pM, en esta célula redujo un 29.01% la INMDA. El efecto es parcialmente lavable.

Los trazos representativos de todas las concentraciones empleadas en la regién AcbC,

se muestran en las graficas 20 y 21, en donde se observa que estos efectos fueron parcialmente

lavados y dependientes de la dosis.
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Gréfica 21. Trazos representativos del efecto de las concentraciones 0.3, 1, 3, 10, 30 y 100 nM de P4
sobre la INMDA en la region AcbC. En cada inciso se muestra el respectivo porcentaje de reduccion
obtenido en las diferentes neuronas espinosas medianas registradas. Los efectos son parcialmente
lavables.
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La media aritmética de los efectos de cada concentracion se ajustd a una curva (ecuacion)

sigmoidal tipo dosis-respuesta, encontrandose una concentracion efectiva 50 (CEso) de 9.68 +

1.3 pM, con un ajuste de R? de 0.87 (grafica 19 A).

S2.1.3 Nucleo Accumbens Shell (AcbS)
Se aplicaron un total de 8 concentraciones P4 (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 nM) sobre

la INMDA en 21 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro concentraciones.

Todas las concentraciones probadas de P4 para este grupo experimental indujeron una reduccion

de la INMDA, los valores se resumen en la tabla 13

Tabla 13. Promedio del efecto de cada concentracion de P4 en el estriado AcbhS
(pretratamiento con BE?)
Concentracion % Reduccion n
(nM) Media + EE
0.1 7.58 1.48 6
0.3 8.93 1.38 6
1 12.07 0.88 6
3 13.14 1.84 8
10 15.66 0.81 9
30 19.19 1.53 8
100 20.68 1.39 4
300 21.80 2.03 7
A Control P, 100 pM Lavado B Control P,300nM Lavado
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Grafica 22. Trazos representativos del efecto maximo y minimo de P4 sobre la INMDA en la regién
AcbS. A. Efecto minimo en la concentracion de 100 pM, en esta célula redujo un 9.64% la INMDA. B.
Efecto maximo en la concentracion de 300 pM, en esta célula redujo un 22.84% la INMDA. El efecto

fue parcialmente lavable.
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Los trazos representativos de las todas las concentraciones empleadas para la region AcbsS, se

muestran en las graficas 22 y 23, en donde se observa que estos efectos fueron parcialmente

lavados y dependientes de la dosis.
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Gréfica 24. Trazos representativos del efecto de las concentraciones 0.3, 1, 3, 10, 30 y 100 nM de P4
sobre la INMDA en la regién AcbS. En cada inciso se muestra el respectivo porcentaje de reduccion
obtenido en las diferentes neuronas espinosas medianas registradas. Los efectos son parcialmente

lavables.
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Estos datos se ajustaron a una curva (ecuacion) sigmoidal tipo dosis-respuesta,
encontrandose una concentracion efectiva 50 (CEso) de 3.9 + 7.3 nM, con un ajuste de R2 de
0.92 (grafica 19 @).

S2.2 Efecto de la progesterona sobre la corriente activada por NMDA en neuronas
espinosas medianas de ratas sin un pretratamiento con benzoato de estradiol

Para este grupo experimental, se realizaron las pruebas sin la administracion subcutanea
de BE>. Los resultados encontrados muestran que, algunas de las concentraciones incrementaron
la INMDA, mientras que otras la redujeron (Gréfica 25).

S2.2.1 Dorsolateral (DSL)

Se aplicaron un total de 8 concentraciones P4 (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 nM) sobre
la INMDA en 10 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro concentraciones.
Los valores se resumen en la tabla 14, los nimeros en negativo indican un porcentaje de aumento
de la corriente.

Tabla 14. Promedio del efecto de cada concentracion de P4 en el estriado DSL

(sin pretratamiento con BE?)

Concentracion % Reduccion n
(nM) Media + EE

0.1 8.56 4.32 4

0.3 -2.91 8.43 3

1 -8.94 3.02 3

3 -9.44 2.03 3

10 -0.65 5.20 7

30 -5.44 4.93 8

100 4.10 2.66 8

300 -5.53 6.84 4

*Los valores negativos indican una potenciacion en la INMDA
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La media aritmética del efecto de cada concentracion se utilizo para construir la gréfica
25 para evaluar si la respuesta correspondia a una tipo dosis-respuesta, el ajuste no mostré datos
sobre la CEso 0 el EEM (gréafica 25 W).
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Grafica 25. Curvas Dosis-Respuesta del efecto de la P4 sobre la INMDA en las tres areas de estudio sin un
pretratamiento con BE». De cada concentracidn se grafico la media + el error estandar de la media (EEM)

en escala logaritmica. Se muestra claramente que el efecto de la P4 bajo estas condiciones experimentales,
no sigue una dosis dependencia.

S2.2.2 Nucleo Accumbens Core (AchC)

Se aplicaron un total de 8 concentraciones P4 (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 nM) sobre
la INMDA en 9 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro concentraciones.
Los valores se resumen en la tabla 15, los nimeros en negativo indican un porcentaje de aumento
de la corriente.
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Tabla 15. Promedio del efecto de cada concentracion de P4 en el AcbC

(sin pretratamiento con BE?)

Concentracion % Reduccion n
(nM) Media + EE

0.1 5.58 3.51 4
0.3 9.45 1.91 4
1 10.01 10.37 3
3 -0.47 5.49 3
10 4,73 3.27 7
30 1.81 2.26 7
100 8 3.30 7
300 -4.37 4.8 5

*Los valores negativos indican una potenciacion en la INMDA

La media aritmética del efecto de cada concentracion se utilizo para construir la grafica

25 para evaluar si la respuesta correspondia a una tipo dosis-respuesta, el ajuste no mostré datos

sobre la CEso 0 el EEM (gréafica 25 A).

S2.2.3 Nucleo Accumbens Shell (AcbS)
Se aplicaron un total de 8 concentraciones P4 (0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 nM) sobre

la INMDA en 11 neuronas. En cada neurona se administraron de dos a cuatro concentraciones.

Los valores se resumen en latabla 16, los niUmeros en negativo indican un porcentaje de aumento

de la corriente.

Tabla 16. Promedio del efecto de cada concentracion de E2 en el AcbS

(sin pretratamiento con BE?)

Concentracion % Reduccion

(nM) Media + EE

0.1 -1.20 4.63 5

0.3 1.66 4.48 6

1 5.15 2.36 5

3 -0.10 3.39 4

10 3.48 1.42 9

30 -4.24 2.47 9

100 2.72 3.44 8

300 -2.31 4.63 5
*Los valores negativos indican una potenciacion en la INMDA

La media aritmética del efecto de cada concentracién se utilizd para construir la gréfica
25 para evaluar si la respuesta correspondia a una tipo dosis-respuesta, el ajuste no mostré datos
sobre la CEso 0 el EEM (grafica 25 @).
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S2.3 Efecto del pretratamiento con BE: y la subregion estriatal sobre la INMDA
S2.3.1 P4 + pretratamiento con BE>

Para evaluar el efecto de la subregion estriatal y la concentracion sobre el efecto de la
INMDA, se aplic6 una prueba de ANOVA de dos vias. Los resultados nos muestran que la region
cerebral de estudio tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la corriente activada por
NMDA F2.119) = 3.688, p= 0.028, n?p =0.058 con un tamafio de efecto pequefio (Ver grafica 26),
sugiriendo que la respuesta de esta hormona pudiera ser diferente entre las subregiones del
estriado (DSL, AcbC y AcbS). Ademas se encontrd un efecto principal en la concentracion
F7.119) = 34.322, p= 0.0001, n?p =0.669 con un tamario de efecto grande, hecho que nos indica
que la respuesta a la P4 depende de la concentracién de la hormonal probada en nuestras
condiciones experimentales. No se encontrd diferencia significativa en la interaccién

concentracion*region Fu 110= 1.388, p= 0.169, np =0.140.

=S
|

30 H

H
L

N
(¢,
1
Promedio del efecto (%)

DSL AchC

Reduccion INMDA (%)
o S
| 1
H\M\\
SO0
H\—\-—H

AN
L
|

1 / = DSL
5+ ; —a— AcbC

—#— AcbS

0 — r - 1 1 1 "~ 1 1T 1
100 pM 300pM 1nM  3nM 10nM 30nM 100 nM 300 nM

Concentracién de P,

Gréfica 26. Efecto de la concentracién de P4 y las tres subregiones sobre la INMDA. Se graficd el promedio +
EEM de todas las concentraciones probadas (100pM-300nM), cuyo efecto fue de reduccién sobre la INMDA
de una forma dependiente de la dosis. El analisis estadistico muestra una diferencia significativa entre el efecto
de las regiones de estudio. En el inserto se muestra el efecto de la region sobre la INMDA (promedio de los
efectos), se observa que numéricamente la region AcbC tiene un efecto mayor que el AcbS y DSL.
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Debido a que se encontré un efecto principal entre las regiones de estudio, para
determinar entre que areas existe una diferencia estadistica, se realiz6 una post hoc de Tukey,
sin embargo, con esta postprueba no se encontrd diferencia significativa entre las regiones
(Tabla 18). Puesto que en la prueba post hoc no se encontrd diferencia significativa entre las
tres regiones cerebrales y la respuesta a diferentes concentraciones de P4 no difirio
significativamente entre las tres regiones cerebrales (interaccion concentracion*regiéon (p=
0.169)), los datos de cada concentracion fueron considerados en conjunto y se construyo la
grafica 27, y al haber encontrado un efecto principal significativo en la concentracién, se
compararon entre pares de dosis a través de una prueba post hoc de Tukey, con la que se
establecieron las diferencias entre cada uno de los niveles, mostrando que el efecto de reduccién
de la Ps sobre la INMDA incrementd a lo largo del rango de las concentraciones.
Adicionalmente, a estos datos se les aplicé una prueba T de una muestra, los datos indican que
todas las concentraciones son significativamente diferentes de 0 (0 = ausencia de respuesta).

Los datos estadisticos se resumen en la tabla 17.
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Gréfica 27. Efecto de la concentracion de P4 sobre la INMDA en las MSN’s de ratas pretratadas con BE,. Se
grafico el promedio + EEM. Se muestra que todas las concentraciones probadas, reducen la INMDA de una
forma dependiente de la dosis. El analisis estadistico muestra que hay diferencia significativa entre la mayoria
de las concentraciones. Para mayor detalle del analisis, ver tabla 17.
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Tabla 17. Resumen de los resultados de las pruebas de Tukey y T de Student de

una muestra

Concentracion P4 1nM  3nM 10nM | 30nM | 100nM |300nM | T de una
muestra
0.1 nM (n=15) 0.007 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 0.0001 | 0.0001
0.3 nM (n=15) 0.041 0.003 | 0.0001 | 0.0001 0.0001 | 0.0001
1 nM (n=17) 0.0001 | 0.0001 0.0001 | 0.0001
3 nM (n=20) 0.014 0.0001 0.0001 | 0.0001
10 nM (n=20) 0.001 0.0001 | 0.0001
30 nM (n=20) 0.007 0.0001
100 nM (n=19) 0.0001
300 nM (n=17) 0.0001

**4%p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05

Tabla 18. Prueba de Tukey entre regiones

Area DSL AchC AcbS
DSL X 0.220 0.321
AcbhC 0.220 X 0.936
AcbS 0.321 0.936 X

**4p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05

S2.3.2 P4 sin pretratamiento con BE2

Los datos obtenidos del analisis estadistico ANOVA de dos vias, nos muestran que la
region cerebral de estudio tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la corriente
activada por NMDA F.107) = 4.588, p= 0.012, n?p =0.079 con un tamafio de efecto pequefio
(Ver gréfica 28), sugiriendo que la respuesta de esta hormona pudiera ser diferente entre las
subregiones del estriado (DSL, AcbC y AcbS). Ademas se encontrd un efecto principal en la
concentracion Fz107) = 2.308, p= 0.031, n?p =0.131 con un tamafio de efecto mediano, hecho
que nos indica que la respuesta a la P4 depende significativamente de la concentracion de la
hormona probada en nuestras condiciones experimentales. No se encontrd diferencia

significativa en la interaccion concentracion*region Fa,i107= 0.816, p= 0.650, n?p =0.096.
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Gréfica 28. Efecto de la concentracion de P4 y las tres subregiones del estriado sobre la INMDA. Se
grafico el promedio + EEM. Se muestra que las concentraciones probadas claramente no tienen un
efecto dependiente de la dosis, ya que algunas reducen la INMDA mientras que otras la potencian. El
analisis estadistico muestra que hay una pequefia, pero significativa diferencia entre el efecto de las
regiones, en el inserto se muestra el efecto de la region sobre la INMDA (promedio de los efectos), se
observa que numéricamente la region AcbC tiene un efecto mayor que el AcbS y DSL.

Debido a que se encontr6 un efecto principal entre las regiones de estudio, para
determinar entre que areas existe una diferencia estadistica, se realiz6 una post hoc de Tukey,
con la que se encontrd una significancia entre las regiones DSL vs AcbC con una p=0.017 . A
pesar de esto, los datos no arrojan informacién que se pueda contextualizar en el modelo de
conducta sexual usado en este estudio, ademas, la respuesta a diferentes concentraciones de E»
no difirié significativamente entre las tres regiones cerebrales (interaccion concentracién*region
(p= 0. 0.650)), por lo que los datos de cada concentracion fueron considerados en conjunto y se
construyé la grafica 10. También se encontré un efecto principal significativo en la
concentracion, por lo que se compararon entre pares de dosis a través de una prueba post hoc de
Tukey. Sin embargo, este analisis no arroj0 datos significativos para ninguna de las

concentraciones (ver tabla 19). Adicionalmente, a estos datos se les aplicé una prueba T de una
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muestra, los datos indican que solo la concentracion de 100 nM es significativamente diferente

de 0, te2)=2.679, p= 0.014 (0 = ausencia de respuesta).

Sin BE,
25

N
o
|

—
(4]
|

—
o
1

&)
1

o

Efecto sobre la INMDA (%)

SR
. <

T T T T I T T T T T I T I T T !
100 pM 300pM 1nM  3nM 10nM 30nM 100 nM 300 nM

Concentracion de P,

Gréfica 28. Efecto de la P4 sobre la INMDA en las MSN’s de ratas sin un pretratamiento
con BE:. Se grafico el promedio + EEM. Se muestra que la respuesta no es dependiente
de la dosis. El analisis estadistico muestra que no hay diferencia significativa entre las
concentraciones, v solo 100 nM tiene un efecto diferente de 0. Para mavor detalle del

Tabla 19. Resumen de los resultados de las pruebas de Tukey y T de

Student de una muestra

Concentracion | 0.3nM | 1nM |3nM |10nM | 30nM | 100nM | 300nM | T de una
Pa muestra
0.1 nM (n=13) 1 1 0.666 1 0.439 1 0.388 0.156
0.3 nM (n=13) 1 0.800 1 0.620 0.999 0.546 0.328
1 nM (n=11) 0.87 1 0.751 0.998 0.668 0.479
3 nM (n=10) 0.769 1 0.373 1 0.242
10 nM (n=23) 0.499 0.993 0.455 0.186
30 nM (n=24) 0.111 1 0.168
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100 nM (n=23) 0.124 0.014

300 nM (n=14) 0.165
Prueba de Tukey entre regiones

Area DSL AchC AchS

DSL X 0.017 0.481

AcbC 0.017 X 0.179

AcbS 0.481 0.179 X

**%p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05

Derivado de los datos anteriores, se graficaron los efectos de la concentracion sobre la

INMDA (Gréfica 29) con y sin un pretratamiento con el BE,. Podemos observar que todas las

concentraciones probadas cuando el animal recibe un pretratamiento con BE>, son diferentes de

cero (t de una muestra, p=0.0001). Esto no ocurre cuando no hay un pretratamiento, donde la

Unica respuesta significante la encontramos en 100 nM (t de una muestra, p=0.014). El efecto

principal de la concentracion para ambos tratamientos resultd estadisticamente significativo
(Con BE; p=0.0001, Sin BE2 p=0.031) y la diferencia entre los tamafios de efecto (n?p = 0.669

y 1°p = 0.131 respectivamente) es muy grande, es decir, el pretratamiento con BE: incrementd

fuertemente la respuesta de la P4 sobre la INMDA (0.669/0.131=5.10 veces méas 0 510%).
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*7 = ConBE,
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Gréfica 29. Efecto de la P4 sobre la INMDA en las MSN’s de ratas con y sin un pretratamiento con
BE,. Se graficd el promedio + EEM. Se muestra que, cuando hay un pretratamiento, la respuesta es
dependiente de la dosis, sin embargo, sin el BE;, la respuesta de la P4 sobre la INMDA no es diferente
de 0 en la mayoria de las concentraciones. La diferencia entre los tamafios de efecto muestra que el
pretratamiento con BE; facilita la modulacion de la P, sobre la actividad de la corriente glutamatérgica

tipo NMDA
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7) DISCUSION:

A través del uso de la técnica de patch-clamp en configuracion de célula completa,
mostramos que el estradiol (Ez) y la progesterona (P4) tienen un efecto rapido (a los segundos
de aplicacion, asociado a mecanismos no genémicos) de reduccion sobre la corriente activada
por NMDA (INMDA), en neuronas espinosas medianas (MSN’s) agudamente disociadas de las
tres subregiones del estriado disecadas de la rata ovariectomizada (OVX). Este efecto mostro
dosis-dependencia para la mayoria de los grupos, a excepcion del que fue estudiado con P4 sin
pretratamiento con BE. (Graficas 25 y 28). Por otra parte, los resultados no mostraron
diferencias significativas entre la respuesta al E2 0 a la P4 de los MSN’s de las tres distintas
regiones examinadas: el estriado dorsolateral (DSL), y las regiones core (AcbC) y shell (AcbS)
del ndcleo accumbens.

En el presente trabajo, se hizo uso de un modelo animal (rata OV X administrada con una
dosis de BE>) que ha sido ampliamente utilizado para estudiar la neuroendocrinologia de la
conducta sexual femenina, desde principios del siglo XX (Beyer et al., 1988; Barfield & Chen
1977; Rubin & Barfield, 1983; Clark, 1993). Canbnicamente se ha demostrado que un
pretratamiento con BE2 por lo menos 48 horas antes de la aplicacion de E2y Psen las ratas OV X,
es necesario para inducir una maxima expresion de la conducta de estro (Gonzalez-Flores et al.,
2015).

Varios estudios han mostrado que la dosis “priming” de BE> funciona para preparar el
sustrato neuronal de la conducta de estro para responder a el Eoy a la P4. Se sabe que una
funcién central del pretratamiento en este modelo es inducir la expresion de receptores a
progesterona (RP) y al mismo estradiol (RE) en diferentes areas como el hipotalamo, el area
predptica medial, entre otras, asociadas con la reproduccion (Camacho-Arroyo et al., 1994),
permitiendo asi un restablecimiento de los circuitos neurales para la respuesta a estas hormonas
(Gonzalez-Flores et al., 2015). De esta manera, se ha demostrado que la rata OV X pretratada
con BEz, mimetiza neuroendocrinoldgica y conductualmente, a la rata intacta en la fase del
proestro. Al ocupar este modelo en el presente trabajo, hace posible interpretar los resultados

dentro de este contexto neuro-conductual relevante y definido.
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Mediante nuestros resultados, podemos sugerir que este tratamiento también unifica la
respuesta del sistema glutamatérgico, en las MSN’s de la rata. Si bien es cierto que se ha
demostrado que la conducta sexual estd regulada por la actividad de diversas vias de
sefializacidn que involucran a las cinasas, como la proteina cinasa Ay G (PKA, PKG) y la SRC
(Dominguez-Ordofiez, 2017), nuestros resultados plantean la posibilidad de que estas hormonas
estén regulando la actividad de otros receptores, como los dependientes de ligando
(ionotrdpico), como lo hacen con los canales de Ca?* dependientes de voltaje (Mermelstein et
al., 1996; Luoma et al., 2011).

El modelo animal que se utilizd en el presente trabajo nos permite ademas estudiar la
electrofisiologia de los receptores NMDA expresados por los MSN’s. Existe evidencia de que
la OVX no afecta la expresion del receptor glutamatérgico NMDA (NMDAR) en las tres
regiones delimitadas para este estudio, estriado DSL, AcbC y AcbS. Cyr et al., en el 2000 y el
2001 mostraron que la expresion de los NMDAR permanece constante a las 2 semanas y a los
10 meses después de la cirugia OVX en el estriado dorsal y ventral; en contraste con otras
regiones como el hipocampo, donde ha reportado un aumento en el ARNm de las subunidades
del NMDAR, hecho que sugiere un recambio de subunidades del receptor (Adams et al., 2001).
Interesantemente, ambos estudios muestran que un tratamiento subcronico por via subcutanea
(2 semanas) con E2y la Psen la rata OVX, reduce la interaccion del radioligando especifico en
el estriado dorsal y ventral, proponiendo una modulacion directa sobre el NMDAR en las
MSN’s.

Estriado

La mayoria de las investigaciones utilizando el modelo de la rata OV X, se han centrado
en el estudio de las hormonas ovaricas en un contexto de la modulacion de la conducta de
lordosis (conducta receptiva). Aparte de la lordosis, la conducta de estro en la rata también
involucra conductas proceptivas, mismas que han sido menos estudiadas bajo este contexto
(como movimiento rapido de las orejas, carreras cortas, brincos; Willet et al., 2019; Cao et al.,
2018). Las conductas proceptivas son conductas apetitivas, desplegadas por la hembra con el
fin de comunicar al macho su receptividad. El estriado ha cobrado relevancia por ser el uno de

los principales nucleos encargados de la regulacion de las conductas motivadas (como las
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conductas proceptivas) y recientemente se ha considerado como un area sexualmente dimoérfica
cuya actividad se ve regulada por las fluctuaciones hormonales a lo largo del ciclo estral (Yoest
et al., 2018).

Se ha estudiado que estas hormonas aumentan la liberacion de dopamina de una forma
ligada al sexo (DA; Dluzen & Ramirez, 1984; Becker, 1990; Pfaus & Jones, 2015; Mermelstein
& Becker 1995) en el circuito local del estriado, pues esto no se ve replicado en otras areas,
como la corteza prefrontal en modelos in vivo (Shams et al., 2016). Este proceso impacta
directamente sobre algunas conductas como un aumento en la locomocidn, la mejora en la
realizacion de una tarea, la coordinacion de movimientos, entre otras (Becker 1987, 1990;
Krentzel & Meitzen, 2018).

El estriado DSL forma parte del circuito de los ganglios basales y esta implicado en el
establecimiento, regulacion y expresion de comportamientos de habitos, que son patrones
repetitivos y secuenciales; particularmente integra la informacion sensorial y motora en los
procesos para alcanzar un objetivo y es esencial para el control y la coordinacion de los
movimientos (Yoest et al., 2014; Florio, 2020). Por otro lado, el estriado ventral esta
conformado principalmente por el nicleo accumbens, el cual se subdivide en las regiones core
(AcbC) y shell (AcbS), y es un componente central del sistema mesocorticolimbico. Debido al
papel central de las MSN’s en la modulaciéon de la conducta, su rol como integrador de
neurotransmisién glutamatérgica y otras sefiales neurogquimicas, y su expresion de receptores al
E2y P4, el presente estudios se enfoco en caracterizar los efectos modulatorios del E2 y 1a P4
sobre la corriente activada por NMDA.

Aungue nuestros antecedentes sugirieron una diferencia en la respuesta de las MSN’s de
cada subregion, nuestros resultados muestran que la modulacién de la INmMDA por el E2 y 1a Pa,
no difiere significativamente entre el estriado DSL y el ndcleo accumbens; sin embargo,
demuestra una clara modulacion de la neurotransmision glutamatérgica por estas hormonas. A
continuacién, la discusion se presenta primero con respecto al E» y posteriormente con respecto
alaPs
Estradiol

En el presente estudio, se observd una respuesta, dependiente de la dosis e inhibitoria,

de la aplicacion del E» sobre la INMDA cuando el sistema neuronal es reestablecido con un
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pretratamiento con BE> (Grafica 13). Esta respuesta es importante en el contexto del ciclo estral,
debido a que se emplearon concentraciones fisiologicas, que mimetizan las fluctuaciones séricas
de estas hormonas entre dos ovulaciones. Otra observacion importante derivada de este estudio
es que el efecto del E2 sobre la INMDA se produjo a los segundos de aplicacion (respuesta rapida,
no genodmica) y que dicho efecto fue parcialmente lavable, hecho que muestra que la respuesta
fue debida a la presencia del E> en el medio celular.

Se ha demostrado que las ratas OV X expuestas a una administracion subcutanea de Ez,
aumenta los potenciales de accién en el estriado in vivo (Arnauld et al., 1981; Tansey et al.,
1983). Sin embargo, estos estudios no consideran especificamente a las MSN’s, sino también a
las interneuronas medianas no espinosas y a las gigantes colinérgicas. Otros estudios que
especificamente evaluaron la actividad de las MSN’s muestran que el E2 a una concentracion
fisiologicas de 100 pM, regula en milisegundos la actividad de los canales de Ca?* dependientes
de voltaje tipo L, reduciendo la entrada de este ion a la célula, este estudio concluye que la
modulacion es debida a una interaccion del E2 con un receptor membranal (Mermelstein et
al.,1996). Nuestros resultados son consistentes con este estudio pues muestran un efecto ejercido
por el Ezsobre la INMDA después de unos segundos de aplicacion, por lo que podemos especular
que el mecanismo de regulacion es a nivel membranal. Esta hipdtesis también se sustenta en el
hecho del lavado parcial del efecto, puesto que, si el mecanismo fuera mediante interacciones
intracelulares, resultaria dificil observarlo a los segundos de retirar el ligando, en este caso el
Eo.

Existen pocos estudios sobre como el E2 modula a los receptores ionotropicos de
glutamato (iGIuR) en el estriado. Wong y Moss (1994) mediante registros electrofisiologicos de
canal unitario en neuronas disociadas de hipocampo, estudiaron la frecuencia de apertura de los
iGIuR’s NMDA, AMPA y Kainato, al aplicar 100 nM de E2y no observaron cambios en este
parametro ni en la amplitud de la corriente, por lo que concluyen que esta hormona no tiene un
efecto sobre la actividad de los iGIuR’s.

Por otra parte, Weaver (et al., 1997) mostré que la INMDA disminuia en presencia de E>
50 uM, en neuronas cultivadas del hipocampo de embriones de rata; este autor sugiere una
modulacion directamente sobre el NMDAR. La diferencia entre ambos estudios puede ser

atribuida a diversos factores como el sexo del animal de estudio, pues el primero fue realizado
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en machos y el segundo no lo especifica. Otro factor puede ser la concentracion empleada en el
segundo estudio, puesto que no es una concentracion fisioldgica.

Nuestro estudio emplea un rango fisiologico de E> que mimetizan el ciclo estral en la
rata, y encontramos una dosis-dependencia en la reduccion de la respuesta al NMDA en las ratas
pretratadas con BE>, esto también puede deberse a que los estudios mencionados se realizaron
en una region cerebral diferente a la de este estudio. Ademas, es relevante mencionar que, la
respuesta es independiente o no esta influenciada por otros tipos celulares (neuronas o
astorcitos) puesto que nuestro modelo de estudio nos permite mantener aislada a la célula para
su estudio.

Cuando el modelo experimental no recibe el pretratamiento con BE3, la respuesta del E>
sobre la INMDA, muestra un efecto bifasico, donde las concentraciones mas bajas probadas en el
estudio, potenciaron la INMDA, mientras que las més altas redujeron la INMDA (Graficas 11y 15).
Sin embargo, en la grafica 16 se aprecia que la concentracién de 10 pM de E» alcanza una
respuesta similar con y sin el pretratamiento, y podemos hipotetizar que, si aumentamos la
concentracion de E», eventualmente se podria alcanzar el mismo efecto. Este hecho concuerda
con lo reportado en la literatura, donde se muestra que para emular las conductas receptivas (en
ratas sin BE), se requieren tratamientos con concentraciones supra fisiologicas o la
administracion repetida de dosis bajas de E», para alcanzar la expresion de la conducta de
lordosis (Clark 1993; Kauffman, 2018). Estos datos también nos sugieren que el pretratamiento
con BE2 podria estar modulando la sensibilidad de los NMDAR (Weiland, 1992) o la expresion
de algunas subunidades, como en otras regiones cerebrales como el hipocampo (Gazzaley et al.,

1996). Sin embargo, estos procesos en el estriado no han sido estudiados.

Progesterona

El efecto que ejerce la P4 sobre la actividad de las MSN’s ha sido poco estudiado.
Nuestros resultados muestran que un pretratamiento con BE2 aumenta fuertemente el efecto de
la de esta hormona sobre la actividad glutamatérgica tipo NMDA. Se sabe que el
comportamiento proceptivo como el brincoteo y las carreras cortas, aumentan su frecuencia

(eventos por minuto) proporcionalmente al incrementar los niveles de P4 (Tennent et al., 1980).
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También se ha estudiado que la aplicacion de P4 (y también de E>) regula la sensibilidad
de los receptores dopaminérgicos en el estriado, pues 4 horas después de la exposicion a esta
hormona hay una disminucion de la afinidad del ligando [3H]spiroperidol (antagonista) por los
receptores tipo D2, en las ratas pretratadas con BE2, mientras que hay un aumento después de
24 horas de aplicacion (Fernandez-Ruiz et al., 1988). Este hecho podria sugerir la preparacion
del sistema para favorecer la via directa del sistema de GB y asi coordinar las conductas
motivadas observadas en el ciclo estral (Yoest et al., 2018). Ademas, se ha estudiado que la
activacion de los receptores D1 se asocia a un reforzamiento positivo de una conducta mientas
que los D2, se ven involucrados en el condicionamiento aversivo (Soares-Cunha et al., 2016).

Con respecto a la modulacion de la P4 sobre la actividad de las MSN’s hay poca
evidencia, sin embargo, se ha propuesto que el principal efecto que ejerce sobre esta poblacién
neuronal, es a través de la modulacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje mas no por
una relacién con otras poblaciones de receptores. Se ha mostrado que el principal metabolito de
la P4, la alopregnanolona, no tiene un efecto sobre la modulacion de esta corriente de Ca?*
(Luoma et al., 2012).

También, se ha estudiado el efecto de la P4 (50puM) sobre la actividad de los receptores
AMPA y NMDA en MSN’s cultivadas de ratas neonatas (posnatal PO y P1) y se reportd que
dicha hormona no modifica la INMDA, sin embargo, aumenta la IampA (glutamatérgica) en un
30% (Luoma et al., 2011). En contraste, nuestros datos sugieren una modulacion dosis-
dependiente de la P4 sobre la INMDA, con un efecto de reduccion de dicha corriente en todas las
concentraciones probadas en las ratas que recibieron un pretratamiento con BE> y sin ningun
efecto en casi todas las concentraciones probadas en ratas sin la aplicacion de BE». Una de las
principales diferencias con este trabajo, es la edad de los animales de estudio, nuestros sujetos
experimentales fueron ratas hembras adultas, donde la expresion de las subunidades del
NMDAR (GIuNR1, GIUNR2A-D) llegan a su méaxima expresion. En edades P0-P10, la
subunidad GIUNR2A incrementa moderadamente, mientras que llega a su maxima expresion a
las 3 semanas de edad; Asi mismo, GIUNR2B alcanza su maxima expresion a los 21 dias de
edad, mientras que en edades P0-P10, es baja o moderada en el estriado (Monyer et al., 1994;
Wenzel et al., 1997). También existen estudios que, mediante herramientas de acoplamiento

molecular, muestran que la P4 puede unirse fuertemente a la interfase formada entre las
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subunidades GIuNRL1 - GIuNR2A y B, principales isoformas presentes en el estriado (Tameh et
al., 2018) y si durante el desarrollo existe un cambio de expresion de estas subunidades, podria
ser una variable bioldgica que incida sobre la respuesta de esta hormona en la actividad del
NMDAR. Estos resultados de acoplamiento molecular coinciden con los que realizamos en
labor conjunta con el laboratorio de sintesis y quimica organica (BUAP) a cargo del Dr. Jesus
Sandoval (datos no mostrados), donde obtuvimos que tanto el E> como la P4, pueden unirse
fuertemente en la subunidad GIuN2 del NMDAR.

Por otra parte, nuestros resultados demuestran que el pretratamiento con BE2 incrementa
fuertemente la respuesta de la P4 sobre la INMDA (510% mas). Esta observacion es consistente
con lo reportado con la literatura, donde un previo tratamiento con BE. seguido de la
administracion de P4, maximiza las conductas de proestro-estro, por lo que se enfatiza que, la
proceptividad es facilitada por la P4 y no por el E>. Ademas, la P4administrada en ausencia de
un pretratamiento, se sabe que no estimula la conducta sexual en la rata (Clark, 1993), hecho
que podemos observar en la gréfica 28, en donde el analisis estadistico muestra que la mayoria
de las concentraciones empleadas en este estudio, no son significativamente diferentes de 0.

En conjunto estos datos muestran una menor excitabilidad en las MSN's del estriado
dorsal y ventral. En la region DSL, esto implicaria una menor inhibicién del circuito local, hecho
que facilitaria la liberacion por volumen de dopamina en esta region, esto a su vez incidiria sobre
la via indirecta de los ganglios basales, asociados a una inhibicion del movimiento por la
actividad de los receptores dopaminérgicos de la familia D2. Sin embargo, Fernandez-Ruiz (et
al., 1988) propone que los receptores a DA oscilan en su expresion durante todo el ciclo estral.
Utilizando como radioligando al [3H]spiroperidol (antagonista dopaminérgico de la familia D2),
demostr6 que después de 4 horas de exposicion a E» via subcutanea, hay un decremento en la
expresion del receptor, mientras que 24 horas después se alcanza la expresién maxima. Yoest
(et al., 2019) reporta que en la transicion del proestro-estro, la densidad de expresion de
receptores D2 estd disminuida, alcanzando su méxima expresion al finalizar la fase de estro.
Este fendmeno podria esta asociado al efecto temporal de las hormonas sobre las MSN’s,
mismas que podrian estar relacionadas con la conducta sexual de la rata, pues en la fase de
proestro-estro hay un incremento de las conductas exploratorias y motoras, marcando un

aumento en la receptividad sexual.
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Proafio (et al., 2020) muestra que la actividad de las MSN’s del nicleo accumbens, en
el estro esta disminuida. Tras estudiar los potenciales sinapticos excitadores evocados en esta
poblacion neuronal en presencia de E2 y P4, determino que la amplitud de estos estimulos son
menores comparados con las otras fases del ciclo estral. Al mismo tiempo encontré que la
rheobase (pardmetro electrofisioldgico que estima la cantidad de corriente minima para alcanzar
el umbral) se correlaciona positivamente con la concentracion de Ez y P4 circulante, por lo tanto,
dichas hormonas reducen la excitabilidad intrinseca de las MSN’s. Esto concuerda con nuestros
resultados, pues uno de los principales receptores asociados al componente tardio de los
potenciales sinpticos excitadores es precisamente el NMDAR, nuestros resultados muestran

una disminucion en la actividad de este receptor asociado a la presencia de estas hormonas.

La reduccion de la actividad de las MSN’s ha sido estudiado dentro de un contexto de
estimulo-recompensa asociado a la comida. Baumgartner (et al., 2020) demostraron que los
antagonistas glutamatérgicos en el accumbens aumentan la conducta motivacional. Mediante el
uso de ratas transgénicas, a las cuales se les indujo la expresion de un canal inespecifico de
iones, tipo rodopsina sensible a un laser azul, se observo que en presencia de un antagonista
glutamatérgico (DNQX, mediante una canula dirigida al accumbens), el consumo de alimento
en los animales incrementd alrededor del 300%, comparado con las ratas que recibieron solucion
salina. Bajo estas mismas condiciones experimentales, se estimulo la apertura del canal tipo
rodopsina al aplicar el haz luminoso, permitiendo reestablecer la actividad de las MSN’s (por
entrada de sodio y calcio) y previniendo el efecto de antagonista. Este estudio podria dar un
indicio sobre como la inhibicion local en el circuito del accumbens es necesaria para la expresion
de conductas motivadas, hecho que concuerda con los datos obtenidos en este trabajo, pues se
obtuvo claramente una reduccién de la actividad de las MSN’s mediante la disminucién de la

INMDA.
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. CONCLUSIONES:

El E2 y la P4 tienen un efecto modulador sobre la corriente de NMDA a
concentraciones fisioldgicas, similares a las del ciclo estral.

El E> y la P4 reducen en accion de segundos la corriente activada por NMDA,
sugiriendo la interaccion con un receptor membranal en las neuronas espinosas
medianas de las tres subregiones del estriado.

El efecto de reduccion de la corriente de NMDA no es dependiente, ni de otros
cuerpos celulares, ni de otras moléculas de sefializacion.

La reduccion de la corriente de NMDA presenté una dosis-dependencia en la
mayoria de los grupos experimentales, a excepcion del grupo no pretratado con BE>
+ Py

La modulacion de la corriente de NMDA no difiere significativamente entre las tres

subregiones del estriado.
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