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RESUMEN

Durante el periodo de lactancia en el cerebro materno se generan una serie de cambios que
favoreceran su adaptacion para poder hacer frente a la demanda que la maternidad
representa, siendo éstos tanto morfolégicos como funcionales en la plasticidad cerebral
durante la etapa de lactancia. Estudios previos en nuestro laboratorio muestran que durante
el periodo de lactancia se manifiesta un efecto neuroprotector en el hipocampo dorsal de la
rata hembra ante la accién excitotdxica del acido kainico (AK). En el presente trabajo se
investigo si este efecto neuroprotector resulta mayor en el inicio de la lactancia y también si
es crucial el establecimiento de la lactancia (estimulacidn de succidn) para que se presente la
resistencia ante el dafo excitotdoxico provocado por AK en el hipocampo dorsal. El dafo
celular fue administrado al 4° dia postparto mediante la inyeccion de AK y fue evaluado por el
método histolégico de tincion de Nissl y con Fluoro-Jade C. Los resultados muestran que la
administracion sistémica de AK indujo una clara degeneracién en el hipocampo de ratas
virgenes. Este efecto deletéreo del AK no fue observado en ratas lactantes con condicidn
postparto con crias (LACT-AK-CC) o sin crias (LACT-AK-SC). Se cuantificd la pérdida del
numero celular por administraciéon de AK la cual resultd ser minima en los grupos de ratas
lactantes, no hubo significancia estadistica entre los grupos LACT-SS-CC con respecto a
LACT-AK-CC y LACT-SS-SC con respecto a LACT-AK-SC. Solamente la comparacién del
numero celular de la regién CA1 del hipocampo del grupo LACT-AK-CC con LACT-AK-SC
mostré una diferencia significativa (p=0.04). Por otro lado, se observaron diferencias
morfolégicas en las células piramidales de las areas CA1, CA3 y CA4 de las ratas hembras
lactantes frente a las ratas virgenes, tanto en aquellas con administracion de AK como las
administradas con solucidn salina. Estos resultados indican que desde el inicio de la
lactancia el cerebro materno se encuentra protegido ante este tipo de dafio; la menor
sensibilidad al dafio excitotdéxico se presenta de manera independiente de la succion y del
establecimiento de la lactancia, sugiriendo asi que este efecto neuroprotector puede existir

desde el embarazo.



| INTRODUCCION

Durante el ciclo reproductivo de los mamiferos, las hembras pasan por un proceso de
reorganizacion de diferentes sefiales sensoriales, olfatorias, visuales y auditivas. Estas
adaptaciones facilitan el cuidado y mantenimiento de las crias (Moratalla, 2004) las cuales
dependen completamente de los cuidados maternos. La maternidad, incluida la lactancia,
representa una fase en la cual las sefiales internas generan una reorganizacion del sistema
que es mantenido por la informacién aferente y resulta en respuestas adaptativas eferentes
(Morales, 2011). Recientemente, se ha dado una especial atencion a la plasticidad neuronal
relacionada con la reproduccion. Por ejemplo, en la region cerebral del hipocampo se ha
reportado una menor tasa de neurogénesis y el aumento en espinas dendriticas durante el
periodo de lactancia (area CA1). Otro aspecto a resaltar radica en que los cambios en las
diferentes regiones del cerebro materno no sélo ocurren en las neuronas, sino que también
abarcan a las células gliales (Cabrera, 2009), las cuales tienen una funciéon en la respuesta
inmune y dan aislamiento eléctrico a los nervios. Uno de los modelos de daio cerebral en
animales adultos mas utilizados es el de la induccidon de dafio excitotoxico en las neuronas
piramidales del hipocampo y en la regién hilar por la inyeccién de AK (Schwob, 1980; Sperk,
1985). Cuando se administra AK por via sistémica o intracerebral a ratas se observa la
destruccion de las células piramidales del hipocampo principalmente y en particular en el
area CA3 (Nadler, 1980).

Se ha observado que durante el periodo de lactancia se manifiesta un efecto neuroprotector
ante la accion dafiina de AK, ya que disminuye la sensibilidad en el hipocampo dorsal de la
rata en lactancia, en comparacién con ratas virgenes (Morales, 2011). Por lo tanto, resulta
necesario indagar mas acerca de este fendmeno en el cual las hormonas implicadas en el
embarazo y la lactancia juegan un papel por demas importante. La proteccién conferida a la
madre durante la lactancia se ha analizado a diferentes dias postparto; sin embargo, no se
conoce si se presenta desde el embarazo. Por esto, en el presente trabajo se analiza el
papel de la succion y el establecimiento de la lactancia en este fendmeno. Este trabajo toma
a la lactancia como un modelo de neuroprotecciéon natural, focalizando la atencién en el
periodo temprano, en especifico a los primeros cuatro dias posparto, con dos condiciones

postparto: 1) el establecimiento de la lactancia con el mantenimiento de las crias y 2) la



separacion de las crias y la madre al nacer para evitar asi la estimulacién de la succion por el
amamantamiento. En estos animales se analizd si se presenta algun cambio en este estadio
temprano ante la lesion excitotoxica en el hipocampo. Se realizaron dos métodos de analisis
histolégico: tincion de Nissl para determinar la densidad y la morfologia de las células
piramidales del hipocampo y la tincién con Fluoro Jade C, el cual es un marcador de muerte
celular para determinar el grado de neurodegeneracion. Una vez obtenidos los datos, se
realizd el analisis estadistico mediante la prueba de ANOVA de dos vias en el paquete
estadistico GraphPad PRISM.



Il ANTECEDENTES

II.1 NEUROPLASTICIDAD EN EL CEREBRO MATERNO

La plasticidad cerebral es una propiedad intrinseca del sistema nervioso central (SNC)
retenida durante el periodo vital y que implica una serie de cambios fisiologicos y
morfolégicos en el cerebro que ocurren en respuesta a modificaciones en la sefal aferente o
en la respuesta motora (eferente). Dentro de los cambios estructurales se incluyen el
establecimiento de nuevas conexiones, el crecimiento dendritico y la arborizacién, y pueden
seguir cambios rapidos y dinamicos constituyendo un mecanismo de desarrollo, crecimiento
y aprendizaje. Ademas, puede haber cambios en funcién de las células gliales y en la
habilidad de generar nuevas células en algunas estructuras (neurogénesis) (Pascual-Leone
et al. 2005).

Los mecanismos biologicos implicados en la plasticidad cerebral mas importantes son: La
ramificacion o sinaptogénesis reactiva, que es el crecimiento de un cuerpo celular hacia otro
como consecuencia de su crecimiento normal; supersensibilidad de desnervacion, la cual
resulta de un permanente incremento de la respuesta neuronal por la disminucion de las
aferencias; compensacion conductual, que se refiere a que pueden desarrollarse nuevas
combinaciones de conductas después de un dafio; neurotransmision por difusién no
sinaptica, en la que existe un incremento en la regulacion de receptores de membrana
extrasinapticos después de la destruccibn de las vias dopaminérgicas, segun se ha
demostrado en un modelo de isquemia; desenmascaramiento, que se refiere a como las
conexiones neuronales en reposo que estan inhibidas en el estado normal pueden
desenmascararse después de un dafo cerebral; factores troficos, siendo éstos los
relacionados con la recuperacion cerebral después de una lesion; sinapsinas, las cuales son
fosfoproteinas que aglutinan vesiculas sinapticas y las unen al citoesqueleto de las
membranas; y los neurotransmisores, que ademas de mediar informacion transinaptica
pueden inducir efectos de sinaptogénesis y reestructuracién neuronal, regeneracién de fibras
y células nerviosas, diasquisis, potencializacion a largo plazo y potencializacién a corto plazo
(Morales, 2003, Rebolledo, 2003, Hernandez-Muela, 2004).



La neuroplasticidad puede modificarse dependiendo de la edad, el ambiente, el género y el
estado fisioldgico del sujeto. Un ejemplo pertinente es la lactancia (Kinsley et al., 2008), ya
que ésta representa una fase en la cual las sefales internas generan una reorganizacion del
sistema que es mantenido por la informacion aferente y resulta en respuestas adaptativas
eferentes. Tal reorganizacién puede ser demostrable a varios niveles, como el anatémico,
fisiologico y conductual. Estudios en humanos reportan que las regiones del cerebro
materno, incluida la sustancia negra, amigdala, talamo, corteza parietal y corteza prefrontal,
son activadas en respuesta a los estimulos que resultan de la relacién con un infante. Por
esto, se sabe que estas partes del cerebro tienen un rol importante en el desarrollo y

expresion de la conducta maternal (Morales, 2011).

En investigaciones recientes se ha dado una especial atencion a la plasticidad neuronal
relacionada con la reproduccion. Por ejemplo, en la regiéon CA1 del hipocampo se ha
reportado una menor tasa de neurogénesis y el aumento en espinas dendriticas. Otro
aspecto que vale la pena resaltar radica en que los cambios en las diferentes regiones del
cerebro materno no solo ocurren en las neuronas, sino que también abarca a las células
gliales, las cuales también tienen una funcion en la respuesta inmune y dan aislamiento
eléctrico a los nervios. El numero y la forma de las células gliales estdn aumentados en la
corteza cerebral, el giro dentado del hipocampo y en otra regiones del cerebro de la madre
(Cabrera, 2009).

En paralelo con estas alteraciones morfologicas, la experiencia reproductiva mejora el
aprendizaje espacial y la memoria a corto y largo plazo, disminuye la expresion de
marcadores de envejecimiento neuronal, modifica la transmisidon glutamatérgica y confiere
neuroproteccion contra dafno excitotoxico. Todas estas adaptaciones en el cerebro de la
madre le sirven para contender con las demandas que la experiencia materna conlleva.
Referente a estos datos, cabe mencionar que en el cerebro materno ocurren dos cambios
cognitivos importantes: 1) el mejoramiento en su habilidad para buscar comida, lo cual
implicaria una mejora en su capacidad de aprendizaje y memoria espacial; y 2) una
disminucién de su ansiedad y miedo, asi como el aumento en su conducta agresiva contra
intrusos (Kinsley, 2006).
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1.2 NEUROPROTECCION ANTE ADMINISTRACION DE ACIDO KAINICO EN EL
HIPOCAMPO DE LA RATA

La neuroproteccion es un conjunto de mecanismos celulares dirigidos a prevenir o limitar la
magnitud de una lesidén o la muerte del tejido cerebral para asegurar su supervivencia ante
factores de dano, tanto internos como externos. Un agente neuroprotector es un factor que
previene la muerte neuronal mediante la inhibicibn de uno o mas de los pasos
fisiopatoldgicos en los procesos que siguen a una lesién de sistema nervioso, isquemia
debida a la oclusién de una arteria, o hipoxia debida a cualquier causa (Kewal, 2011). La
excitotoxicidad es uno de los procesos que se presentan después de una lesion, la cual es el
mecanismo que promueve la muerte celular mediante la sobreactivacion de los receptores
glutamatérgicos o de cualquiera de sus analogos. Esta provoca la entrada excesiva de calcio
(Ca**) a la célula que es secuestrado por la mitocondria, ello conlleva un incremento del Ca?*
mitocondrial, que provoca la disfuncion metabdlica, la produccién de radicales libres, la
activacion de proteasas, fosfolipasas, la sintasa del 6xido nitrico y endonucleasas, la
inhibicion de la sintesis de proteinas, generacion de radicales libres que inducen la
peroxidacién de lipidos de la membrana, la sintesis de 6Oxido nitrico y la activacion de
enzimas involucradas en el catabolismo de proteinas, fosfolipidos y acidos nucleicos.
Ademas, el 6xido nitrico puede actuar como mensajero retrogrado y potenciar el efecto
excitotéxico del glutamato al aumentar su liberacién desde las terminales presinapticas. Una
via de dano celular es la activacién de 6xido nitrico sintasa, cuyo producto reacciona con el
superoxido y forma el peroxinitrito. Otra via es la activacion de la poli-adenosina difosfato
ribosa-polimerasa (PARP) como respuesta al daino del ADN mediado por los radicales libres
(Lorigados, 2013)

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia en SNC de los mamiferos. La
regulacion de la neurotransmision glutamatérgica es critica no soélo por las propiedades de
sefalizacion atribuidas a los niveles y la actividad del glutamato y su receptor, sino también
por la muerte celular excitotoxica (Wang, 2010. Yang, 2011). Inicialmente se describié que la
muerte celular inducida por excitotoxicidad se caracteriza por el aumento del volumen de la
célula, la vacuolizacion del citoplasma y la ruptura de las membranas, caracteristicas que

apuntan a un proceso de muerte celular necrética. Luego se definié que la degradacion
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internucleosomal del ADN vy la activacion de las caspasas son indicativas de muerte neuronal
apoptotica (Rodriguez-Moreno, 2003. Lorigardos, 2013). Recientemente, se sugiere que la
autofagia puede ser un mecanismo de muerte celular no apoptotica inducida por
excitotoxicidad, lo que revela que la autofagia es una estrategia de respuesta ante el estrés

(Wang, 2010) y se activa como respuesta a un dano excitotdxico agudo.

El mecanismo de accion del glutamato es relativamente simple: la liberacion del exceso de
glutamato provoca la despolarizacion y repolarizacion repetitiva de las terminales del
glutamato, lo que conduce a su concentracion téxica y finalmente origina la degeneracion
excitotdxica de la neurona posinaptica (Eid, 2008. Pereno, 2010). La excitotoxicidad mediada
por el receptor de glutamato ejerce una funcién importante en el desarrollo neuronal, la
diferenciacion y la plasticidad (Wang, 2010. Yang, 2011). Los receptores que activa el
glutamato se han divido en dos grandes familias: receptores metabotrépicos y receptores
ionotropicos. Los receptores metabotropicos (mGIuR) estan acoplados a proteinas G y
regulan la produccién de los mensajeros intracelulares. Por el contrario, los receptores
ionotropicos de glutamato (iGIuR) forman un canal catiénico con diferente selectividad idnica
segun el tipo de receptor, son permeables a sodio, potasio y en ocasiones a Ca?*. En funcion
del agonista que produce la activacion de éstos con mayor afinidad, los receptores
ionotropicos de glutamato se han clasificado en tres tipos: receptores de NMDA, receptores
de AMPA y receptores de kainato. Actualmente esta bien establecido que la activacion de los
receptores a kainato (KAR) situados en la parte presinaptica de los contactos excitadores
puede producir una depresion de la liberacion del neurotransmisor glutamato. La mayoria de
los estudios del efecto del kainato sobre la transmision glutamatérgica se han llevado a cabo
en el hipocampo, siendo esta parte del cerebro donde mejor se conoce la funcién de estos
receptores, concretamente se han estudiado las sinapsis establecidas entre las neuronas
piramidales de CA3 y CA1 por las colaterales de Schaffer y la establecida entre los axones
de las células granulosas del giro dentado (fibras musgosas) y las dendritas proximales de

las neuronas piramidales de CA3 (Rodriguez-Moreno, 2003-2006).

El hipocampo es una importante regién del cerebro tanto de los seres humanos como de los
mamiferos en general, y desempena un papel importante en la memoria a largo plazo como
en la navegacion espacial. Forma parte del sistema limbico, se encuentra localizado en la

parte medial e interna del |6bulo temporal bajo la superficie cortical. A su vez, forma parte del
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conjunto de regiones las cuales en conjunto dan lugar a la formacion hipocampica (FH). En
cuanto a la localizacién anatomica de la FH de la rata, ésta es una estructura elongada,
bilateral y prominente que mide aproximadamente 1.2 cm y se localiza en el I6bulo temporal.
Su ubicacion obedece a dos ejes: el longitudinal, en forma de “C”, limitandose rostro-
dorsalmente con el septum y pasando por detras y a lo largo del diencéfalo (este gran eje
corre en direccion septo-temporal), y el eje transversal, que es donde se encuentra el giro
dentado en su extremo proximal y el surco rinal en el extremo distal. El hipocampo se pliega
hacia arriba y hacia adentro en la porcion interna de la corteza temporal para formar la
superficie ventral del asta anterior del ventriculo lateral. Un extremo limita con los nucleos
amigdalinos y uno de sus bordes se fusiona con la circunvolucion parahipocampica, que
forma la corteza de la superficie ventromedial del I6bulo temporal. Segun la profundidad, a

las regiones mas cercanas a la pia se les denomina superficiales y a las mas cercanas al

ventriculo, profundas (Paxinos, 1995) (Figura 1).
CAZ2

CcA4a

EJE
LONGITUDINAL

¢ — — — -

EJE
TRANSVERSAL

Rinal &

Figura 1. Ubicacion de la Formacion Hipocampica donde se muestran los ejes longitudinal y transversal, asi como los limites
Septal, Giro dentado, Surco Rinal y Lébulo temporal de la Formacién Hipocampica de la rata hembra (Modificado de
Andersen et al , 2007 y Larriva ,2002).
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A su vez, la FH tiene un conjunto de regiones relacionadas entre si que comprenden un
complejo sistema constituido por seis areas citoarquitectonicamente distintas: 1) giro dentado
(GD), 2) hipocampo (CA1, CA2, CA3, CA4), 3) subiculo, 4) presubiculo, 5) parasubiculo y 6)
corteza entorrinal. El criterio para incluirlas dentro de la FH es que todas estas regiones
estan ligadas una con la otra por una larga proyeccion unidireccional (Paxinos, 1995) (Figura
2A).

A l‘

EC

Via
perforantey/ X3

Figura 2A. Regionalizacion de la FH de la rata (1) Giro Dentado (GD), 2) Hipocampo (CA1, CA2, CA3, CA4), 3) Subiculo
(Sub), 4) Presubiculo (Pre), 5) Parasubiculo (Para) y 6) Corteza Entorrinal (EC) (Modificado de Andersen et al , 2007 y
Larriva, 2002).

Las diferentes regiones contienen una capa de neuronas principales (piramidales o
granulares) denominadas neuronas de proyeccion o Golgi tipo | y las interneuronas locales o
Golgi tipo Il, que son muy numerosas. La distribucion celular y la organizacion de las
interconexiones hipocampales es laminar (estratos) y unidireccional teniendo como origen a
la corteza entorrinal. En cuanto a las principales conexiones de la FH, la principal es por la
via del patrén perforante medial (PPM) cuyos axones provienen de las capas IlI/IV de la
corteza entorrinal (CE) y hacen conexiones con el giro dentado GD y las células piramidales
del area CA3, mismas que también reciben la entrada proveniente de las fibras musgosas
(MF), cuyo origen son las células granulares del GD. Las células piramidales de CA3 envian
axones via las colaterales de Schaffer hacia el area CA1, la cual también recibe axones del
patron perforante lateral (PPL) mismos que provienen de la corteza entorrinal pero en este

caso de la capa lll. Los axones de las células de esta capa se dirigen hacia el subiculum
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(Sub), el cual envia axones de regreso hacia la corteza entorrinal lateral (LEC) y medial
(MEC) (Kandel et al., 2000)(Figura 2B).

B
Proximal s Eje transversal - Distal
}igr:s \Ctheﬁlf? = \ | ‘S
musgpsas Sch r
* o < < Y
DG CAZ (A2 A Sub Fre |[Para EC
Te
Via perforante |
Figura 2B. Conexiones de la FH: Fibras musgosas, Colaterales de Shaffer y Via perforante. (Modificado de Andersen et
al., 2007).

Anteriormente se le llamaba hipocampo a toda la FH, ahora se conoce por hipocampo al Asta
de Ammon o Cornu Ammonis (CA), subdivision de la FH que se divide a su vez en cuatro
areas que contienen células piramidales (CA1, CA2, CA3). El Giro Dentado (GD) comprende
tres capas celulares: granular, polimérficas (donde se incluye a CA4) y molecular (Larriva,
2002. Andersen et al., 2007). Una de las caracteristicas principales del hipocampo es que
mayormente todas sus neuronas poseen receptores excitatorios cuya afinidad es
principalmente por glutamato (Krishnan, et al. 2003). Hoy en dia se conocen diversos
agonistas del glutamato; el AK es ampliamente usado para inducir lesion o actividad tipo
epilepsia. EI AK es 50 veces mas potente que el glutamato mismo y su inyeccion
intracerebral produce la destruccidon selectiva de cuerpos neuronales, dafos
electrofisioldgicos y conductuales (Lee, y Choi, 1992). Este tipo de efectos neurotéxicos se
emplean a nivel experimental para inducir lesiones en los sistemas de los cuales queremos
ver su funcion. Diversos estudios han reportado la susceptibilidad del hipocampo tras la
administracion en particular en las areas CA1, CA3 y GD (Leef, et al. 1996. Lerma, J et
al.1997. Leuner, et al. 2007).

El AK es un potente convulsivo estructuralmente conectado con el glutamato y posee
propiedades tanto neuroexcitatorias como neurotéxicas. Cuando se administra AK
directamente en el cerebro de ratas, se observa la destruccion preferente de las células
piramidales del hipocampo en el area CA3. Estos datos mostraron que el AK esta al menos

parcialmente relacionado con la destruccion de las células piramidales de los circuitos
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hipocampales (Nadler, 1980). ElI AK es uno de los modelos de excitotoxicidad mas utilizados
en animales adultos ya que provocan dafio en las neuronas piramidales del hipocampo y en
la regién hilar. El dafio depende de la dosis, la cepa y la especie del animal; pero el resultado
es la muerte de las neuronas en las regiones vulnerables, la proliferacion de astrocitos y el
aumento de las otras células gliales (Schwob, 1980; Sperk, 1985). Uno de los primeros
cambios que ocurren en el hipocampo después de la administracion de AK es la induccion de
ARN mensajero (ARNm) y la expresion de proteinas de choque térmico de diferentes pesos
moleculares (HSP27, HSP70 y HSP72). Esta ultima se expresa constitutivamente en el
cerebro de los mamiferos, y se sobreexpresa en las poblaciones neuronales sensibles del
hipocampo (Anguelova et al., 2000). La expresion de estas proteinas parece prevenir el
plegamiento anormal de proteinas de nueva sintesis en las poblaciones vulnerables al AK.
Durante las dos semanas siguientes a la administracion, esas proteinas se transportan por el
arbol dendritico y a lo largo de los axones hacia las zonas mas distales. La HSP70 y la
HSP72 tienen una funcidén protectora, aunque no consiguen rescatar a las células de la
muerte excitotoxica. La sobreexpresion de HSP27 y HSP70 in vivo protege del dafo
excitotdéxico, mientras los niveles excesivamente altos de la HSP72 pueden ser nocivos para
las células (Anguelova, et al. 2000; Valentim, et al. 2001; Planas, et al. 1995-1997, Yenari, et
al. 1998). Luego de tres a cinco horas de la inyeccion de AK también se induce la sintesis de
ARNm y la sobre-expresion de las proteinas cFos y cJun en las regiones vulnerables del
hipocampo y en el giro dentado (Pozas, 1997). La inmunoreactividad contra cFos decrece a
las seis horas en el giro dentado, pero permanece alta en el hipocampo. Ello sugiere que la
muerte celular puede asociarse con los altos niveles de cFos. Ademas, el incremento
prolongado de cFos no tiene un caracter predictivo y no es necesario para que ocurra dafio
neuronal excitotoxico. También se ha observado un aumento de la expresion de cJun en el
hipocampo y en la circunvolucién dentada. El significativo aumento de los niveles de cJun es
contradictorio ya que se considera marcador de la muerte celular retardada, secundaria a
crisis epilépticas, o como posible marcador de supervivencia neuronal frente a dano
excitotoxico (Gass, et al.1995; Kasof, et al, 1995; Pozas, et al. 1997; Lorigados et al. 2013).
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11.3 LACTANCIA COMO MODELO DE NEUROPROTECCION ANTE DANO
EXCITOTOXICO

La maternidad, incluida la lactancia, desemboca en una serie de cambios en el cerebro
maternal los cuales incluyen modificaciones en la cognicion, la respuesta emocional y
cambios neuroendocrinos que promueven modificaciones en la conducta materna y la
produccion de leche que distinguen a una madre lactante de una hembra nulipara y que la
preparan para los desafios de la maternidad (Hillerer, et. al. 2014. Kim et al., 2010). El
periodo de los primeros meses postparto marca un tiempo critico para el desarrollo de
cambios estructurales en las regiones del cerebro implicadas en la motivacion y conducta
maternal que pueden ser importantes promotoras en la instalacién de la conducta (Kim et al.,
2010). La motivacion materna toma un papel de vital importancia en esta etapa de desarrollo
pues la hembra hace del infante el objetivo de su conducta, donde ésta sera dirigida a
promover el bienestar de la cria. Igualmente entra en juego otro proceso denominado
excitabilidad maternal, siendo éste el que a su vez determinara la conducta maternal y
proviene de la habilidad de potencializar los estimulos (positivos o negativos) para activar al
sistema nervioso central de la hembra (Melo, 2002). La conducta maternal consiste en la
expresion de una serie de patrones motores (conductas) por parte de la madre al final de la
gestacion, en el momento del parto y durante la lactancia, esto con la finalidad de proveer
calor, proteccion y nutricion a la progenie. La conducta maternal varia de acuerdo con la
especie, la movilidad y el estado de maduracion y desarrollo del infante al nacimiento. Por
ejemplo, las madres de especies cuya progenie nace inmadura (especies altriciales)
construyen un nido (roedores, lagomorfos), conducta que no ocurre en especies cuyos
infantes nacen maduros (especies precoces). La conducta maternal se ha clasificado de
acuerdo a su relacién con el parto (antes, preparto; después, post-parto), a su orientacion
hacia los objetos (construccion del nido), hacia si misma (acicalamiento) o hacia la progenie.
En general la conducta maternal post-parto en los mamiferos altriciales inicia en el momento
en el que el crio sale del canal vaginal. La madre lame el cuerpo y los genitales de los crios,
ingiere la placenta, los acarrea con el hocico, emite vociferaciones de baja intensidad y
adopta la postura de amamantamiento para alimentarlos. A partir de ese dia y hasta el
destete, ella los cuida y los amamanta frecuentemente (Melo, 2002).
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En cuanto a los cambios neurales, durante la maternidad se da la combinacion de factores
hormonales, sensoriales y exteroceptivos, la experiencia maternal en el periparto activa
multiples sistemas cerebrales que regulan la expresion de la conducta maternal. En los
mamiferos existen al menos dos sistemas neurales antagonistas, uno excitatorio y otro
inhibitorio. El balance entre ellos determina el nivel de motivacion maternal y, por ende, la
expresion o no de la conducta materna (CM). En las hembras virgenes, el sistema inhibitorio
es mas potente y causa la aversidon y rechazo hacia los crios recién nacidos; en cambio, al
final de la gestacion y al parto, la balanza favorece al sistema excitatorio y el temor se
transforma en atraccién. Las areas neurales involucradas en este sistema son: el area
predptica medial, el nucleo del lecho de la estria terminal y sus proyecciones eferentes hacia
la corteza motora y hacia areas del tallo cerebral. El sistema inhibitorio, por otra parte,
comprende al sistema limbico; bulbos olfatorios, amigdala (parte medial y cortical), corteza

cingulada, e hipocampo (Melo, 2002).

La respuesta materna se ve influida por varios cambios de tipo hormonal:

1. Cambios hormonales al final de la gestacién y durante la lactancia: En la rata, la
coneja y los primates, las concentraciones en plasma de estradiol (E), prolactina (PRL)
y oxitocina (OXI) se encuentran bajos durante la mayor parte de la gestacion y se
incrementa subitamente poco antes del parto. En contraste, los niveles de
progesterona (P) son altos durante la gestacion y declinan drasticamente dias antes
del parto. Durante la lactancia, los valores de E y P se mantienen bajos y los de OXI y
PRL aumentan después de cada amamantamiento.

2. Correlacion hormonal con responsividad materna: Los factores hormonales
desempefan una funcion esencial en el inicio de la conducta maternal. Asi, la
disminucion en los valores plasmaticos de P y el incremento de E y PRL al final de la
gestacion, estimulan el inicio de la conducta maternal al incrementar la excitabilidad
maternal y la atraccion hacia el olor de los crios, y disminuir la aversion y el miedo

hacia los estimulos novedosos que proveen los crios.
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Ademas, estos cambios favorecen la retencién de la experiencia maternal durante el parto y
poco después del mismo. De hecho, se ha demostrado una correlacion positiva entre los

cambios hormonales y la expresion de la conducta maternal (Melo, 2002).

En cuanto al estimulo de la succion, el hecho de proporcionar leche para alimentar a sus
crias es una tremenda fuga de energia en las hembras de los mamiferos. Ante esta demanda
se presenta la mediacién de multiples mecanismos dependientes de hormonas tanto en el
tejido periférico como en el cerebro, que conservan los nutrientes para la produccion de leche
y facilitan el aumento en la ingesta de alimentos. Ademas, el balance energético negativo
asociado con la entrega de la leche en si da lugar a cambios en las vias centrales que
controlan el metabolismo que impulsan el aumento en la ingesta de alimentos. Por lo tanto, la
lactancia exitosa depende de la capacidad de la madre para obtener y convertir
adecuadamente alimentos suficientes para proporcionar suficiente leche y también en su
respuesta ante los cambios de necesidades de la cria. En el caso de la rata hembra puede
producir 75 g de leche al dia para nutrir una camada de un promedio de ocho crias. Esto
resulta en una gran demanda pues se asocia a la duplicacién de la tasa metabdlica de la
madre, la cual inicia con un aumento de las reservas de grasa materna durante el embarazo
y una adaptacion de algunas encimas para aumentar la absorcién de Ca®". Asi, cuando la
demanda de la produccion de leche se presenta después del parto, la madre esta equipada
con un depdsito de grasa y Ca?*, los cuales son movilizados para compensar el costo
energético de la lactancia (Woodside, 2014). Bajo estos constantes cambios morfoldgicos y
funcionales que ocurren en la hembra para hacer frente a todas estas demandas, se ha

encontrado que manifiestan una notable resistencia ante el dafio excitotdxico.

La excitotoxicidad se refiere a la muerte neuronal provocada por la activacion sostenida de
receptores de aminoacidos. El neurotransmisor excitatorio principal en el cerebro y la médula
espinal es el acido glutamico. Un trauma en el sistema nervioso central causa una elevacién
en los niveles locales de glutamato extracelular hasta ocho veces la concentracidon normal.
La excitotoxicidad por glutamato mediada por los receptores de AMPA/kainato dafa no solo
a las neuronas, sino a las células productoras de mielina del sistema nervioso central, los

oligodendrocitos (McDonald et al., 1998). Se entiende el papel sumamente importante del
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mecanismo de excitotoxicidad en la contribucidén a la neurodegeneracion durante la isquemia,
el trauma y otros desérdenes neuroldgicos en el SNC (Sattler et al., 2001). Se ha observado
que durante el embarazo se disminuye la frecuencia de las convulsiones recurrentes
espontaneas en ratas con lesiones de AK en el hipocampo, y se reduce la union de
glutamato y receptores de kainato (Berzaghi et al., 1987). Dado que se sabe que el estrés o
la presencia de niveles elevados de cortisol exacerban una lesion con AK, al considerarse a
la lactancia como un estado de hipercortisolemia pareceria que el cerebro materno seria mas
vulnerable al dafio excitotoxico. Sin embargo, esto no es asi pues los niveles de hormonas
ovaricas que fluctuan durante el embarazo y la lactancia como estrégenos y progesterona
pueden tener acciones protectoras. También, los niveles de prolactina se incrementan
preparando a la madre para la lactancia. Recientemente se ha reportado que la lactancia
protege las regiones CA1, CA3 y el hilus del giro dentado del hipocampo dorsal de la rata
ante el dafo causado por administracion sistémica de AK (Vanoye-Carlo et al., 2008), en
comparacidén con ratas virgenes. La mayoria de las areas del hipocampo dorsal se ven
afectadas por la administracion de kainato en ratas durante el periodo diestro en especifico
en CA1 y giro dentado y en menor grado en CA3, mientras que en las ratas lactantes sélo se
observaron alteraciones de menor grado en la regién CA3 y sélo con una dosis alta de AK.
Dado que se reduce la afinidad de receptores glutamatérgicos tipo kainato durante el
embarazo y la lactancia, esto explicaria la menor sensibilidad ante el AK durante este
periodo. Sin embargo, el efecto neuroprotector de la lactancia se deriva del papel que juegan
las hormonas esteroideas como la P y los estrégenos, proteicas como PRL y OXI (Morales,
2011). Ademas, se desconoce el papel que la succién tiene en este proceso de proteccion,
esto es, si el establecimiento de la lactancia es crucial para que se presente la

neuroproteccion en el hipocampo.
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I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la lactancia se originan cambios o adaptaciones en la hembra, tanto fisiolégicos
como emocionales y conductuales, los cuales favorecen a que la madre se adapte
rapidamente a la demanda de cuidados y alimento de las crias. Por ello, la hembra tiene que

redirigir sus recursos para satisfacer esta demanda asi como sus propias necesidades.

Previamente se ha referido la presencia de neuroproteccién ante un dafio excitotoxico
producido por AK durante la lactancia en ratas hembras madres, con respecto a ratas
virgenes. Por lo cual se plante6 la siguiente problematica: ¢Existe un mayor efecto
neuroprotector al inicio de la lactancia? ;Es crucial el establecimiento de la lactancia para
que se presente la neuroproteccion ante el AK? y ;De qué manera el efecto protector de la

lactancia se regula por la succion y otros estimulos provenientes de las crias?

IV JUSTIFICACION

La experiencia reproductiva ocasiona diversas adaptaciones morfolégicas, cognitivas,
funcionales y conductuales en el cerebro de la madre. Esta serie de mecanismos necesarios
que permiten satisfacer la demanda de la reproduccién, preservar a la camada, inducir la
expresion de la conducta maternal y la produccion de leche representan un modelo natural
para el estudio de los procesos de plasticidad neuronal. En los ultimos afos, se ha
documentado acerca de la existencia de un efecto neuroprotector ante la neurodegeneracion
mediada por la neurotoxicidad del AK en las areas CA1, CA3 y CA4 en el hipocampo de la
rata hembra, por lo cual se buscé investigar con mayor detalle si este efecto neuroprotector

se presenta desde los primeros dias de la lactancia y si depende del estimulo de succién.

V HIPOTESIS DE TRABAJO

1. El establecimiento de la lactancia favorecera la neuroproteccion en el hipocampo de la
rata madre.
2. El dafio inducido por AK sera mayor en ratas separadas de sus crias al inicio de la

lactancia.
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VI OBJETIVOS

VI.1 OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar si existe neuroproteccion ante la lesion producida por AK en el hipocampo
de la rata hembra en lactancia desde su fase inicial (4 dias postparto).
2. Determinar si el amamantamiento tiene influencia en la prevencion de la

neurotoxicidad provocada por el AK.

VI.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los cambios en la morfologia y densidad celular en las regiones CA1, CA3
y CA4 del hipocampo de la rata hembra.

2. Evaluar si durante los primeros dias de la lactancia existe un efecto neuroprotector
ante la neurodegeneracion producida por el AK en el hipocampo de las madres.

3. Evaluar si los cambios en la densidad celular se relacionan con mayor

neurodegeneracion.

VIl MATERIAL Y METODOS

V1.1 DISENO DE ESTUDIO

Animales: Ratas lactantes en la fase inicial de la lactancia y ratas virgenes distribuidas en

tres grupos experimentales y tres grupos control, con sus respectivos procedimientos (N=6):

1. Ratas Lactantes con crias, a las cuales se les aplica una inyeccion intraperitoneal de
AK al cuarto dia post parto.

2. Ratas Lactantes con crias, a las cuales se les aplica una inyeccion intraperitoneal de
solucion salina al cuarto dia post parto para fungir como grupo control.

3. Ratas Lactantes sin crias, a las cuales se les aplica una inyeccion intraperitoneal de
AK al cuarto dia post parto.

4. Ratas Lactantes sin crias, a las cuales se les aplica una inyeccién intraperitoneal de
Solucién salina al cuarto dia post parto para fungir como grupo control.

5. Ratas virgenes con administracion de AK.

6. Ratas virgenes con administracion de Solucion salina.
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Figura 3. Distribucién de las seis condiciones experimentales para los grupos lactantes y virgenes
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Figura 4. Disefio experimental: Esquema de aplicacion de dafo excitotoxico asi como duracién del experimento y dia de perfusion

VIl.2 UNIVERSO DE ESTUDIO

Se utilizdé un total de 24 ratas hembras lactantes y 12 ratas hembras virgenes de la cepa
Wistar con un peso aproximado entre 200-250 g, proporcionadas por el bioterio del instituto
de Neurobiologia, UNAM. Las ratas fueron mantenidas bajo ciclo L:O (12:12), encendido de
luces a las 6:00 AM, temperatura ambiente controlada (24+-2 °C), extractor de aire las 24
horas y acceso a agua y alimento ad-libitum (Rat Chow, Purina). Durante todo el

experimento, las ratas fueron alojadas en cajas de acrilico transparente de 47 cm x 25.5 cm x
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20 cm (altura). Todo el manejo de los animales y el trabajo experimental fue realizado bajo
las estrictas normas aprobadas por el Comité de Bioética del INB, UNAM y regido por las
normas internacionales para el manejo y uso de animales de laboratorio de la Nacional
Academy of Science, 2003. Se cuenta con la aprobacién del protocolo experimental por el
Comité de Bioética del INB.

VII.3 VARIABLES

Tratamientos:
1. A los sujetos de los tres grupos experimentales se les administré una inyeccion
intraperitoneal de AK (7.5 mg/kg pc) al cuarto dia post parto.
2. A los sujetos de los tres grupos control se les administré una inyeccion intraperitoneal
de solucion salina al cuarto dia post parto.
Condiciones:
1. Ratas Lactantes con crias
2. Ratas Lactantes sin crias

3. Ratas virgenes

VII.4 TECNICAS

VI.4.1 OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE TEJIDO

Todos los grupos con sus respectivas condiciones y tratamientos pasaron por los siguientes

procedimientos para obtener las muestras histoldgicas necesarias.

VII.4.1.1 PERFUSION

Después de 24 h de la administracion de AK o de solucion salina, los animales fueron
anestesiados con una dosis letal de uretano y fueron perfundidos. La perfusion se realiza via
intracardiaca, con 250 ml de solucion salina isotdnica (0.9%) seguido de 250 ml de PBS
(buffer fosfato, Sigma) con PAF (paraformaldehido, Sigma) al 4%. Posteriormente se
extrajeron los cerebros y se procedio a fijarlos en PAF 4% alrededor de un lapso de 3 h. Para
su crioproteccion, se suspendid el cerebro en PBS con un gradiente de sacarosa al 30% a lo

largo de 2 a 3 dias, manteniendo el tejido siempre en refrigeracién a 4 °C.
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VI1.4.1.2 OBTENCION DE CORTES

Se realizaron cortes coronales de 30 ym de espesor del hipocampo dorsal. Se colectaron 5
series de tejido en una caja estéril de cultivo (Costar; 5x5 pozos) a modo de tener una serie
representativa del hipocampo dorsal en cada hilera de la caja. Los cortes fueron
almacenados en una solucién crioprotectora (600 ml de etilenglicol, Fisher Scientific; 300 g
de sacarosa, Sigma; 500 ml de PBS, y 500 ml de H20O desionizada). Los cortes de tejido se
mantuvieron a -20 °C hasta el momento de su utilizaciéon para las técnicas de histologia
(Figura 5).
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Figura 5. Obtencion y almacenamiento del tejido. Orden de colocacién de los cortes del hipocampo dorsal en caja de cultivo,
luego de colectar los cortes se mantuvieron a -20 °C hasta su procesamiento para los diferentes protocolos experimentales:
Tincién de Nissl (NISSL) y Floro Jade C (FJC) .

VI1.4.2 PROTOCOLOS DE HISTOLOGIA

Se empled la tincién de NISSL ya que el colorante empleado en este método se une a las
proteinas de los ribosomas y de esta manera permite la tincion de las células. Esta tincion
permite visualizar si las células presentan edema lo que es caracteristico de la lesion con AK,

o si hay pérdida celular en las diferentes areas del hipocampo.
También se empled el marcaje por Fluoro-Jade C ya que es un colorante derivado de la

fluoresceina y permite identificar células en degeneracion en tejido nervioso

independientemente de que la via de muerte sea apoptosis o necrosis.
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VI1.4.2.1 TINCION DE NISSL

El protocolo consistié en el siguiente tren de tincién: 1) Lavado con PBS. 2) Montaje sobre
portaobjetos, 3) Secado a temperatura ambiente, 4) Lavado con H20D, 5) Deshidratacion
paulatina en gradientes de concentracion creciente de etanol (50%, 70%, 95%, 100%), 6)
Aclarado con xileno, 7) Rehidratacion paulatina del tejido en gradiente de concentracion
decreciente de etanol (100%, 95%, 70% y 50%), 8) Lavado con H20D, 9) Tenido en una
solucion de Violeta de cresilo (tionina) (0.25%) durante 10 minutos en agitador en una
velocidad de 90 rpm, 10) Enjuague con H20D durante un minuto, 11) Lavado con H20D
durante 3 minutos, 12) Deshidratacion paulatina en gradientes de concentracion creciente de
etanol (50%, 70%, 95%, 100%), 13) Aclarado con xileno durante 5 minutos, 14) Segundo

aclarado en Xileno durante 5 minutos, 15) Aplicacion de cubierta de la muestra con resina.

Vil.4.2.2 MARCADOR DE MUERTE CELULAR FLUORO JADE C

De las rebanadas previamente colectadas se usaron las pertenecientes a la 22 serie de cada
sujeto y se seleccionaron so6lo las rebanadas con referencia al hipocampo. El protocolo

consistido en someter al tejido a los siguientes pasos:

Se realizaron tres lavados en KPBS durante 10 minutos, cada uno para eliminar cualquier
exceso de anticongelante. Una vez lavados se montaron en portaobjetos gelatinizados y se
dejo secar por un periodo de 7-10 dias para dar paso al tren de soluciones el cual consistid
en: 1) Deshidratar en NaOH durante 5 minutos, 2) Deshidratar en EtOH al 70% durante 2
minutos, 3) Enjuagar con DH20 en 30 segundos, 4) Bloquear con KMn4 durante 10 minutos
en agitacion, 5) Enjuagar en DH20 durante 2 minutos, 6) Tedir en la solucion de trabajo
durante 20 minutos en agitacion teniendo el recipiente bien tapado (FluoroJade C a una
concentracion de 0.1 g), 7) Lavar 3 veces en DH20O durante 5 minutos por cada lavado, 8)
Secar en la parrilla durante un periodo de 1 hora cubriendo con aluminio, 9) Deshidratar en

xileno durante 1 minuto, 10) Aplicacion de cubierta de la muestra con resina
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Figura 6. Procesamiento del tejido. Sucesion de pasos a los que se sometio el tejido a partir de la introduccion de la
lesién excitotoxica hasta la aplicacion de la técnica histologia de Nissl y la marcacion para degeneracion de Fluoro Jade

C para obtener la cuantificacion de células y el conteo de pixeles.

VIl DISENO ESTADISTICO

Se empled el programa estadistico Graph Pad PRISM procediendo a aplicar la prueba
estadistica ANOVA de dos vias seguida de la prueba de comparacién multiple Bonferroni,
para cada una de las condiciones experimentales (LACT-SS/SC, LACT-AK/SC, LACT-
SS/CC, LACT-AK/CC, VIRG-AK, VIRG-SS). Los resultados graficados representan el
promedio = error estandar, tomando en consideracion una p<0.05 como estadisticamente

significativa.
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VIIl.1 OBTENCION DE DATOS

VIIl.2 CUANTIFICACION CELULAR

Se obtuvieron imagenes en microscopio de campo claro de las areas hipocampales CA1,
CA3 y CA4 (Larriva, 2002) del tejido sometido a Tincion de Nissl (Figura 7, ). Se digitalizaron
las imagenes y se analizaron con el programa Image-J para contabilizar el numero de células
tefidas. Por cada area hipocampal se establecid una regién representativa (region de
interés= ROI) en donde se cuantifico el numero de células tefidas (Figura 7, Il). Por cada
sujeto se sacaron entre 8 y 10 imagenes, mismas que corresponden a un corte coronal cada
una. Esto con el objetivo principal de determinar si el establecimiento de la lactancia
favorecera la existencia de neuroproteccion en el hipocampo de la rata hembra en el estadio
temprano de la lactancia.

(:P g - NUMERO DE CELULAS \: : _

T,

CA1

Figura 7. Areas hipocampales estudiadas. (I) Corte coronal del hipocampo dorsal de 30 ym que muestra
las tres regiones de interés estudiadas. (Il) Ampliacion a Campo Claro de una de las tres areas analizadas,
en la cual se observa la dimension de la region de interés (ROI), en donde se cuantificé el nimero de células.

Todas las imagenes fueron procesadas mediante el software Image-J.

VIII.3 CONTEO DE PIXELES

En el caso del Fluoro-Jade C, se obtuvieron imagenes en microscopio de fluorescencia de
las areas hipocampales CA1, CA3 y CA4. Se digitalizaron las imagenes y se analizaron con
el programa Image-J para contabilizar en la tincién fluorescente obtenida para este protocolo

se obtuvo el numero de pixeles por ROI de cada una de las areas de interés (Figura 8)
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Figura 8. Ejemplificacion de areas analizadas. Corte coronal del hipocampo dorsal, fotografia

tomada con un objetivo de 20x en la cual se observa el marcaje por Fluoro Jade C (Izq- SS, Der-AK).
Todas las imagenes fueron procesadas mediante el software Image-J. La flecha blanca en la imagen
de la derecha sefiala las células tefiidas, lo cual representa degeneracion neuronal, contrastando con la

no tincién de células en la imagen de la izquierda.

VIIl.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos colectados fueron procesados por animal y por grupo experimental. Se utilizé el
programa estadistico Graph Pad PRISM y se aplicod la prueba estadistica ANOVA de dos
vias seguida de la prueba de comparacion multiple Bonferroni, para cada una de las
condiciones experimentales (LACT-SS/SC, LACT-AK/SC, LACT-SS/CC, LACT-AK/CC,
VIRG-AK, VIRG-SS). Las graficas representan el promedio + error estandar, una p<0.05 se

considera estadisticamente significativa.
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IX. RESULTADOS

IX.1 DETERMINACION DE LA PERDIDA CELULAR POR TINCION DE NISSL

El conteo realizado sobre las imagenes obtenidas con la técnica histologica de Nissl reveld
que la administracion sistémica de AK indujo una clara degeneracidén en el hipocampo de
ratas virgenes. Este efecto no fue observado en ratas postparto con crias o sin crias (Figura
9), mientras que la comparacion del grupo LACT-AK-CC con LACT-AK-SC mostréo una
diferencia significativa (P = 0.04), siendo ésta la unica destacable y correspondiente al area
CA1 en los grupos con condicién lactante. En cuanto a la comparacion de los grupos de
condicion lactante (LACT-SS-CC, LACT-SS-SC, LACT-AK-CC, LACT-AK-SC) con las
hembras virgenes (VKA, VSS), se encontroé una presencia mayor del numero total de células
piramidales en los cuatro grupos de ratas lactantes. También se puede observar que la
pérdida de numero celular por administracion de AK resultdé ser minima en las lactantes, sin
significancia estadistica entre los grupos LACT-SS-CC con respecto a LACT-AK-CC, y
LACT-SS-SC con respecto a LACT-AK-SC (Figura 9).

Por otro lado, se pueden observar diferencias morfolégicas en las células piramidales de las
areas CA1, CA3 y CA4 de las ratas hembras lactantes frente a las ratas virgenes, tanto en
aquéllas con administracion de AK como las administradas con solucion salina (Figura 9-12).
Estas diferencias nos indican que durante la lactancia temprana, el cerebro materno se
encuentra blindado por un efecto de proteccion neuronal y que en este caso se encuentra
ejerciendo su efecto neuroprotector en el hipocampo dorsal, amortiguando el dafo
excitotéxico de manera independiente de la succidn y del establecimiento de la lactancia.
(Figuras 10, 11, 12).
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Figura 9. Tincién de Nissl. Cuantificacién del numero de células por regién de interés (ROI) en las areas
hipocampales CA1, CA3 y CA4 de los tres grupos experimentales y tres grupos control con su respectivo
tratamiento (LACT-CC-AK, LACT-CC-SAL, LACT-SC-AK, LACT-SC-SAL, VIRG-AK, VIRG-SAL), en todos los
grupos (Lactantes y Virgenes, N=6). Nivel de significancia: * P<0.05 y *** P<0.001.
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CA1l
LACTANTES CON CRIAS LACTANTES SIN CRIAS VIRGENES

KA
SAL
Figura 10 Tincion de Nissl de los grupos Lactantes y Virgenes con su respectivo tratamiento (AK, SAL).
Fotografias digitales capturadas en microscopio de campo claro del area hipocampales CA1, que muestra la
histologia gruesa de las condiciones experimentales y sus controles. Amplificacién: 20X. Barra de escala = 50 um .
La flecha sefialan el cambio morfolégico en las células piramidales de las ratas virgenes contrastando con las de
las ratas lactantes, asi como el cambio observado entre aquellas tratadas con AK ante las salinas
CA3
LACTANTES CON CRIAS LACTANTES SIN CRIAS VIRGENES
KA
SAL

Figura 11 Tincién de Nissl de los grupos “Lactantes” y “Virgenes” con su respectivo tratamiento (AK, SAL).
Fotografias digitales capturadas en microscopio de campo claro del area hipocampales CA3, que muestra la
histologia gruesa de las condiciones experimentales y sus controles. Amplificaciéon: 20X. Barra de escala = 50 uym
La flecha sefialan el cambio morfolégico en las células piramidales de las ratas virgenes contrastando con las de
las ratas lactantes, asi como el cambio observado entre aquellas tratadas con AK ante las salinas
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Figura 12. Tincién de Nissl de los grupos Lactantes y Virgenes con su respectivo tratamiento (AK, SAL).
Fotografias digitales capturadas en microscopio de campo claro del area hipocampales CA4, que muestra la
histologia gruesa de las condiciones experimentales y sus controles. Amplificacién: 20X. Barra de escala = 50 um.
La flecha sefiala el cambio morfolégico en las células piramidales de las ratas virgenes contrastando con las de las

ratas lactantes, asi como el cambio observado entre aquellas tratadas con AK ante las salinas
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IX.2 MARCAJE DE NEURODEGENERACION CON FLUORO JADE C

Los resultados de esta técnica histolégica mostraron concordancia respecto a los datos
obtenidos por Nissl, aunque l|a administracion de AK fue efectiva al inducir
neurodegeneracion en el hipocampo dorsal en los tres grupos experimentales: LACT-AK-CC,
LACT-AK-SC, VAK (Figura 13). Se observé mayor sobrevivencia celular en los grupos de
condicion lactante en las tres areas del hipocampo analizadas en: LACT-SS-CC, LACT-SS-
SC, LACT-AK-CC, LACT-AK-SC, con respecto a los grupos de ratas hembras virgenes (VAK,
VSS) (Figuras 14, 15, 16). Esto muestra que el efecto de prevencion de dafio degenerativo
en el hipocampo dorsal de la rata hembra es mas evidente desde el inicio de la lactancia.
Tomando en cuenta las diferencias entre los grupos experimentales (LACT-AK-CC, LACT-
AK-SC), los resultados sugieren que no se requiere el establecimiento de la lactancia para la
manifestacion del efecto neuroprotector de la condicién lactante, lo que también sugiere que

este efecto de resistencia ante la lesion esta presente desde el embarazo.
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Figura 13. Marcaje con Fluoro-Jade C. Cuantificacion del nimero de pixeles por regiéon de interés (ROI) en las
areas hipocampales CA1, CA3 y CA4 de los tres grupos experimentales y tres grupos control con su respectivo
tratamiento (LACT-CC-AK, LACT-CC-SAL, LACT-SC-AK, LACT-SC-SAL, VIRG-AK, VIRG-SAL), en todos los
grupos (Lactantes y Virgenes). Nivel de significancia: * P<0.05, ** P<0.01y *** P<0.001.
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KA

SAL

CAl
LACTANTES CON CRIAS LACTANTES SIN CRIAS VIRGENES

Figura 14. Marcaje con Fluoro-Jade C de los grupos “Lactantes” y “Virgenes” con su respectivo tratamiento (AK,

SAL). Fotografias digitales capturadas en microscopio de campo claro del area hipocampales CA1, que muestra
células en proceso degenerativo de las condiciones experimentales y sus controles. Amplificacién: 20X. Barra de

escala = 50 um

CA3
LACTANTES CON CRIAS LACTANTES SIN CRIAS VIRGENES

Figura 15. Marcaje con Fluoro-Jade C de los grupos “Lactantes” y “Virgenes” con su respectivo tratamiento (AK,

SAL). Fotografias digitales capturadas en microscopio de campo claro del area hipocampales CA3, que muestra

células en proceso degenerativo de las condiciones experimentales y sus controles. 20x. Barra de escala = 50 ym
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LACTANTES CON CRIAS LACTANTES SIN CRIAS VIRGENES
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Figura 16. Marcaje con Fluoro-Jade C de los grupos Lactantes y Virgenes con su respectivo tratamiento (AK,
SAL). Fotografias digitales capturadas en microscopio de campo claro del area hipocampales CA3, que muestra
células en proceso degenerativo de las condiciones experimentales y sus controles. Amplificacién: 20x. Barra de

escala = 50 um
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X. DISCUSION

En el presente estudio se determind el papel neuroprotector de la lactancia en madres
expuestas a agentes neurotdéxicos al inicio de la lactancia y se observd que el
establecimiento de la lactancia no es necesario para la proteccion neuronal natural en el
hipocampo dorsal por excitotoxicidad mediada por la administracion de AK. Durante la
lactancia se producen una serie de cambios o adaptaciones en el cerebro de la madre que
favorecen su adaptacion para poder hacer frente a la demanda que la maternidad
representa. Esta adaptacién se encuentra mediada por cambios morfolégicos y funcionales
que indican la plasticidad cerebral de la madre. Se ha observado la presencia de un efecto
neuroprotector durante el periodo de lactancia el cual disminuye la sensibilidad en el
hipocampo dorsal de la rata hembra a la accidén dafiina de AK, en comparacién con las ratas
virgenes. En el presente trabajo, se amplio el analisis sobre los efectos protectores
observados durante la lactancia de la rata, sobre todo, acerca de la proteccién conferida a la
madre en los inicios de la lactancia. Este aspecto es interesante ya que no se conoce si este
efecto se presenta desde el embarazo y si es importante el establecimiento de la lactancia. El
esquema experimental se eligié tomando en cuenta la experiencia materna mas cercana al
parto; se estudiaron ratas en los dias inmediatos al postparto en dos condiciones diferentes:
ratas con el establecimiento de la lactancia y el mantenimiento de las crias, y ratas que
tuvieron la separacion de las crias al nacer para asi evitar la estimulacion de la succion y el

amamantamiento.

Estudios de nuestro grupo han descrito un efecto neuroprotector demostrando que la
lactancia conlleva la proteccion neuronal del hipocampo dorsal ante el dafio selectivo por
excitotoxicidad dada por AK (Morales, 2011). Se ha propuesto que son las hormonas las que
estan ejerciendo un efecto protector ya que durante la lactancia se presentan altos niveles
hormonales, principalmente en hormonas como la PRL, OXI, P y estrégenos entre otras. Este
complejo hormonal puede generar acciones protectoras actuando a nivel de las neuronas y
en general, sus acciones dan como resultado la reestructuracion del cerebro materno durante
este periodo. Las hormonas que principalmente generan estos efectos neuroprotectores en la
lactancia son la prolactina y las hormonas ovaricas (estrégenos y progesterona) pues

favorecen la supervivencia neuronal. Durante la lactancia se observa que los niveles de
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prolactina se mantienen elevados como respuesta a la estimulacion de las crias y, a su vez,
también ha mostrado tener efectos neuroprotectores contra el dafio excitotoxico por AK. En
nuestros resultados la neuroproteccion esta presente desde el dia 1 de lactancia y se
mantiene aun cuando no hay amamantamiento, por lo que podemos pensar que esta
proteccion esta presente desde el embarazo y que la exposicién a las hormonas durante el
embarazo hacen que se presente este efecto protector. Las hipotesis que planteamos
originalmente son que el establecimiento de la lactancia favoreceria la neuroproteccion en el
hipocampo de la rata madre y por ello el dafo inducido por AK seria mayor en ratas
separadas de sus crias al inicio de la lactancia. Sin embargo, los resultados obtenidos
muestran lo contrario, por lo que al parecer, son las hormonas y no la estimulacion dada por

la succion la que esta favoreciendo la neuroproteccion.

Al respecto, se sabe que el tratamiento con PRL, administrada de manera preventiva a una
lesion con AK disminuye la magnitud de la lesion y la respuesta glial (Tejadilla et al., 2010).
Actualmente, también se sabe que la aplicacion de PRL después a la lesion también es
efectiva en disminuir el dano pero solamente en el area CA1 (Morales, Reyes-Mendoza J,
2014).

En sintesis, este trabajo de tesis muestra claramente el efecto de neuroproteccion que la
lactancia confiere a la madre y que la lactancia es un modelo efectivo y natural de resistencia
ante la lesién inducida por acido kainico, evidenciando que este efecto se presenta desde los
primeros dias post-parto y de manera independiente del amamantamiento, por lo que podria
existir desde el embarazo. Es interesante ahondar en futuras investigaciones mas acerca de
este mecanismo de neuroproteccidon que como se ha mencionado es posiblemente mediada

por la hormona prolactina y las hormonas ovaricas.
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Xl. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en esta tesis muestran que la neuroproteccion ante acido kainico
se presenta desde el inicio de la lactancia. Se observé una disminucion a la sensibilidad en el
hipocampo de las ratas hembras lactantes ante la accién dafina del acido kainico en
comparacién con las ratas hembras virgenes. Estas diferencias nos indican que, durante la
lactancia temprana, el cerebro de la madre se encuentra blindado por un efecto de proteccion

neuronal en el hipocampo dorsal amortiguando el dafio excitotoxico.

Por otro lado, cabe destacar que esta resistencia ante la lesidn por excitotoxicidad resulté ser
independiente de la succidn o el establecimiento de la lactancia. Entonces, este proceso bien
puede estar presente desde el embarazo, hecho que resulta interesante y podria ser

abordado en investigaciones futuras.
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ANEXO I: INDICE DE ABREVIATURAS

AK: Acido Kainico

Ca?": CALCIO

CA: Cornus Ammonis 6 Asta de Ammon

CE: Corteza Entorrinal

CM: Conducta Materna

E: Estradiol

FH: Formacion Hipocampica

GH: Giro Dentado

iGluR: Receptores ionotropicos de glutamato

KAR: Receptores a Kainato

LACT-AK-CC: Ratas Lactantes en Condicion de Acido Kainico con Crias.
LACT-AK-SC: Ratas Lactantes en Condicion de Acido Kainico sin Crias.
LEC: Corteza Entorrinal Lateral

LACT-SS-CC: Ratas Lactantes en Condicién de Solucion Salina con Crias.
LACT-SS-SC: Ratas Lactantes en Condicion de Solucion Salina sin Crias.
MEC: Corteza Entorrinal Medial

O: Oxitocina

P: Progesterona

PPM: Patrén Perforante Medial

PPL: Patrén Perforante Lateral

PRL: Prolactina

SNC: Sistema Nervioso Central

Sub: Subiculum

VAK Ratas: Virgenes en Condicién de Acido Kainico con Crias.

VSS Ratas: Virgenes en Condicion de Solucién Salina sin Crias.
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