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RESUMEN

El acido kainico (KA) es un agonista glutamatérgico usado ampliamente en estudios de
neurodegeneracion por inducir dafo excitotoxico en el cerebro de roedores. Estudios de
nuestro grupo han demostrado que durante la lactancia, periodo en el que la prolactina
(PRL) tiene una amplia participacion, el hipocampo de la rata hembra es menos sensible
al efecto deletéreo causado por la administracion KA. La administracion de PRL de
manera cronica y previamente al KA disminuye el dafo de este agente en el hipocampo.
En este trabajo, investigamos si la PRL puede tener efecto neuroprotector en el
hipocampo dorsal cuando su administracion es subsecuente a la del KA. Ratas hembra
ovariectomizadas (OVX) recibieron por via intracerebro-ventricular (ICV) 100 ng de KA o
1 ul de solucion salina 0.9%. A continuacion se les administré prolactina (103.3 ug / dia /
7 dias) o vehiculo mediante una mini-bomba osmotica subcutanea y para determinar la
tasa neurogénica, se administréo BrdU (5-bromo-2-desoxiuridina; 100 mg / dia / 7 dias,
IP). Por medio de la deteccion de inmunofluorescencia de NeuN se determind la cantidad
de neuronas presentes en las areas CA1, CA3 y CA4 del hipocampo dorsal alos 7 y 30
dias post administracién de KA. Se encontré que la administracién de PRL tiene un efecto
neuroprotector en el area CA1 ya que los sujetos que solo recibieron el KA presentan
una pérdida neuronal significativamente mayor. En el area CA3 y CA4 la PRL no confiere
proteccion ya que la pérdida neuronal es similar al grupo administrado con vehiculo. El
KA indujo un aumento en la sefial inmunopositiva a GFAP en las areas CA1, CA3 y CA4
del hipocampo, a los 7 y 30 dias post lesion, indicando la existencia de un proceso
inflamatorio en dicha area. En contraste, el tratamiento con PRL redujo la sefial GFAP
positiva unicamente en el area CA1. Ademas encontramos que la PRL evita el deterioro
cognitivo causado por el KA, evaluado mediante la prueba de reconocimiento de objetos
novedosos (NOR) evaluado uno y 30 dias después de la administracion de KA.
Finalmente, no encontramos modificaciones en la tasa de neurogénesis en los sujetos
administrados con PRL, evaluada a través de inmunofluorescencia doble positiva para
DCX-BrdU y NeuN-BrdU, 7 y 30 dias post lesion respectivamente . Estos datos muestran

que la PRL confiere neuroproteccién de manera diferencial en areas del hipocampo



cuando se administra después del dafo excitotoxico, lo cual se relaciona con un mejor

desempefio cognitivo de los sujetos tratados.

ABSTRACT

Kainic acid (KA) is a glutamate agonist widely used in experimental neurodegeneration
studies because it induces excitotoxic damage in the rodent brain. Studies from our group
have shown that during lactation, when plasmatic prolactin (PRL) level are high, the
female rat hippocampus is less sensitive to the deleterious effect caused by the KA
administration. Chronic PRL administered before KA-induced damage, attenuates the
neuronal death in the hippocampus. In this work, we investigated if PRL has a
neuroprotective effect in the dorsal hippocampus when its administration follows the
lesion. For this purpose, ovariectomized female rats (OVX) were administered
intracerebroventricularly (ICV) with 100ng of KA or 1 pl of 0.9% saline, and received
subcutaneous PRL (103.3 pg / day / 7 days) or vehicle delivered via osmotic minipump.
To determine the neurogenic rate, rats were injected during 7 days with BrdU (5-bromo-
2-desoxyuridine; 100mg / day / 7 days, IP). By immunodetection of NeuN, we determined
the neuronal density in CA1, CA3 and CA4 hippocampal areas at 7 and 30 days post-
administration of KA. Neuronal loss was significantly lower in the CA1 area of PRL-treated
rats compared with the untreated group indicating that PRL administration has a
neuroprotective effect. On CA3 and CA4 areas, PRL did not provide protection because
the neuronal loss was similar to the untreated group. The KA lesion increased the GFAP-
positive signal in all hippocampal areas in all KA-treated groups, as measured at 7 and
30 days after the damage, indicating the existence of an inflammatory process. PRL just
decreases GFAP signal in CA1. The cognitive deficit induced by KA, evaluated by the
novel object recognition test (NOR), was prevented by PRL administration. Finally, using
immunodetection for DCX-BrdU and NeuN-BrdU, no modifications in the neurogenesis
rate in the subjects administered with PRL were observed. These results show that when
PRL is aministered after excitotoxic damage, it confers differential neuroprotection in the
hippocampal areas, which relates to a better cognitive performance in the KA-PRL-treated

subjects.
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1. INTRODUCCION

El fendmeno de excitotoxicidad es un proceso patoldgico que causa lesion o muerte de
neuronas debido a una sobre-activacion de los receptores del neurotransmisor excitatorio
glutamato, tales como el receptor NMDA y AMPA. Este es un proceso altamente
involucrado en eventos deletéreos del sistema nervioso central y ocurre en diversas
condiciones fisiopatologicas tales como enfermedades neurodegenerativas,

traumatismos craneoencefalicos, entre otros (Albensi, 2001).

El hipocampo, es una estructura cerebral involucrada en procesos cognitivos de alto
orden como aprendizaje y memoria, es extremadamente sensible a la excitotoxicidad
debido a la gran densidad de receptores a glutamato, el principal neurotransmisor
excitador del sistema nervioso. En concentraciones normales, el glutamato esta asociado
con procesos benéficos como la plasticidad sinaptica. Sin embargo, cuando su
concentracion en la sinapsis se ve aumentada excesivamente, éste genera una entrada
excesiva del ion calcio a la neurona lo cual genera la activacion de diversas enzimas
como proteasas, lipasas y nucleasas las cuales eventualmente llevan a las células a
muerte apoptotica o necrotica (Faherty, Xanthoudakis y Smeyne, 1999; Wang y

colaboradores, 2005).

Actualmente se sabe que existen sustancias que pueden tener un efecto neuroprotector
en el hipocampo, es decir tienen la capacidad de mantener la integridad anatomica-
funcional del sistema frente a un insulto. Entre dichas sustancias se encuentran factores
troéficos como el factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), hormonas gonadales
como progesterona, hormonas peptidicas como la hormona del crecimiento (GH) y la
prolactina (PRL), entre otros elementos (Redolat y Carrasco, 2007; Tejadilla, Cerbdn y
Morales, 2010).

En nuestro laboratorio, se ha demostrado que durante la lactancia, el hipocampo de las
ratas lactantes presenta neuroproteccién, ya que cuando se le somete a un dafio

excitotéxico dado por el agonista glutamatérgico acido kainico (KA, por sus siglas en




ingles), la pérdida neuronal es menor que el de ratas no lactantes. Ademas, estudios
posteriores demostraron que la administracion de PRL, la cual es una hormona cuya
concentracion plasmatica esta incrementada en la lactancia, puede generar un efecto
protector de magnitud similar al de la lactancia cuando esta hormona se administra antes
de someter al sujeto al dafio excitotdxico por KA, la PRL es independiente de la presencia

de hormonas gonadales (Tejadilla, Cerbon y Morales, 2010).

Considerando lo anterior y sabiendo que el fendmeno de neuroproteccion se refiere a
evitar la pérdida neuronal causada por un determinado insulto, en este trabajo
determinamos si la PRL administrada después de inducir la lesion con KA puede tener
un efecto neuroprotector similar al visto cuando ésta se administra de forma previa.
Ademas, se evaluo si esta neuroproteccion se relaciona con una disminucién del déficit
cognitivo que se presenta por la administracion de KA, determinado mediante la prueba
de reconocimiento de objetos novedosos, la cual es dependiente de la integridad del

hipocampo.

2. EXCITOTOXICIDAD

La excitacion neuronal en el sistema nervioso central generalmente involucra a
receptores glutamatérgicos de tipo ionotrépico clasificados en NMDA y AMPA/kainato
(Cardinali, 2007). Ambos participan en diferentes eventos en el sistema nervioso como
fendmenos de plasticidad sinaptica. Sin embargo, la activacién exacerbada de estos
receptores puede llevar a un evento denominado excitotoxicidad, que se refiere a un
proceso patoldgico que causa lesidon o muerte de neuronas debido a una sobre-activacion
de los receptores del neurotransmisor excitatorio glutamato, el cual esta implicado en la
pérdida neuronal vista en diferentes estados fisiopatoldgicos como la epilepsia, lesiones

causadas por el traumatismo craneo-encefalico y la hipoxia-isquemia (Albensi, 2001).

En la actualidad se cuenta con una gran cantidad de sustancias que pueden inducir
excitotdxicidad al interactuar con los receptores ionotrépicos del glutamato, entre ellos se

encuentran el NMDA (N-metil-D-aspartato) (Zhou , Hollern y colaboradores, 2013), &cido




domoico (Chandrasekaran, Ponnambalam y Kaur, 2004; Pérez-Gémez y Tasker, 2012),
acido kainico (Zheng, Zhang y colaboradores, 2011), entre otros. En nuestro laboratorio,
se ha tomado ventaja del modelo de lesion por KA para investigar cambios en la
sensibilidad al dafo debido a un estado reproductivo especial como la lactancia y
acciones protectoras por la accion de hormonas como la prolactina en el hipocampo de

ratas hembra.
2.1. EXCITOTOXICIDAD POR ACIDO KAINICO (KA)

El KA (Figura 1), es una sustancia aislada de la alga roja Digenea simplex, que crece en
zonas subtropicales. Inicialmente fue utilizado como un antihelmintico y estudios
posteriores revelaron que esta sustancia es un analogo del glutamato. El KA posee una
afinidad 30 veces mayor al glutamato por el receptor AMPA/kainato (Bleakman y Lodge,
1998). Actualmente el KA se utiliza en estudios sobre neurodegeneracion debido a la
distribucion anatomica de sus receptores asi como por su capacidad de inducir muerte

neuronal por excitotoxicidad.
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(0] Figura 1. Molécula del &cido kainico y
HO OH K‘XH,OH el acido glutamico. Se muestra la gran

NH; N similitud del KA (cuadro negro) con el

glutédmico o glutamato.
Acido Glutamica Acido Kainico

En el cerebro de los roedores, la mayor densidad de receptores tipo kainato (KARs, por
sus siglas en inglés) se encuentra en la corteza, la amigdala y principalmente en el
hipocampo (Botana, 2000). En este ultimo, es el area CA3 la que presenta mayor
concentracion de estos receptores seguida del giro dentado y el area CA1, con una menor
densidad. Esta distribucidn se ha observado en el cerebro de ratas macho y hembra

(Palomero-Gallagher, Bidmon y Zilles, 2003).




La union del KA con su receptor desencadena una larga cascada de sefalizacion
intracelular. Esta estimulacion resulta en el incremento del calcio intracelular a niveles
que superan los mecanismos homeostaticos de la célula. Dicha cascada involucra la
activacion de diversas enzimas y substancias nocivas para la neurona como especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno, que finalmente llevaran a ésta a morir por apoptosis o

necrosis.

2.1.1. MECANISMO DE ACCION DEL ACIDO KAINICO

La interaccion ligando-receptor del KA con el receptor AMPA/Kainato desencadena una
gran cantidad de eventos al interior de la célula iniciadas por el rapido incremento de
calcio intracelular (Figura 2). Dicho aumento en la concentracion de calcio esta mediado
por diferentes factores: 1) La entrada de sodio por la activacion del receptor
AMPA/Kainato lo cual mantiene despolarizada la neurona. 2) La activacion del receptor
NMDA, el cual es permeable al ion calcio, debido a una liberacion de glutamato por la
accion del KA en la pre-sinapsis 3) La activacion de canales de calcio dependientes de
voltaje, los cuales permiten el ingreso a la neurona de mas calcio. El incremento en el
calcio intracelular, lleva a la activacion de enzimas dependientes de calcio (proteasas,
fosfolipasas, lipasas y nucleasas). La activacion de estas enzimas puede danar
directamente a la membrana mitocondrial e inducir la formacién de sustancias reactivas
de oxigeno (ROS) o sustancias reactivas de nitréogeno (RNS) (Arundine y Tymianski,
2003). La acumulacién de estas substancias puede colapsar la funcién mitocondrial al
danar su estructura. El dafio mitocondrial trae como consecuencia un deterioro
energético, asi como la liberacion del citocromo C por el dafo causado a la membrana
mitocondrial. El citocromo C se enlaza con la Apaf-1 y la caspasa 9, lo que da lugar a la
formacion del complejo apoptosoma que a su vez activa la via de la caspasa 3 (Faherty,
Xanthoudakis, y Smeyne, 1999). La activacion de esta via lleva finalmente a la
fragmentaciéon del DNA y a la muerte celular por apoptosis. Por otra parte, la generacion
de ROS y RNS induce dafios sobre el DNA, las proteinas del citoesqueleto y los lipidos,

lo que trae como consecuencia el dano irreversible en la membrana celular por la




peroxidacién de lipidos y la muerte celular por necrosis (Wang, Yu y colaboradores,
2005).

Peroxidacion de lipidos de Membrana NECROSIS
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Figura 2.-Mecanismo de accién del acido kainico. Descripcion en el texto. Abreviaturas: KA: acido

kainico, ROS: sustancias reactivas de oxigeno, RNS: sustancias reactivas de nitrégeno.

Considerando entonces que el KA induce muerte neuronal la cual puede presentarse solo
en sitios determinados del cerebro, en el presente trabajo utilizamos dicho modelo para
evaluar el efecto neuroprotector de la prolactina en el hipocampo, la cual es una
estructura cerebral altamente sensible a dicho agonista debido a la gran densidad de

KARs que presenta.

2.2. NEUROPROTECCION

El término neuroproteccion se define como el conjunto de procesos que resultan en evitar
la pérdida neuronal frente a un determinado insulto, por ejemplo: disminucién del estado

inflamatorio, inhibicion de la apoptosis, reduccion del estrés oxidativo, etc. (Majid, 2014).

Actualmente se conoce una gran cantidad de sustancias que pueden jugar un papel
neuroprotector del cerebro, entre ellas estan factores neurotroficos como el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), factor de crecimiento tipo insulinico (IGF-1),
factor de crecimiento nervioso (NGF), entre otros; asi como enzimas antioxidantes como

la superéxido dismutasa y reductasa; las hormonas como los estrégenos, la




progesterona, la testosterona, la hormona del crecimiento (GH), las hormonas tiroideas,

y la prolactina (Redolat y Carrasco, 2007).

Algunas de las moléculas mencionadas en el parrafo anterior han probado tener efecto
neuroprotector cuando el sujeto de investigacion es sometido a un dafio excitotdxico
causado por la administracion de acido kainico. Por ejemplo, el tratamiento con
progesterona previamente a la inducciéon del dafo ha demostrado atenuar el déficit
cognitivo, causado por la administracion de KA, evaluado en una tarea espacial
dependiente del hipocampo (Frye y Walf, 2010), y en particular, se ha documentado que
la administracién a dosis supra-fisiolégicas de prolactina disminuye el dafio por KA en el
hipocampo de ratas hembra (Tejadilla y colaboradores., 2010; Morales y colaboradores,
2014).

2.2.1. HIPOCAMPO

El hipocampo es una estructura cerebral implicada principalmente en funciones como el
aprendizaje asociativo, memoria espacial y contextual, control de la atencion y
modulacién de la respuesta al estrés (Andersen y colaboradores, 2007). Esta estructura
se compone principalmente dos tipos de neuronas, las piramidales que forman la
citoarquitectura del area CA1, CA3 y CA4; y las granulares que forman al giro dentado
(figura 3). La formacion del hipocampo esta compuesta por tres capas fundamentales, la

polimérfica, la piramidal y la molecular (Bustamante, 2007).

La conectividad aferente (via extrinseca) al hipocampo esta dada principalmente por los
axones provenientes de la corteza entorrinal (via perforante). Estos conectan con el giro
dentado, que a su vez se conecta con el area CA3 a través de las fibras musgosas.
Finalmente, las neuronas de CA3 envian proyecciones hacia el area CA1 denominadas
las colaterales de Schaffer, dando como resultado un circuito tri-sinaptico (Teyler &
Discenna, 1984). En general, la mayor parte de las sinapsis del circuito del hipocampo
son de caracter glutamatérgico y son moduladas principalmente por una gran variedad

de interneuronas (Chamberland y Topolnik, 2012).




Figura 3.- Microfotografia de un
corte transversal del hipocampo que
muestra las principales regiones.
CA= Cuerno de Amonis (CA1, CA3
y CA4). DG: Giro dentado.

Esta estructura cerebral ha sido ampliamente estudiada por diversas razones, entre las
mas relevantes se encuentra el hecho de que en el area subgranular del giro dentado se
ha observado neurogénesis en la edad adulta (Kuhn, Dickinson-Anson y Gage, 1996;
Eriksson y colaboradores, 1998), la cual puede ser clave en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas. Ademas, esta estructura se ha relacionado con
procesos de aprendizaje y memoria (Broadbent, Squire y Clark, 2004), por lo que se han
podido hacer correlaciones entre la funcionalidad y la modificacion del circuito por
diferentes agentes fisicos como el entrenamiento y el ejercicio, factores quimicos como

las hormonas, o por algun evento deletéreo para el hipocampo.

Por otra parte, en nuestro laboratorio hemos evaluado el efecto neuroprotector conferido
por la lactancia y por hormonas como la prolactina en el hipocampo de la rata, utilizando
el modelo de excitotoxicidad neuronal causada por el acido kainico, ya que por la alta
densidad de receptores kainato en esta estructura, es relativamente sencillo causar un

dano de esta naturaleza.

2.3. EXCITOTOXICIDAD Y LACTANCIA

La lactancia es un estado reproductivo en el que existe una gran variedad de cambios
fisiolégicos en la madre, que son necesarios para garantizar su supervivencia asi como
la de sus crias. Algunas de estas modificaciones incluyen alteraciones en los niveles de
hormonas esteroides como estrogenos y progesterona, asi como de hormonas peptidicas

como prolactina y oxitocina (Lauwers y Swisher, 2011).




En estudios realizados por nuestro grupo, se demostré que en ratas lactantes existe un
estado de proteccién en el hipocampo ante la pérdida neuronal causada por el KA a las
dosis de 7.5 y 5.0 mg/Kg, comparado con ratas virgenes (Vanoye-Carlo, Morales y
colaboradores, 2008). En dicho trabajo se observé que la disminucion significativa en la
densidad celular en areas CA1, CA3 y CA4 del hipocampo inducida por KA no se presenté
en ratas lactantes a diferencia de las ratas virgenes quienes fueron muy susceptibles al

dafio excitotoxico y mostraron una pérdida neuronal de alrededor del 50 % con respecto
de su control no dafnado (Figura 4).
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Figura 4.- Densidad celular en el hipocampo de ratas lactantes y ratas virgenes en fase de diestro
después de dano excitotdxico por kainato a dos concentraciones (5.0 y 7.5mg/Kg). (Modificado de
Vanoye-Carlo, 2008).

Ademas de lo anterior, los autores observaron una menor activacion de caspasa 3 y un
menor grado de neurodegeneracion, evaluado por la técnica de fluoro-jade C, en ratas
lactantes comparado con ratas virgenes. Con ello se demostré que existe una menor

sensibilidad ante el dafio celular (por apoptosis y necrosis) inducido por KA en el cerebro
de la rata lactante.

De forma complementaria, un estudio posterior demostré que el dafo progresivo causado
por el KA no se presentd en el hipocampo de la rata lactante al analizarlo a las 72 h post-
lesion (Figura 5), lo cual indicé que la lactancia no esta retrasando el dafo causado por
KA sino que de hecho lo disminuye (Cabrera y colaboradores, 2009).

Con lo anterior, se hace evidente que las ratas lactantes poseen un estado de
neuroproteccion contra el dano causado por el KA, el cual puede deberse a la accion de

hormonas gonadales como estrégenos y progesterona o peptidicas como oxitocina y
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prolactina, todas ellas encontradas en altas concentraciones durante este periodo. Dado
que el objetivo de esta tesis es determinar la accidn protectora de la prolactina,

revisaremos brevemente informacion sobre esta hormona.

Virgen: D Vehiculo . KA (100 ng) Lactante: % Vehiculo . KA (100 ng)
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Figura 5.- Densidad de Fluoro-Jade C en diferentes areas del hipocampo (CA1, CA3 y CA4) de ratas

virgenes y lactantes. La administracion de KA, induce una menor densidad de Fluoro Jade-C en ratas

CA3 CA4

lactantes comparado con ratas virgenes en ambos tiempos medidos (24 y 72 hr). (Modificado de:
Cabrera, 2009).

2.4. EXCITOTOXICIDAD Y PROLACTINA

2.4.1. PROLACTINA

La prolactina (PRL), también conocida como hormona lactogénica es una hormona
peptidica de entre 197 y 199 aminoacidos dependiendo de la especie. Es una molécula
que se le ha relacionado principalmente con la lactancia y con funciones de caracter

reproductivo, si bien se le han descrito mas de 300 acciones diversas.

Desde que Stricker y Grueter en los afios 20’s del siglo pasado demostraron que extractos
de hipdfisis bovina podian inducir el fendbmeno de lactacion en conejos (Stricker y Grueter,
1928), la investigacidon relacionada con las acciones de la PRL ha sido amplia en

diferentes areas de la investigacion como conducta, metabolismo, respuesta inmune,
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osmoregulacion, desarrollo y crecimiento, entre otras (Bole-Feysot, 1998; Freeman y
colaboradores, 2000). De hecho, se ha reportado que esta hormona puede desempefar
mas de 300 funciones en diferentes organismos, lo que significaria una mayor cantidad
comparada con todas las hormonas hipofisarias juntas. Esto se asocia con la casi ubicua

localizacion de sus receptores (Bole-Feysot, 1998).

La sintesis de prolactina se da mayoritariamente en la adenohipdfisis por las células
denominadas lactotropos. Sin embargo, se ha encontrado que ademas se puede
sintetizar en otros tejidos como en la placenta, glandula mamaria, el timo, huesos, entre
otros (Freeman y colaboradores, 2000). Ademas existe evidencia acerca de la sintesis
de prolactina en el sistema nervioso central como en el hipotalamo, amigdala, hipocampo,
entre otras regiones; lo cual genera la posibilidad de que la prolactina sintetizada a nivel
central pueda tener acciones a nivel local. Por otra parte, se ha encontrado que la PRL
sintetizada a nivel periférico puede acceder al SNC mediante un transportador
encontrado en el plexo coroideo que es capaz de transportarla de la sangre al fluido
cerebro espinal y por lo tanto generar diferentes efectos (Walsh, Posner Barry y Patel ,
1984; Walsh, Slaby y Posner, 1987; Grattan, 2001).

En cuanto al receptor de prolactina (RPRL), es una proteina transmembranal de alta
afinidad perteneciente a la familia de receptores a citoquinas clase |, el cual comparte
gran similitud con el receptor de la hormona del crecimiento (RGH) (Yen, Jaffe, y Barbieri,
2001). Existen varias isoformas del receptor denominadas segun la longitud vy
composicion del residuo citoplasmatico que pueden formar el receptor largo, intermedio
y corto. En el humano se sabe que existen 3 isoformas de RPRL, una larga y dos cortas
mientras que en la rata existen las tres isoformas del RPRL. En cuanto a la via de
senalizacion intracelular desencadenada por el complejo hormona/receptor se incluye a
la via de las JAK-STAT (Sefiales transductoras y activadoras de transcripcion), la de las
MAP cinasas (Proteinas cinasas activadas por mitégeno); y la via de las AKT (Proteinas
serina / treonina cinasas) (Pfaff, 2002). Cada una de ellas esta asociada con diferentes

efectos como proliferacion, supervivencia y diferenciacion, entre otros (Figura 6).
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Como se menciono anteriormente, se han descrito mas de 300 funciones de la PRL en
distintos tejidos de organismos diversos. Algunas de estas acciones se han descrito en
el cerebro, por ejemplo se le ha relacionado con la regulacion de respuestas al estrés

(Torner y Neumann, 2002), y la estimulacién de la neurogénesis (Shingo T., 2003), entre

otras.

Diferenciacion Proliferacidn Supervivencia

Figura 6.- Vias de sefializacion de la Prolactina. PRL: Prolactina. Modificado de Pfaff, 2002.

También, la PRL tiene varias acciones relacionadas con la reproduccién como la
induccion de la conducta maternal (Bridges, Numan y colaboradores, 1990) y como ya se
menciond, se ha encontrado que el tratamiento previo con la PRL protege al hipocampo

de ratas hembras al disminuir el dano inducido por KA (Tejadila y colaboradores., 2010).

2.4.2. PROLACTINA Y ACIDO KAINICO

Como se menciond antes, durante la lactancia se encuentran incrementados los niveles
de varias hormonas, entre ellas la PRL la cual esta relacionada con la sintesis de leche
por la glandula mamaria. Dado que esta hormona puede estar implicada en la
neuroproteccion observada durante la lactancia, nuestro grupo ha investigado el efecto
de esta hormona en el modelo experimental de dafo por KA. Tejadilla y colaboradores
en 2010, encontraron que la administracion de prolactina en ratas ovariectomizadas
disminuye la pérdida de neuronas en areas CA1, CA3 y CA4 del hipocampo cuando se
administra antes de someter a los sujetos de experimentacion a un dano excitotoxico por

KA (Figura 7). Ademas, de forma similar los trabajos en ratas lactantes, la administracién
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de PRL disminuye la muerte neuronal, evaluada por la técnica de fluoro-jade C (Tejadilla,
Cerbon y Morales, 2010).

Dichos resultados aportan clara evidencia sobre el papel neuroprotector de la prolactina
en el hipocampo, el cual es independiente de las hormonas gonadales que han probado

tener efectos similares en el hipocampo sometido a dafo, como se expuso anteriormente.

Treatment:
7.5 maka KA Lp. (48 k)
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Figura 7.- Administracion cronica de PRL disminuye la pérdida neuronal causada por la administracion de
KA comparado con la administracion del vehiculo (Sol. Salina 0.9%) en ratas ovariectomizadas. (Tomado
de: Morales, 2011).

Por otra parte, como se menciond anteriormente, el término neuroproteccion se refiere a
evitar la muerte neuronal frente a una lesién. Por ello, se puede decir que en efecto, la
PRL confiere neuroproteccion al hipocampo de la rata. La forma en que dicha hormona
puede llevar a cabo este efecto protector involucra una gran variedad de procesos
posibles, entre ellos estan los cambios en la neurotransmision, efectos antiapoptéticos o
antinecroticos, la regulacién en la expresion de factores tréficos, la modificacion de la
respuesta glial, entre otros. Ademas de su papel protector, la PRL se ha relacionado con
el proceso de neurogénesis (Torner y colaboradores, 2009), el cual ha sido implicado en

procesos de recuperacion de funciones cognitivas (Kleindienst, 2005), entre otras.
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2.4.3. PROLACTINA Y NEUROGENESIS

La neurogénesis se define como el proceso de generacién de neuronas funcionales a
partir de precursores neurales. Es un proceso muy abundante en la etapa embrionaria y
en el caso de la etapa adulta, se restringe a dos lugares unicos: La zona subventricular
(SVZ, por sus siglas en inglés) del ventriculo lateral y en la zona subgranular (SGZ, por
sus siglas en inglés) del giro dentado del hipocampo ( (Kuhn, Dickinson-Anson, y Gage,
1996; Eriksson y colaboradores, 1998; ver revision: Konefal, Ellior y Crespi, 2013). El
proceso neurogénico involucra proliferacion de precursores neurales, la especificacion
del destino neural, la maduracion neuronal, el establecimiento del blanco e integracion

de las neuronas recién nacidas en la red neuronal existente (Ming y Song, 2005).

En algunos trabajos experimentales, se ha observado que la administracién de prolactina
puede modificar la tasa de neurogénesis en el hipocampo. Por ejemplo, en un trabajo
realizado por Bartlett y colaboradores en 2012 se reporté que la administracion de PRL
en cultivos in vitro generd un incremento en el numero de neuroesferas obtenidas a partir
del giro dentado del hipocampo de ratones. Por otra parte, el cultivo de neuroesferas
obtenidas de ratones knock out de PRL fue menor comparado con ratones control que
producian normalmente prolactina, indicando que la PRL tiene un papel en la generacién
de precursores neurales. Sin embargo, al contabilizar el nUmero de precursores neurales
en el hipocampo, no encontraron diferencias entre los ratones knock out y los que
sintetizan PRL. Lo anterior puede decirnos que el evento neurogénico es dependiente de
diversos factores, en el cual la prolactina posiblemente no juega un papel primordial para
que se genere dicho proceso. Ademas, en dicho trabajo se demostr6 que en ratones
carentes de PRL existe una alteracion en tareas de aprendizaje y memoria, las cuales

fueron restauradas una vez que se administr6 PRL (Walker y colaboradores, 2012).

Por otra parte, en un estudio realizado por Torner en el 2009, se demostré que la
administracién de PRL evita la disminucion de precursores celulares en el hipocampo del
ratén cuando éstos son sometidos a estrés cronico y ademas produce un incremento de

nuevas neuronas, en contraste con sujetos estresados no tratados y no estresados, lo
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cual indica que la PRL puede promover el destino neuronal a partir de precursores
celulares (Torner y colaboradores, 2009), siendo este un evento importante en el proceso

neurogeénico.

Con los trabajos anteriores se sugiere que la PRL puede impactar sobre la neurogénesis
en condiciones fisiolégicas normales y cuando el sistema es sometido a un dafio.
Ademas, esta hormona puede mejorar el desempeio en tareas de aprendizaje y memoria

dependientes del hipocampo.

3. HIPOCAMPO. APRENDIZAJE Y MEMORIA

Como se mencioné anteriormente, el hipocampo es una estructura cerebral implicada
principalmente en diversas funciones como la modulacién de la respuesta al estrés, el
proceso de atencion asi como en el aprendizaje y la memoria (Andersen y colaboradores,
2007) espacial y no espacial (Broadbent, Squire, & Clark, 2004), entre otras. Por lo
anterior, dicha estructura se ha analizado para hacer correlaciones entre la
administracién de un determinado farmaco (Gobbo & O'Mara, 2004), la integridad o el
dafo de las areas que lo componen, el efecto que pueden tener ciertas actividades como
el ejercicio (Van der Borght y colaboradores, 2007) o la conducta sexual, etc. y la

ejecucion de diversas conductas, como parte del proceso de aprendizaje y memoria.

Actualmente, existe una gran variedad de tareas o pruebas que se utilizan para la
evaluacion del aprendizaje y memoria que son dependientes del hipocampo, entre ellas
se encuentran: El laberinto acuatico de Morris (Morris, 1984) y el laberinto en T (Gross &
Black, 1968), el condicionamiento de miedo al contexto y reconocimiento de objetos

novedos.

3.1. RECONOCIMIENTO DE OBJETOS NOVEDOSOS

La prueba de reconocimiento de objetos novedos (NOR, por sus siglas en ingles) que

permite la evaluacion de la memoria del sujeto tratado, esta basado en la conducta innata
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de las ratas a explorar objetos novedos en lugar de objetos familiares presentados
previamente (Berlyne, 1950). En términos generales la prueba consiste en dos fases. La
primera se denomina fase de familiarizacién, en la cual al sujeto le son presentados dos
objetos idénticos dentro de la caja de experimentacion, los cuales explora libremente

durante un tiempo determinado antes de regresar a su caja “hogar”.

La segunda fase o de prueba, consiste en colocar al sujeto en la caja de experimentacion
un determinado tiempo despues, en presencia de un objeto de la fase de familiarizacion
y un objeto nuevo o novedoso. En esta fase se espera que el animal despliegue la
conducta descrita por Berlyne y por lo tanto tenga un tiempo de interaccion mayor con el
objeto novedoso que con el familiar. En dicha prueba, a diferencia de otras como el
laberinto de Morris o el condicionamiento de miedo a contexto, no existe una fase de
entrenamiento ni se hace uso de reforzadores o castigos para desplegar la conducta
(Bevins & Besheer, 2006; Antunes & Biala, 2011).

En la literatura, se ha reportado la participacion de diferentes estrcuturas cerebrales que
estarian participando en la ejecucién de la tarea de NOR, entre ellas se describen la
corteza perirrinal y al hipocampo (Antunes & Biala, 2011) especificamente en su regién
CA1 (Rampon, y otros, 2000; Broadbent, Squire, & Clark, 2004; Broadbent, Gaskin,
Squire, & Clark, 2009; Cohen, y otros, 2013).

En el caso del presente trabajo fue utilizada la tarea de reconocmiento de objetos

novedos como una medida para la evaluacion de la integridad y funcionalidad del

hipocampo en animales lesionados que recibieron el tratamiento con PRL.

15

——
| —



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las evidencias mencionadas anteriormente, demuestran el papel neuroprotector de la
lactancia frente a un dafio excitdxico causado por el KA, y dicho efecto puede estar
mediado por diferentes hormonas, entre ellas la prolactina como demostraron los trabajos
hechos por Tejadilla y colaboradores en 2010 y por Morales y colaboradores en 2014.
Sin embargo, se desconoce si sLa PRL puede ejercer un efecto protector cuando se

administra después un evento excitotoxico?.
Con el presente trabajo se pretendioé determinar si la PRL administrada posteriormente al

KA tiene un efecto protector, y si la accidn de la prolactina se relaciona con un incremento

en la neurogénesis causada por el dafo.
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5. JUSTIFICACION

Dado que:

1) El dano excitotoxico es un evento involucrado en varias fisiopatologias que afectan
al sistema nervioso como la hipoxia-lsquemia, epilepsia y traumatismo
craneoencefalico, entre otras.

2) El hipocampo es una de las estructuras cerebrales mas sensibles al dafio
excitotoxico debido a la gran cantidad de receptores glutamatérgicos NMDA y
AMPA/Kainato.

3) Eldeterioro del hipocampo puede reflejarse en alteraciones de diferentes procesos
cognitivos como aprendizaje y memoria.

4) La prolactina protege al hipocampo de la rata hembra cuando se administra
previamente a una lesidén excitotoxica.

5) La prolactina aumenta la tasa de neurogénesis en el bulbo olfatorio y en el

hipocampo de roedores.

Entonces resulta de interés investigar si la administracidon de la hormona prolactina tiene
un efecto protector similar al encontrado por Tejadilla en 2010, cuando se administra
después de la induccion del dafo excitotoxico y si la hormona aumenta la tasa
neurogeénica en el giro dentado bajo las condiciones deletéreas causadas por el acido

kainico.
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6. HIPOTESIS

La administracion de PRL disminuira la perdida neuronal causada por el KA en
hipocampo dorsal de la rata hembra ovariectomizada. Ademas, el tratamiento con dicha
hormona reducira el deficit cognitivo causado por el KA. Finalmente, existira un aumento

en la neurogénesis del giro dentado en los sujetos tratados con PRL.
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7. OBJETIVOS

General.
e Determinar el efecto de la prolactina administrada después de inducir dafo

excitotoxico por KA en el hipocampo dorsal de la rata hembra.

Particular.
e Determinar si la administracion de prolactina disminuye la pérdida neuronal en
areas CA1, CA3 y CA4 del DG del hipocampo dorsal causada por el acido kainico.
o Determinar si prolactina promueve un aumento de la tasa neurogénica en el giro
dentado del hipocampo de la rata hembra después de inducir un dafio excitotoxico.
e Evaluar si existe una relacion entre el tratamiento con prolactina y un menor déficit

cognitivo, evaluado mediante la prueba de reconocimiento de objetos novedosos.
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8. MATERIAL Y METODO

8.1. SUJETOS

Los animales empleados en el presente estudio se obtuvieron del bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de Meéxico. Todos los
procedimientos experimentales se realizaron en concordancia con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y el protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de
Bioética del INB. Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar, de entre 180 y 200g de
peso corporal, mantenidas bajo un ciclo de luz: oscuridad (12:12), con encendido de luces
a las 06:00 AM, a una temperatura ambiental controlada (24+2°C) y acceso a agua y

alimento ad libitum (Rat Chow, Purina).

Durante todo el procedimiento, las ratas se alojaron en cajas de acrilico transparente de
47cm x 25cm x 20cm (2 ratas/caja). Todas las ratas se sometieron a una cirugia para

remover los ovarios (Ovariectomia, Anexo ).

8.2. DISENO EXPERIMENTAL

Para la elaboracion del presente proyecto, los animales se distribuyeron al azar en 2
grupos experimentales y fueron sacrificados en dos diferentes tiempos después de la
administracién de KA: 7 dias (7D) y 30 dias (30D) post administracion. Ademas, cada
grupo se dividi6 en 3 subgrupos diferentes a los que se les dio un tratamiento

farmacoldégico diferente como se muestra a continuacion:
1. Control: Solucién salina (ICV) + Solucion salina (SC).

2. Control positivo: KA (ICV) + Solucién salina (SC).
3. Problema: KA (ICV) + Prolactina (SC).
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A los sujetos pertenecientes al grupo 30D se les hizo la prueba de NOR a los dias 1y 30
después de la administracion de KA. Al grupo 7D unicamente se le hizo la evaluacién

histolégica del tejido cerebral obtenido (Figura 8).

i -
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Figura 8.- Protocolo Experimental. Se muestra una representacion esquematica de la forma en que fue
realizado el procedimiento experimental para ambos protocolos. 7D: sacrificio a 7 dias post-KA, 30D:

sacrificio a 30 dias post-KA. El grupo 30D se sometié a la prueba de reconocimiento de objetos novedosos.

GRUPO 7D

Después de llevar a cabo la ovariectomia de las ratas, se dej6 pasar un intervalo de 30
dias antes de iniciar el protocolo experimental, con la finalidad de que el sujeto se
recuperara de la cirugia asi como para que fuesen eliminadas las hormonas gonadales

presentes en su sistema antes de la ovariectomia.

Transcurridos los 30 dias, el animal bajo anestesia recibié por via ICV (ver anexo 1) 1 pl
de una solucién de KA (Sigma-Aldrich; 100ng/ul) o 1 pl de solucién salina 0.9% segun al
grupo al que fuese asignado el sujeto. Una hora después de la administracion de KA a la
rata se le implantdé una mini-bomba osmética (Alzet #2001; ver anexo lll) subcutanea en
la region dorsal del cuerpo del animal, cargada con solucion salina 0.9% o una solucion
de PRL ovina (Sigma-Aldrich; 4.3 mg/ml). La cantidad de prolactina administrada por dia
fue de 103.2 pug y ésta se dio a lo largo de 7 dias. Por otra parte, después de implantar la
bomba Alzet, a todos los sujetos se les administré via IP una solucion de BrdU (5-bromo-

2-desoxiuridina; Sigma-Aldrich; 25mg/ml) a una dosis de 50 mg/Kg, 2 veces por dia con
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un intervalo de 6 horas entre cada administracion con la intencion de marcar un mayor
grupo de células en division. La administracion de BrdU se dio a lo largo del tratamiento
con PRL, es decir, durante 7 dias consecutivos. Al dia 7 después de la administracion de

KA las ratas se sacrificaron para el analisis histolégico del hipocampo.
GRUPO 30D

El disefio temporal del grupo 30D es similar al 7D en cuanto al curso temporal y las
cantidades administradas del KA, la PRL y el BrdU. En el caso de la bomba Alzet
implantada, ésta fue removida al dia 7 después de la administracion de KA ya que
después de este tiempo la bomba comienza a liberar componentes de su estructura que

pueden afectar el tejido del sujeto.
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Figura 9.- Protocolo de reconocimiento de objeto novedoso (NOR). Se muestra una representacién del

disefio temporal de la prueba de NOR al grupo 30D. Se resalta al dia 0 en cual es administrado el KA.

Como se menciono anteriormente a este grupo se le realizé la prueba de NOR (Figura 9;
ver anexo |V) para evaluar la integridad del hipocampo después del dafio por KAy la
administracién de PRL. Brevemente, al dia 3 y 4 previos a la administracién de KA a los
sujetos se les permiti6 explorar libremente la caja de prueba durante 8 minutos

(habituacion), lo anterior con la finalidad de que la caja de prueba y el ambiente no
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representen un estimulo que afecte la ejecucion de la prueba por parte de la rata. En el
dia 2 y 1 previos al KA se colocaron un par de objetos idénticos dentro de la caja y se le
permitié al sujeto explorar dichos objetos durante 8 minutos (familiarizacion). Finalmente
un dia después de la administracion de KA se realizé la prueba de NOR, la cual consistio
en colocar un objeto de la fase de familiarizacion y un objeto novedoso para el sujeto. Se
le permitié explorar ambos objetos durante un periodo de 8 minutos antes de ser retirado
de la caja de prueba. El mismo procedimiento se le realizdé de nuevo a cada sujeto, siendo
el dia 25 y 26 post-KA la fase de habituacion, el dia 27 y 28 post-KA la fase de
familiarizacion y el dia 30 post-KA la prueba de memoria. De la fase de familiarizacion y
de prueba se obtuvo el tiempo que permanecio el animal en cada objeto. Al final de ambas
fases de prueba se procedié a evaluar la actividad locomotriz mediante la prueba de
campo abierto, la cual consiste en colocar al sujeto en una plataforma de 100x80 cm
dividida en cuadros de 20x20 cm y medir el numero de cuadros que atraviesa durante 5
minutos, lo anterior para descartar un efecto de la PRL debido a modificaciones en la
actividad motriz. Una vez terminada la prueba al dia 30 se procedio al sacrificio del animal

y la posterior obtencion de tejido cerebral.

8.3. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DEL TEJIDO

PERFUSION

Los sujetos se anestesiaron con una sobredosis de uretano (1.38 g/Kg de peso corporal)
y se les perfundié con 250 ml de solucion salina isoténica (0.9%) seguido de 250 ml de
PAF (Paraformaldehido, Sigma-Aldrich) al 4.0% en agua desionizada pH 9.5, 10°C. Los
cerebros de los animales fueron obtenidos y fijados en PAF al 4.0% durante toda la
noche. Al dia siguiente lo cerebros se colocaron en un tubo Falcon de 50 ml en una
solucion al 30% de sacarosa en buffer de fosfatos como agente crioprotector a 4°C
durante 3 dias o hasta que éstos se precipitaron al fondo del tubo. Una vez terminado
este procedimiento se procedio a la obtencién de los cortes que fueron utilizados para el

analisis inmunohistoquimico.
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OBTENCION DE CORTES

Se realizaron cortes coronales de 30 um de grosor del hipocampo dorsal con un
microtomo de congelacion. Los cortes se colectaron de manera rostro-caudal en 5 series
en una caja estéril para cultivo (5x5 pozos) a fin de obtener en cada serie una muestra
representativa del hipocampo. De esta forma, cada serie contenia un corte cada 150 uym
y las 5 series contenian secciones consecutivas del tejido adyacente en la caja de cultivo
(Figura 10). Los cortes se almacenaron en una solucion crioprotectora de sacarosa 20%
(Sigma-Aldrich), etilenglicol 30% (Fisher Scientific) en buffer de fosfatos 0.05M. El tejido
se mantuvo a -20°C hasta el momento de su utilizacién para el procesamiento

histoquimico.

Figura 10.- Recoleccién de los cortes de hipocampo. Las flechas punteadas indican el orden que fue
seguido en la recoleccion con el fin de obtener muestras representativas del hipocampo en cada una de

las 5 series.

24

——
| —



8.4. INMUNOFLUORESCENCIA

NEUN-BrdU

Con el fin de conocer el dafio existente en areas CA1, CA3 y CA4 del hipocampo dorsal
se procedié a hacer Inmunofluorescencia para NeuN (Proteina nuclear neuronal), un
marcador especifico para neuronas, ademas, para analizar la presencia de nuevas
neuronas maduras se realizé doble marcaje para NeuN para neuronas y contra BrdU que
identifica células en proliferacion al insertarse en la cadena de ADN durante la divisidon

celular.

Las secciones se procesaron por inmunohistoquimica en flotacién. Primero se lavaron 3
veces con KPBS (buffer salino de fosfato de potasio) 0.02M durante 10 minutos con el fin
de eliminar el remanente se la solucién crioprotectora en la que fueron almacenadas.
Posteriormente se incubd con Tritdon 1.0% en KPBS durante 25 minutos con la finalidad
de permear la membrana celular y se lavé 3 veces con KPBS por 5 minutos c/u. Después
se procedid a incubar con HCI 2N a 37°C durante 1 hora con el fin de abrir la cadena de
DNA vy facilitar la deteccidn de la molécula de BrdU introducida en su secuencia durante
la divisidn celular. Transcurrido este tiempo se incubo6 durante 15 minutos con borohidruro
de sodio 0.5% en KPBS para neutralizar el pH y se lavdé con KPBS 3 veces durante 10

minutos.

Posteriormente se procedid a incubar con los anticuerpos Guinnea Pig anti-NeuN
(Millipore) y Mouse anti-BrdU (BD biosciences) a una concentracion de 1:750 y 1:300
respectivamente, con suero normal de cabra 0.5% mas Triton 0.5% en KPBS 0.02M
durante toda la noche a 4°C y agitacién constante. Una vez finalizado este periodo se
lavé 3 veces con KPBS y se incubd durante 2 horas con el anticuerpo secundario goat
anti-Guinnea Pig Alexa Fluor 488 (Jackson Immuno Research) y goat anti-mouse Cy3
(Abcam) a una concentracion de 1:750 y 1:500 respectivamente) diluidos en suero normal
de cabra 0.5% mas Triton 0.5% en KPBS 0.02M a temperatura ambiente en condiciones

de oscuridad. Finalmente se lavé con KPBS 3 veces por 10 minutos c/u, se monté el
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tejido en portaobjetos gelatinados y se cubrié con medio de montar para fluorescencia

(Vectashield, Vector Laboratories, Inc.).

DCX-BrdU

Para la determinacion de neuronas inmaduras se procedio a realizar doble marcaje contra
doblecortina (DCX), una proteina asociada a los microtubulos del citoesqueleto

expresada en neuronas inmaduras y contra BrdU para células en proliferacion.

El procedimiento utilizado para la inmunohistoquimica fue el mismo que se uso6 para la
deteccion de NeuN-BrdU. Se utilizaron como anticuerpos primarios el Guinnea Pig anti-
Doblecortina (Millipore) y el Mouse anti-BrdU (BD biosciences) a concentraciones de
1:600 y 1:300 respectivamente. Como anticuerpos secundarios se utilizaron goat anti-
Guinnea Pig Cy3 (Abcam) y goat anti-Mouse Alexa 488 (Invitrogen) a concentraciones

de 1:550 y 1:500 respectivamente.

GFAP-BrdU

La identificacion de astrocitos se realiz6 mediante el marcaje contra la proteina acida
fibrilar glial (GFAP, por sus siglas en ingles), la cual se encuentra en los filamentos

intermedios de los astrocitos.

Se procedié de la misma forma que para la inmunodeteccién del punto anterior. Se
utilizaron como anticuerpos primarios rabbit anti-GFAP (Abcam) y Mouse anti-BrdU (BD
biosciences) a concentraciones de 1:800 y 1:300 respectivamente. Como anticuerpos
secundarios goat anti-rabbit Cy3 (Jackson Immuno Research) y goat anti-mouse Alexa

Fluor 488 (Invitrogen) a concentraciones de 1:700 y 1:500 respectivamente.
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8.5. OBTENCION DE LOS DATOS

8.5.1 CONTEO CELULAR

Se obtuvieron imagenes de las rebanadas de hipocampo dorsal (-2.45 y -4.20 de Bregma;
Swanson, 1998), de las areas CA1, CA3 y CA4 del tejido marcado con NeuN para hacer
el conteo neuronal de los grupos 7D y 30D, y con GFAP para determinar el nimero de
astrocitos inmunopositivos presentes en el tejido para el grupo 7D. Se utilizé un
microscopio de fluorescencia (Zeiss AX10) acoplado a una camara fotografica (AxioCam
ICm1) y con el uso del programa Zen2011 se obtuvieron series de imagenes las cuales
se guardaron en formato Tiff. Las imagenes obtenidas se exportaron al programa ImageJ
para realizar los conteos celulares correspondientes. Para cada region del hipocampo se
establecioé una region representativa (ROI: region de interés, por sus siglas en ingles) en
donde se cuantificé de forma manual el numero de células inmunopositivas a cada
anticuerpo. Se contaron individualmente las areas CA1, CA3, y CA4 enun totalde 506
secciones por sujeto en el hipocampo ipsilateral al lugar donde se hizo la administracion
ICV del KA. Los resultados se expresaron como numero de células NeuN y GFAP

positivas por area.

8.5.2. DENSIDAD ASTROCITICA (FRACCION DE AREA GFAP+)

Ya que el grupo 30D present6 una marca a GFAP muy exacerbada lo cual hizo imposible
la cuantificacion célula a célula, se procedio a evaluar la fraccion de area que presentaba
células y filamentos GFAP-positivos. Dicha fraccion de area es el cociente entre el area
positiva a GFAP y el area total de la region de interés. Se obtuvieron imagenes de
secciones de hipocampo al igual que las obtenidas para el conteo celular en un
microscopio confocal (Zeiss LSM 780) utilizando los mismos parametros de adquisicion
para todos los sujetos. Las imagenes obtenidas se exportaron al programa ImageJ para
determinar la fraccion de area que presentaba marca positiva a GFAP. Para cada regién
del hipocampo se establecid una regién de interés representativa (ROI: regidn de interés,

por sus siglas en ingles). Se contaron individualmente las areas CA1, CA3, y CA4 en un
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total de 4 0 5 rebanadas por sujeto en el hipocampo ipsilateral al lugar donde se hizo la
administracion ICV. Los resultados obtenidos se expresaron como porcentaje de marca

GFAP positiva por area.

8.5.3. NEUROGENESIS

Para la evaluacion en la tasa de neurogénesis, se contd el numero de células DCX-BrdU
y NeuN-BrdU positivas en el giro dentado del hipocampo 30 dias después de la
administracién de KA. Se adquirieron 3 imagenes por animal en un microscopio confocal
(Zeiss LSM 780), de una region rostro-caudal (-2.85 y -3.90 de Bregma; Swanson, 1998)
del hipocampo ipsilateralal a la administracion de KA. Cada imagen estuvo compuesta
de un stack ene el plano en “Z” de 10.22 uym con una imagen cada 1.022 ym. Las
imagenes se exportaron al programa ImageJ para determinar el numero de células que
colocalizaron para ambos marcadores en la capa subgranular (DCX-BrdU) y granular
(NeuN-BrdU) del giro dentado. Los resultados se exprezaron como la “fraccion del
control”, calculado de dividir el nUmero de células de los grupos tratados con y sin PRL

entre el numero promedio de células del grupo control.

8.5.4. PREFERENCIA DE EXPLORACION

Para determinar el porcentaje de tiempo que cada sujeto se mantiene explorando cada
objeto durante la prueba de NOR, se analizé cada video cronometrando el tiempo que el
animal explora cada objeto en la fase de familiarizacién y de prueba, tomando en cuenta
los parametros mencionados en el anexo V. Unicamente se contabilizaron los primeros
5 minutos de exploracién, ya que estos representaron el tiempo donde hubo mayor
exploracion de los objetos en ambas fases. La preferencia de exploracion se calculd

utilizando la siguiente formula:

Tiempo de exploracién en A
* 100

Tiempo de exploraciéon en A + Tiempo de exploracion en B
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Ademas de la preferencia de exploracion, se cuantificd el tiempo total de exploraciéon
como medida para descartar que el indice de exploracién pudiese verse afectado por
alteraciones en la actividad motriz o problemas en la exploracién. Este fue calculado
haciendo la sumatoria del tiempo de exploracion que gasta el sujeto en ambos objetos

dentro de la caja de prueba.

8.5.5. CAMPO ABIERTO

Para descartar que el resultado obtenido en la prueba de NOR fuese un problema motriz
se procedié a realizar una evaluacion de motilidad en campo abierto para todos los
sujetos. Se cuantificd el nuUmero de cuadros que atraveso el sujeto durante 5 minutos. Se
considerd que un cuadro era atravesado solo cuando las cuatro patas estuviesen dentro

de él. Los resultados se expresaron como numero de cuadros recorridos por 5 minutos.

8.6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos numéricos se expresaron como la media + el error estandar. Para la
evaluacion del numero total de neuronas y astrocitos en las diferentes areas del
hipocampo, el tiempo total de exploracién en la prueba de NOR, la actividad locomotriz
en la prueba de campo abierto y la neurogénesis, se procedié a realizar un analisis de
varianza unifactorial (one way ANOVA, por sus siglas en inglés) seguido de un analisis
post hoc con una prueba Tukey. En el caso de los valores de indice de exploracién de la
prueba de NOR, se utilizé un analisis de varianza bifactorial (two way ANOVA: Factores,
tratamiento x tipo de objeto), seguido de un analisis post hoc con una prueba Tukey.
Finalmente, para la evaluacién de la preferencia del objeto novedoso entre el dia 1y 30
post-KA de cada tratamiento, se utilizdé una prueba t-student de medidas repetidas. Fue
utilizado el programa Sigma Stat 3.5 para la realizacién de las pruebas estadisticas. Se

consideré un valor de P<0.05 como estadisticamente significativo.
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9. RESULTADOS.

9.1. LA ADMINISTRACION DE PRL DISMINUYE LA PERDIDA NEURONAL EN CA1

Con el fin de evaluar el dano existente en areas CA1, CA3 y CA4 del hipocampo dorsal

se procedié a hacer Inmunofluorescencia para NeuN (Proteina nuclear neuronal), un

marcador especifico para neuronas maduras.

70 30D

§5+8§

KA+SS

KA+PRL

Figura 10.- Células Inmunopositivas para NeuN. A) Se resaltan las areas CA1, CA3 y CA4 del hipocampo
que fueron muestreadas para realizar conteos celulares. B) Microfotografias del area CA1 capturadas en
microscopio de fluorescencia para los diferentes tratamientos a los diferentes tiempos de evaluacion, 7 dias
(7D) y 30 dias (30D) post administracion de KA. Se observa que existe una disminucién del numero de
células en el grupo KA+SS en los dos tiempos de evaluacion, no asi el grupo que recibié el tratamiento con

PRL. Barra de escala: 50 ym

En una vista panoramica del hipocampo dorsal (Figura 10 A), se resaltan los campos en
los que se contabilizd el numero de neuronas para las diferentes areas que lo componen.
Las imagenes del area CA1 (Fig. 10 B) muestran que existe una disminucion del numero
de neuronas en los grupos que se administraron con KA (KA+SS) comparados con el
grupo control (SS+SS) a los 7 y 30 dias post administracion de KA, sin embargo, la
administracién de PRL disminuyé la pérdida neuronal observada en comparacién con el
grupo KA+SS. En contraste, en las areas CA3 y CA4 el tratamiento con PRL no mostrd
tener efecto sobre la pérdida neuronal causada por la administracion de KA a los 7 o0 30

dias post lesion (Imagenes no mostradas).
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Los conteos celulares 7 dias (7D) después de la administracion de KA, permiten mostrar
que existe una disminucion significativa en la densidad neuronal en las areas CA4, CA3
(aproximadamente del 40%) y CA1 (aproximadamente del 20%) del hipocampo (Fig. 11)
del grupo KA+SS comparado con su respectivo grupo control (P<0.001). Por otra parte,
el tratamiento con PRL no evita la pérdida neuronal causada por el KA en las areas CA4
y CAS3 del hipocampo, ya que se observo una disminucion de aproximadamente el 40%
en el numero de neuronas con respecto a su grupo control (P<0.001). En contraste, la
administracién de PRL tiene un efecto protector en el area CA1, ya que la pérdida
neuronal observada fue menor al 10%, sin embargo, dicha disminucion neuronal no es
significativamente distinta al grupo SS+SS (P= 0.133) y si al grupo que solo recibio el KA
(P<0.025).

X -

[
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E55+55 pKA+5S mKA+PRL

Figura 11.- Células positivas para NeuN (7D). Areas hipocampales CA4, CA3 y CA1 de ratas
ovariectomizadas tratadas cronicamente con PRL o vehiculo durante 7 dias, después de haber sido
administradas con KA o vehiculo. SS: Vehiculo, solucién salina 0.09%. KA: Acido kainico. PRL: Prolactina.

Barras representan la media + SEM ***P<0.001, *P<0.05 (n= 5).

Con los resultados anteriores, se observa que la administracién cronica de PRL después
de la administracion de KA, tiene un efecto protector unicamente en CA1 donde existe

una preservacion del numero de neuronas cuando se compara con grupo KA+SS.
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9.2. EL TRATAMIENTO CON PRL DISMINUYE NUMERO DE CELULAS GFAP
POSITIVAS EN CA1l

Para determinar la respuesta astrocitica en el hipocampo, se procedié a realizar
inmunofluorescencia para GFAP (Proteina acida fibrilar glial) la cual es un marcador

especifico del citoesqueleto del astrocito.
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Figura 12.- Porcentaje de células positivas para GFAP. Areas hipocampales CA4, CA3 y CA1 de ratas
ovariectomizadas tratadas cronicamente con PRL o vehiculo durante 7 dias, después de haber sido
administradas con KA o vehiculo. El porcentaje de células GFAP+ es expresado con respecto al grupo
control (SS+SS). SS: Vehiculo, solucién salina 0.09%. KA: Acido kainico. PRL: Prolactina. Barras
representan la media + SEM. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 (n=5).

El conteo de astrocitos revela que existe un incremento significativo (aproximadamente
del 30%) en el numero de células GFAP positivas en las areas CA4, CA3 y CA1 del
hipocampo con respecto su propio grupo control (P<0.01) después de la administracion
de KA (Fig. 12, 14). Por otra parte, el tratamiento con PRL no modifica significativamente
el porcentaje de astrocitos inmunopositivos a GFAP observados en las areas CA4 y CA3
con respecto al grupo que recibié KA y el vehiculo. En contraste, la PRL disminuyo
significativamente (P<0.05) el numero de astrocitos en el area CA1 con respecto al grupo
que no fue tratado, sin embargo, comparado con el grupo control existe un incremento
(P<0.01) en la densidad de astrocitos. Lo anterior indica que la administracién de PRL
puede atenuar el aumento en el numero de astrocitos presentes en el area CA1 causado

por la lesién del KA.
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9.3. EL TRATAMIENTO CON PRL PRESERVA EL NUMERO DE NEURONAS
EVALUADO 30 DIAS POST LESION

Con respecto al conteo neuronal del grupo que se sacrifico 30 dias post lesidon, se
determiné que existe una disminucion significativa de la densidad neuronal (Fig. 13) en
el area CA3, CA4 de aproximadamente del 50% (P<0.001 y P=0.008 respectivamente) y
del 20% en CA1 (P=0.004) en los grupos administrados con KA con respecto al grupo
SS+SS. Al igual que el grupo 7D el tratamiento con PRL durante 7 dias no disminuyo
significativamente la perdida neuronal causada por el KA en las areas CA4 y CA3 del
hipocampo, ya que la disminucion neuronal con respecto al control es de
aproximadamente el 40% (P=0.008) y del 50% (p<0.001) respectivamente.
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Figura 13.- Células positivas para NeuN (30D). Areas hipocampales CA4, CA3 y CA1 de ratas
ovariectomizadas tratadas cronicamente con PRL o vehiculo durante 7 dias, después de haber sido
administradas con KA o vehiculo. SS: Vehiculo, solucién salina 0.09%. KA: Acido kainico. PRL: Prolactina.
Barras representan la media + SEM ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05. SS+SS (n=7), KA+SS (n=6), KA+PRL
(n=7).

Por el contrario, en el area CA1 a pesar de existir una disminucion neuronal del
aproximada del 5% no hubo diferencia significativa en la densidad neuronal entre el grupo
control y el grupo tratado (P=0.524) y si la hubo con el grupo que unicamente recibié KA
(P=0.029), indicando que la administracién de la PRL puede evitar el efecto deletéreo

causado por la administracion de KA (Fig. 10).
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9.4. EL TRATAMIENTO CON PRL REDUCE LA ASTROGLIOSIS EN CA1

Para determinar la respuesta astrocitica en el grupo 30D se procedidé a cuantificar la
fraccion de area que fue positiva a GFAP para cada region del hipocampo, debido a que
a diferencia del grupo 7D existié un incremento exacerbado del inmunomarcaje positivo
a GFAP en las areas CA3 y CA4, lo cual impidio realizar el conteo celular correspondiente

al no distinguirse el cuerpo celular de los astrocitos (Fig. 14).
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Figura 14.- Inmunofluorescencia GFAP. Areas CA1, CA3 y CA4 del hipocampo que fueron muestreadas

para realizar conteos de células GFAP positivas (7D) y fracciéon de area positiva a GFAP (30D). Existe un
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incremento en el numero de células GFAP positivas de los grupos que recibieron KA, siendo mayor a los
30 dias post lesion. Notese que en CA1 la densidad de marca positiva a GFAP es menor que en CA3 y

CA4. SS: solucion salina, KA: acido kainico, PRL: prolactina. Barra de escala: 100 um

Al cuantificar la fraccion de area GFAP+ (Fig. 15), se encontr6 que al igual que el grupo
7D existe un aumento en la marca de GFAP en los grupos que recibieron KA en las tres
areas del hipocampo evaluadas con respecto al grupo SS+SS(P<0.001). Los sujetos que
recibieron el tratamiento con PRL no presentaron una disminucion significativa en la
respuesta de GFAP en las areas CA4 y CA3 con respecto al grupo que unicamente
recibié KA. En contraste, dentro del area CA1 se encontro que la respuesta astrocitica en
el grupo KA+PRL fue menor que el grupo KA+SS (P<0.05) y no fue significativamente
distinta al grupo control o SS+SS, indicando que el tratamiento con PRL tiene un efecto

temprano y sostenido evitando la astrogliosis, tal y como se vio en el grupo 7D (Fig. 13).
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Figura 15.- Fraccién de &area GFAP positiva. Areas hipocampales CA4, CA3 y CA1 de ratas
ovariectomizadas tratadas cronicamente con PRL o vehiculo durante 7 dias, después de haber sido
administradas con KA o vehiculo). Se cuantifico la densidad de marca GFAP en una region de interés igual
para cada area del hipocampo. El resultado se expresa en porcentaje. SS: Vehiculo, solucién salina 0.09%.
KA: Acido kainico. PRL: Prolactina. Barras representan la media + SEM ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05.
SS+SS (n=7), KA+SS (n=6), KA+PRL (n=7).
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9.5. EL TRATAMIENTO CON PRL EVITA EL DETERIORO COGNITIVO CAUSADO
POR EL KA

Con la finalidad de evaluar el efecto de la PRL sobre la integridad funcional del hipocampo
después de la administracion de acido kainico, se procedié a realizar la prueba de
reconocimiento de objetos novedosos (NOR) para evaluar la memoria del sujeto de
experimentacion. Dicha prueba se ha reportado que necesita la participacion del

hipocampo dorsal en su area CA1.

En la figura 16 se muestra el porcentaje de exploracién durante la segunda familiarizacion
(ver método). Observamos que no existe diferencia significativa en el porcentaje de
tiempo que pasan los sujetos con el objeto A y B, lo que significa que no poseen
preferencia por alguno de los objetos que pudiese influir en el desarrollo de la prueba.
Resultados similares fueron observados durante la primer familiarizacion (datos no

presentados).

100 +

80 9

PREFERENCIA DE EXPLORACION (%)

-

OBJ. A OBJ. B I
FAMILIARIZACION PRUEBA
E55+55 =5KA+SS mKA+PRL

Figura 16.- Reconocimiento de objetos novedosos (1D). indice de exploracién en el objeto A (OBJ A) y el
B (OBJ B) durante la fase de familiarizacion; y del objeto familiar (FAM) y novedoso (NOV) durante la fase
de prueba. Barras representan la media + SEM. SS+SS (n=7), KA+SS (n=6), KA+PRL (n=7). ***P<0.001.

Durante la fase de prueba, 24hr después de la administracién de KA, se observé una
preferencia significativa (P<0.001) por el objeto novedoso (aproximadamente del 70%)
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de parte de todos los grupos, implicando que el KA en este intervalo no afecta la
integridad cognitiva de los animales administrados con esta sustancia, posiblemente a
una ausencia de dafo en CA1 del hipocampo, lo cual implica que en esta ventana de

tiempo el circuito esta intacto.

Por otra parte, no se observaron diferencias en el tiempo total de exploracidon entre los
grupos durante la fase de familiarizacion (P=0.986) y la fase de prueba (P=0.556). Para
descartar que los resultados observados pudiesen ser debido a alteraciones en la
actividad locomotora por el efecto del KA, se realiz6 la prueba de campo abierto. No se
observaron diferencias significativas entre los grupos tratados (P= 0.269) medido como
numero de cuadros recorridos durante 5 minutos (SS+SS: 58.857 + 4.667; KA+SS:
66.000 + 7.052; KA+PRL: 77.857 + 11.236).

Ya que la pérdida neuronal generada después de la administracion de KA va aumentando
a medida que transcurre el tiempo (Hopkins, Wang y Schmued, 2000), evaluamos el
desempenio cognitivo de los sujetos tratados 30 dias después de la lesion con la prueba
de NOR.

Al igual que la prueba 1 dia después de la lesion (Fig. 16), no existen diferencias
significativas en el tiempo que pasan los animales con el objeto A y B durante la fase de
familiarizacion (Fig. 17). Y de la misma manera, durante la fase de prueba todos los
grupos muestran una mayor preferencia por el objeto novedoso (P<0.001), sin embargo,
el grupo KA+SS presenta un menor porcentaje de exploracion en comparacion del control
(P<0.016), indicando que existe una alteracién en su capacidad de reconocer el objeto
novedoso. Por otra parte, el grupo KA+PRL no presentd diferencias significativas en
relacion al tiempo que dedicé a la exploracion del objeto novedoso en relacion al grupo
control (P=0.431), ni con el grupo KA+SS (P= 0.204).

De la misma forma que la prueba al dia 1 post lesidon, no se observaron diferencias

significativas en el tiempo total de exploracién entre los grupos durante la fase de
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familiarizacion (P=0.509), ni en la de prueba (P=0.466). En el caso de la actividad

locomotriz no se observaron diferencias significativas entre los grupos (P=0.529).

100 1

=]
o

[=.]
o

-
(=]

PREFERENCIA DE EXPLORACION (%)
3

o

FAMILIARIZACION PRUEBA
HS55+SS BKA+SS mKA+PRL

Figura 17.- Reconocimiento de objetos novedosos (30D). Porcentaje de exploracion en el objeto A (OBJ A)
y el B (OBJ B) durante la fase de familiarizacién; y del objeto familiar (FAM) y novedoso (NOV) durante la
fase de prueba. Barras representan la media + SEM. SS+SS (n=7), KA+SS (n=6), KA+PRL (n=7).
***P<0.001, *P<0.05

Finalmente, ya que la el resultado de la fase de prueba 30 dias después de la
administracién de KA fue inconcluso acerca del papel de la PRL en la tarea de NOR, se
procedio a evaluar si hubo un deterioro cognitivo a lo largo del tiempo causado por el KA
y asi conocer si la PRL puede contrarrestar dicho efecto, por lo que evaluamos la
diferencia en el porcentaje de exploracién entre el objeto novedoso y el familiar
(porcentaje de preferencia) al dia 1 y 30 después de la administracion de KA vy los
comparamos para cada grupo. Encontramos que unicamente el grupo control y el grupo
tratado con PRL no presentan diferencias significativas en el porcentaje de preferencia
(Fig. 18) al dia entre el dia 1 y 30 (P=0.433 y P=0.614 respectivamente). Por el contrario,
el grupo que recibié unicamente KA presenta una disminucion significativa en el

porcentaje de preferencia entre el dia 1 y 30 (P=0.049).
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Figura 18.- Porcentaje de preferencia. Diferencia entre el % de exploracion del objeto novedoso y el objeto

familiar, para cada grupo al dia 1 (1D) y 30 (30D) post lesion. *P<0.05

Con los resultados anteriores, se presume decir que el tratamiento de PRL disminuye el
déficit cognitivo causado por la administracion de KA, visto como un mejor desempefio

en la prueba de NOR.

9.6. LA ADMINISTRACION DE PRL NO MODIFICA LA TASA DE NEUROGENESIS
DEL HIPOCAMPO

Ya que en otros trabajos se ha propuesto que la administraciéon de PRL puede aumentar
la neurogénesis, a través de incrementar la sobrevivencia de las neuronas generadas
(Torne