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Todas las voces muertas,  
hacen un ruido de alas, 

de hojas,  
de arena,  
de hojas 

hablan por todas a la vez,  
cada cual para sí, 

más bien cuchichean, 
 murmuran,  

susurran,  
murmuran 

¿qué dicen?,  
hablan de su vida, 

no les basta haber vivido, 
necesitan hablar de ella, 

no les basta con estar muertas, 
no es suficiente, 

producen un ruido como de plumas,  
de hoja,  

de ceniza,  
de hojas… 

 
 

      Samuel Beckett 
                   (Esperando a Godot)
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Resumen 
 

 

El glutamato es el principal neurotransmisor de efecto rápido de tipo excitador en el 

Sistema Nervioso Central (SNC) de mamíferos. Se conoce que el glutamato posee 

también propiedades neurotóxicas y produce varias formas de neurodegeneración. Por 

otro lado, se ha demostrado que, en el SNC, las hormonas esteroides sexuales tienen un 

papel neuroprotector ante la excitotoxicidad, mientras que los glucocorticoides 

incrementan la vulnerabilidad celular ante este tipo de estímulos tóxicos.  

 

En este estudio se evaluó el efecto del ácido kaínico en el hipocampo de Rattus 

norvegicus durante la lactancia y metaestro. La primera, se caracteriza por una alta 

concentración en sangre de corticosterona y el metaestro es la etapa del ciclo estral que 

presenta niveles más bajos de hormonas esteroides ováricas, similares a los que se 

observan en lactancia.  

 

A través del uso de diferentes marcadores de muerte celular como son, caspasa-3 

activada, TUNEL y Fluoro-Jade; se demostró que durante la lactancia hay menor daño 

neuronal en el hipocampo ante la administración de kainato, en comparación con el daño 

celular observado en metaestro. Por otro lado, usando la técnica de inmunohistoquímica 

para localizar y cuantificar el receptor a estrógenos alfa (ER ) en las diferentes zonas del 

hipocampo, no se detectaron diferencias importantes en las condiciones estudiadas, sin 

embargo, se observó una mayor expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2 durante la 

lactancia. Los resultados obtenidos sugieren que la lactancia es una situación fisiológica 

en la que existe un mecanismo neuroprotector en el hipocampo ante excitotoxicidad por 

kainato y representa un modelo  fisiológico adecuado para el estudio de neuroprotección. 

 



1  Introducción 

 

 

1.1 Glutamato y excitotoxicidad 

 

El Glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor de tipo excitador en el Sistema 

Nervioso Central (SNC) de mamíferos y se encuentra presente en neuronas en 

concentraciones milimolares en la terminal sináptica. La participación del glu en el SNC 

incluye varias formas de plasticidad sináptica como la potenciación a largo plazo (LTP), 

respuesta que ha sido considerada como el posible mecanismo involucrado en el 

aprendizaje y la memoria. El glu juega también un papel importante durante la ontogenia 

del SNC por su participación en la determinación de la morfología de las neuronas 

mediante la alteración de las ramificaciones y nacimiento de neuritas, la formación y 

eliminación de sinapsis y el establecimiento de patrones precisos de conectividad 

neuronal en varias áreas del cerebro [5,77] 

 

Actualmente, se conoce que el glu interactúa con proteínas receptoras responsables de la 

neurotransmisión en contactos sinápticos excitadores, mismas que pueden ser clasificadas 

en dos grandes clases. La primera de estas clases incluye a los receptores que se 

encuentran acoplados a sistemas de señalización mediante proteínas G y que se 

denominan metabotrópicos. La segunda clase está formada por receptores acoplados a 

canales catiónicos denominados ionotrópicos (iGluRs), y su activación conlleva a un 

rápido aumento en la permeabilidad de la membrana plasmática a iones de sodio, potasio 

y calcio [6,85] 

 

Estudios farmacológicos, biofísicos y moleculares sustentan la existencia de tres familias 

diferentes de iGluRs que  han sido nombradas de acuerdo al agonista que induce su 

activación, a saber: receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (ácido -amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico) y kainato. Estas proteínas comparten un diseño 

estructural consistente en un gran dominio amino terminal que se dispone de modo 

extracelular y cuatro dominios membranales que dan paso a una asa intracelular carboxilo 



terminal. Los segmentos membranales 1, 3 y 4 atraviesan la membrana mientras que el 

segmento 2 forma una horquilla sin cruzarla, siendo parte del canal iónico con 

propiedades importantes en la permeabilidad iónica. Entre los segmentos 2 y 3 se 

presenta una región que, junto con el extremo amino terminal, forma el sitio de 

reconocimiento al agonista [86]. 

 

Aunado a las funciones ya descritas, el glutamato posee también propiedades 

neurotóxicas y produce varias formas de neurodegeneración. Alteraciones en la 

neurotransmisión glutamatérgica han sido relacionadas con el daño neuronal observable 

después de episodios de isquemia e hipoglucemia así como en la etiología de una serie de 

condiciones neuropatológicas entre las que se encuentran la epilepsia, la corea de 

Huntington y la esclerosis amiotrófica lateral [2,66] 

 

Los experimentos realizados a fines de la década de los 50s por Lucas y Newhouse 

demostraron la destrucción de las capas internas de la retina en ratones por injecciones de 

L-glutamato, sugiriendo el potencial tóxico de este neurotransmisor. Posteriormente los 

estudios realizados por Olney indicaron que la retinotoxicidad se encuentra acompañada 

por una expasión del volumen celular principalmente cerca de los componentes 

dendrosomales los cuales expresan receptores a aminoácidos excitadores (EAAs). Hacia 

1969, Olney propuso la idea de que la neurotoxicidad por glu y compuestos relacionados 

es una consecuencia directa de la neuroexcitación producida ya que la despolarización 

continua, generada por la exposición a glutamato, es letal per se y se asocia a una 

expansión del volumen celular y al agotamiento de las reservas energéticas celulares 

[63,78,162]. 

 

Los estudios de Choi y colaboradores demostraron en cultivos hipocampales que el 

influjo celular de sodio y cloro, ante la activación de los receptores a glutamato, induce la 

expansión del volumen celular, mientras que la entrada de Ca+2 es el evento más 

importante que conduce a la muerte celular [32,33]. Aún cuando las altas concentraciones 

de calcio no son la única causa de muerte neuronal por activación de receptores a 

glutamato, varias líneas de investigación  sustentan una estrecha relación entre el influjo 



excesivo de calcio y el daño neuronal. Comenzando con el trabajo realizado por Bunge 

en 1985, el cual indica que la degeneración de axones seccionados involucra iones 

extracelulares de calcio [13], mucha de la investigación se ha enfocado en el estudio de 

las implicaciones de un incremento intracelular de iones de Ca+2  y ha dado lugar a la 

formulación de la hipótesis de calcio,  de acuedo a la cual una sobrecarga celular de 

calcio induce neurodegeneración. 

 

Los iones de calcio son mensajeros intracelulares importantes que participan en procesos 

celulares como diferenciación, crecimiento, excitabilidad membranal, exocitosis y 

actividad sináptica. Un influjo excesivo de calcio o liberación de los reservorios celulares 

de este elemento puede elevar la concentración intracelular a niveles que exceden la 

capacidad de contención celular, lo que lleva a la activación de procesos dependientes de 

calcio como la activación de diferentes proteasas, lipasas, fosfatasas y endonucleasas 

[139]. 

 

Por otro lado, la pérdida de la homeostasis de calcio ejerce un daño importante sobre la 

mitocondria ya que una sobrecarga de calcio en la mitocondria favoreciendo la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS), la activación de la sintasa de óxido 

nítrico (NOS) y la generación del ión peroxinitrito (ONOO-) y por tanto el daño celular 

por estrés oxidativo a través de oxidación de macromoléculas esenciales, tales como 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos [4]. Aunado a ello, la disfunción mitocondrial tiene 

un efecto negativo sobre los procesos celulares dependientes de energía, ya que en ella se 

llevan a cabo las reacciones bioquímicas responsables de la generación de ATP [11](fig. 

1a). 

 

La función mitocondrial participa también en forma importante en el control de rutas de 

muerte celular programada, en este sentido, se sabe que el poro de transición de 

permebilidad (PTP) es crucial tanto en procesos necróticos como apoptóticos.  La 

proteína proapotótica Bax parece acelerar la  apertura del PTP al interactuar con canales 

aniónicos dependientes de voltaje, de igual forma un incremento en los niveles 

intracelulares calcio y los agentes oxidantes parecen favorecer la apertura del PTP 



permitiendo la salida de citocromo C y el ensamble y activación del apoptosoma, 

desencadenando una muerte celular de tipo apoptótica a través de la vía mitocondrial 

[11](fig. 1b). 

 

 

 

Figura 1. Mecanismos de muerte neuronal por glutamato. a) Estímulos excitotóxicos severos conducen 

a muerte neuronal por necrosis, b) Estímulos excitotoxicos moderados pueden activar mecanismos de  

muerte celular por apoptosis. En ambos casos el incremento en las concentraciones intracelulares de calcio 

afecta la homeostasis de la mitocondria desencadenando la pérdida de la regulación de las funciones 

mitocondriales. Tomado de ref. [11] (modificado). 

 

 

1.2  Receptores a Kainato 

 

Los (iGLURs) mantienen una topología y estequiometría transmembranal. Los iGluRs 

son tetrámeros en los que cada monómero posee un sitio de unión a ligando y contribuye 

con una secuencia específica de aa hidrofóbicos al lumen del canal (M2), además de tres 
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segmentos transmembranales (M1, M3 y M4) cuyos extremos NH3
+ son extracelulares y 

los extremos COO- intracelulares [86]. 

 

La distribución de las subunidades que conforman los receptores a kainato ha sido 

dilucidada a través de la localización del mRNA de cada subunidad por hibridación in 

situ debido a la falta de anticuerpos específicos. Las subunidades de los receptores a 

kainato fueron identificadas por homología a las ya conocidas de receptores a NMDA y 

AMPA, con las que comparten una homología del 20 y 40% respectivamente. Con base 

en la secuencia de aminoácidos, las subunidades identificadas han sido divididas en dos 

familias, la primera de ellas incluye a las subunidades Glu5, Glu6 y Glu7, las cuales 

comparten una homología del 75-80%, mientras que la segunda familia agrupa las 

subunidades KA1 y KA2 con una similitud del 45%  [42,125]. 

 

La subunidad Glu5 puede formar receptores sensibles a AMPA y domoato además de 

kainato [12], mientras que Glu6 se ubica en canales homoméricos no sensibles a AMPA 

[104] y Glu7 conforma receptores funcionales homoméricos con baja sensibilidad a 

glutamato e insensibles a domoato y AMPA [125]. La formación de canales 

heteroméricos tipo iónicos es posible a través de la interacción entre las subunidades 

Glu5-7 con las subunidades KA1 y KA2. En los receptores a kainato el sitio de unión a 

glutamato está formado por residuos del extremo amino terminal (S1) y el linker entre 

M3 y M4 (S2) [141] siendo en este último sitio donde reside la sensibilidad a diferentes 

agonistas y por tanto la permeabilidad a Ca+2 [44,144]. 

 

Las subunidades de los receptores a kainato presentan variaciones debidas a ediciones del 

pre-mRNA en el sitio Q/R del dominio transmembranal M2. Se ha visto que tanto en 

Glu5 como Glu6 la sustitución de una glutamina por arginina disminuye la permeabilidad 

a Ca+2 y aumenta la permeabilidad a Cl- [62,137]. Así mismo se han identificado dos 

posiciones en el dominio M1 en Glu6 que son susceptible a ediciones, el sitio I/V donde 

se da el cambio de una valina por una isoleucina  y el sitio Y/C donde existe el reemplazo 

de una tirosina por una cisteína, la edición de estas posiciones tiene un efecto importante 



sobre el sitio Q/R en el flujo de Ca+2, de modo que la edición de ambas posiciones en M1 

impide el paso de este ión [70]. 

 

Las subunidades de receptores a kainato muestran una gran variabilidad debida también a 

splicing alternativo, se ha identificado que la subunidad GluR-5 puede generar formas 

estructurales diferentes a través de este mecanismo, la subunidad  GluR5-1a presenta un  

inserto de 15 aa en el extremo amino y un codón prematuro de paro en el extremo 

carboxilo; GluRT5-1b posee además una inserción de 49 aa en el extremo carboxilo 

terminal; GluR5-2c, presenta la pérdida de 14 aa en el extremo NH3+ y un inserto de 29 

aa en el extremo carboxilo; GluR5d presenta además un extremo carboxilo no homólogo 

a las subunidades anteriores [14,56,137]. Con respecto a la subunidad GluR6, se conoce 

que es un polipéptido de  889 aa y la forma alternativa, GluR6-2, carece de los últimos 15 

aa [14,154]; así mismo, GluR-7 presenta 919 aa y GluR-7b presenta 13 aa más en el 

extremo carboxilo terminal (Schiffer, 1997; Bettler, 1992). En las subunidades KA 1 y 

KA2 no se han identificado variantes por splicing alternativo ni por edición [61]. 

 

El análisis de la distribución de los receptores a kainato por hibridación in situ ha 

señalado que el transcrito de GluR5 está presente principalmente en neuronas del ganglio 

de la raíz dorsal (DRG), subiculum, núcleo septal y corteza piriforme y del cíngulo 

además de células de Purkinje en el cerebelo. La subunidad GluR-6 se localiza 

abundantemente en células granulares del cerebelo, giro dentado y CA3 del hipocampo y 

en el estriado. El transcrito de GluR-7 se ha detectado en bajos niveles principalmente en 

capas profundas de la corteza cerebral, el estriado y en neuronas inhibitorias de la capa 

molecular del cerebelo [8,158,159]. 

 

La distribución de KA1 parece estar restringida a la región CA3 del hipocampo y se ha 

detectado en bajos niveles en el giro dentado, la amigdala y corteza entorrinal. El mRNA 

de KA2 se encuentra en cualquier región del SNC. A través de los anticuerpos anti-

GluR5/6/7  y anti-GluR6/7, se ha detectado la presencia de estos receptores tanto en 

dendritas como en membranas postsinápticas [52,65,109]. 

 



Se ha establecido que las regiones CA1 y CA3 del hipocampo son altamente sensibles a 

despolarización por kainato y que muchas de las células hipocampales en cultivo 

expresan GluR6. La respuesta sináptica mediada por receptores a kainato fue encontrada 

en sinapsis de fibras musgosas y las células piramidales de CA3 en hipocampo. La 

activación de receptores a kainato en otras conexiones a CA3 no ha sido observada y se 

ha establecido que los receptores que median esta comunicación  son heteroligoméricos, 

conformados por GluR5 y GluR6 [17,29,37,106,153]. Con respecto a la importancia de 

estos procesos sinápticos se ha encontrado que la vía de las fibras musgosas a CA3 es 

bloqueada en presencia de altas concentraciones de kainato, mientras que a bajas 

concentraciones se induce la liberación de glutamato, por lo que se ha propuesto que los 

receptores a kainato controlan de manera bidireccional la liberación de glutamato 

contribuyendo a la plasticidad de corta duración. 

 

La respuesta sináptica mediada por receptores a kainato fue encontrada también en los 

contactos entre las colaterales de Schaffer y las interneuronas de CA1. Se ha demostrado 

la presencia de receptores a kainato en el stratum oriens y radiatum de la región 

hipocampal CA1, en este caso la activación de los receptores de interneuronas no 

requiere la estimulación de axones aferentes y su activación se ha asociado con una 

sobreinhibición de las células piramidales de CA1. Receptores postsinápticos a kainato 

han sido identificados en regiones diferentes al hipocampo tales como el cerebelo, el 

estriado, la médula espinal y la amígdala [24,30,79]. 

 

El descubrimiento de los antagonistas específicos para receptores AMPA, las 2-3 

benzodiazepinas, GYKI 52466 y GYKI 53655 [105,157], las cuales afectan poco o nada 

la respuesta inducida por kainato sobre los receptores a kainato, ha permitido separar 

farmacológicamente las respuestas provocadas por los agonistas mixtos contribuyendo al 

estudio de los receptores a kainato en la transmisión y plasticidad sinápticas. Varios 

estudios han demostrado que los receptores a kainato se encuentran en la zona de 

terminales postsinápticas de conexiones específicas mediando parte de la señal sináptica 

y que estos receptores se localizan también en terminales presinápticas de sinapsis 

excitadoras e inhibidoras regulando la liberación de neurotransmisor [29,153]. 



 

Diversos estudios sugieren una localización presináptica de los receptores a kainato ya 

que se ha encontrado que modulan la liberación del neurotransmisor. A este respecto se 

ha reportado un efecto del kainato sobre la liberación de aspartato en sinaptosomas de la 

región CA1 y un incremento en la liberación de transmisor en sinaptosomas corticales 

resistente a la aplicación del inhibidor de receptores AMPA 2-3, benzodiazepina (GYKI 

52466). Adicionalmente, se ha visto un decremento en el flujo de calcio en la región CA3 

mediado por kainato y un decremento en la liberación de glutamato en sinaptosomas 

hipocampales [34,38,69] .  

 

También, se ha reportado la modulación de la liberación de GABA por la actividad de 

receptores a kainato en el hipocampo  e hipotálamo. Se ha postulado que los receptores a 

kainato deprimen la liberación de GABA por lo que la activación de los receptores a 

kainato produce la desinhibición de las células principales al producir una disminución 

del nivel de inhibición de estas células. Recientemente, algunos estudios indican que 

receptores a kainato situados en terminales gabaérgicas que hacen sinapsis sobre 

interneuronas inhibidoras de la capa CA1 del hipocampo  facilitan la liberación de 

GABA. Esto sugiere la existencia de receptores a kainato presinápticos que modulan la 

actividad sináptica mediada por GABA entre interneuronas y muestran que la 

modulación de la liberación de GABA por receptores a kainato es un fenómeno 

heterogéneo que depende de las propiedades de la sinapsis gabaérgica (fig. 2). 

 

Se ha hipotetizado que el resultado de la sobreliberación de GABA en el sistema causaría 

una sobreinhibición de las interneuronas gabaérgicas lo que daría como resultado un 

mecanismo desinhibidor que, sumado a la depresión de la liberación de GABA inducida 

por kainato en las terminales gabaérgicas que contactan sobre células piramidales, 

podrían producir un aumento en la excitabilidad poblacional que puede desembocar en 

actividad epiléptica [82,83]. Esta hipótesis es apoyada por estudios recientes en los que la 

aplicación de kainato en CA1 generó un aumento en la actividad de las neuronas en CA1 

y una inhibición de la actividad gabaérgica de interneuronas de la misma región, 

rompiendo de este modo la regulación inhibidora que ejercen las interneuronas sobre la 



capa piramidal de CA1, a través de la liberación de GABA, es decir la administración de 

kainato in vivo redujo la inhibición recurrente e incrementó la actividad epileptiforme en 

el hipocampo [69,73,76,83,116]. 

 

Se sabe que los receptores de tipo metabotrópicos, es decir acoplados a una proteína G, 

modulan finamente la liberación de neurotransmisores. Los trabajos de Lerma (1998) y 

colaboradores señalan que la regulación de la liberación de GABA a través de receptores 

a kainato involucra una cascada de segundos mensajeros al interior de la célula, mismos 

que inducen la activación de fosfolipasa C y proteína cinasa C. La naturaleza 

metabotrópica de esta regulación fue dilucidada a través del uso de una toxina 

denominada toxina pertúsica, la cual inhibe la función de proteínas G. La aplicación de 

esta toxina en cultivos de neuronas hipocampales en ausencia de calcio extracelular 

inhibe los niveles de IP3, y por tanto, la liberación de Ca+2 intracelular, además de la 

activación de proteína cinasa C inducida por  diacilglicerol y la regulación de liberación 

de GABA en presencia de kainato . 

  

 

 

 



Figura 2. Funciones de los receptores a kainato en el hipocampo. En la región CA1 la activación por 

glutamato de las colaterales de Schaffer puede influir terminales GABAérgicas mediante la activación de 

receptores a kainato presinápticos. La estimulación de las fibras musgosas permite la activación de 

receptores postsinápticos a kainato en la región CA3 del hipocampo. Tomado de ref.[75](modificado). 

 

 

La actividad metabotrópica independiente de la actividad ionotrópica propuesta para los 

receptores a kainato ha sido apoyada y sustentada por investigaciones hechas en sistemas 

experimentales como sinaptosomas, sinapsis excitadoras, neuronas piramidales de CA1 y 

fibras musgosas del hipocampo. Sin embargo, el estudio de ratones KO para la subunidad 

GluR5 muestra que esta subunidad es importante en la actividad metabotrópica de los 

receptores a kainato en forma independiente a su importancia en la formación del canal 

ionotrópico, por lo que se ha propuesto que esta subunidad se requiere para acoplar los 

receptores a kainato al sistema de segundos mensajeros [117-119,121,122]. 

 

La administración sistémica de ácido kaínico en roedores incrementa la producción de 

especies reactivas de oxígeno y genera disfunción mitocondrial induciendo muerte celular 

tanto por necrosis como por apoptosis en diferentes regiones del cerebro, particularmente 

en las subregiones CA1 y CA3 y en el hilus del GD. Aunado a lo anterior, el kainato 

activa las células gliales, y desencadena una respuesta de tipo inflamatorio características 

de enfermedades neurodegenerativas. La vulnerabilidad celular inducida por kainato en la 

región hipocampal se encuentra relacionada a la distribución y composición de los 

receptores AMPA/kainato en dicha área del cerebro. Estudios recientes han demostrado 

que la administración sistémica de kainato altera diversas funciones celulares como son el 

procesamiento del precursor de la proteína amiloide, la acumulación de sustancias tipo 

lipofuscina, la inducción de proteínas complementarias y alteraciones en la expresión de 

la proteína tau. Estos estudios sugieren que la inducción de excitotoxicidad por la 

administración sistémicas de ácido kaínico puede ser utilizada como un modelo para 

indagar sobre los mecanismos que subyacen la muerte y sobrevivencia celular en el SNC 

ante estímulos dañinos.  
 
 



1.3 Hormonas esteroides y excitotoxicidad 

 

Las hormonas esteroides son bien conocidas por generar un amplio espectro de respuestas 

celulares y fisiológicas esenciales, resultado de su producción endócrina y subsecuente 

función como mensajeros químicos a través de los dominios de sistemas endócrinos 

relacionados[102].   

 

Estudios a nivel celular y molecular han permitido conocer que la acción de estas 

hormonas se lleva a cabo a través de la formación de complejos con proteínas receptoras 

que funcionan en el núcleo celular modulando la transcripción génica. Actualmente, se 

sabe que en forma adicional a este mecanismo denominado tradicional o genómico, las 

hormonas esteroides presentan un tipo de acción referido como de acción rápida o no 

genómico, que depende de diferentes sistemas de mensajeros secundarios como son las 

vías de transducción de proteínas cinasa activadas por mitógenos (MAP), fosfatidil 

inositol 3 cinasa, el transductor de señal y activador de transcripción (STAT), cinasa y 

fosfatasas de tirosinas, sintasas de óxido nítrico (NOS), metaloproteasas, Shc cinasa, 

proteína cinasa C (PKC), adenilato ciclasa y proteínas G. Estos sistemas de señalización 

se encuentran presentes en citoplasma y producen cambios a nivel de membrana 

plasmática o enlazan con sistemas nucleares [23,60,134,138,151,160]. 

 

La síntesis de hormonas esteroides adrenal y gonadal, así como en el sistema nervioso, 

depende del arreglo tejido específico y celular de enzimas esteroidogénicas. Las enzimas 

neuroesteroidogénicas pueden ser clasificadas como enzimas citocromo P450 y enzimas 

no P450. La presencia de estas enzimas en el sistema nervioso central ha sido 

documentada por análisis de RNA mensajero y proteína en una amplia variedad de 

especies. Las enzimas esteroidogénicas P450 se encuentran como genes simples en 

diferentes especies pero pueden mediar múltiples pasos enzimáticos. Por otro lado, las 

enzimas no P450 tales como 3- -hidroxiesteroide deshidrogenasa (3 HSD), 17- -

hidroxiesteroide deshidrogenasa (17 HSD) y 3- -hidroxiesteroide deshidrogenasa, se 

localizan en genes múltiples y cada una de ella interviene en reacciones específicas 

[49,91,107].  



 

El sistema nervioso de mamíferos puede sintetizar neuroesteroides, es decir esteroides 

capaces de modificar la actividad neuronal [89,90,142]. En este sentido y dentro de la 

familia de los receptores a glutamato, los receptores a NMDA, AMPA y kainato han 

mostrado ser un blanco de la modulación por esteroides. Diversos estudios señalan que 

las hormonas sexuales contribuyen a la organización cerebral en áreas ligadas a la 

reproducción, sus efectos son mediados principalmente por un mecanismo de acción 

genómico regulado a través de sus interacciones con receptores a estrógenos y 

andrógenos, sin embargo, los esteroides pueden también unirse a receptores de membrana 

plasmática tales como los receptores a GABAA y NMDA, modulando su actividad. 

Aunado a esto, se sabe que tanto la inducción de LTP como de LTD en las sinápsis de 

CA1 y CA3 del hipocampo se encuentran influenciadas por los niveles circulantes de 

estradiol [27,39-41,130,132]. 

 

1.3.1 Estrógenos 

 

Desde su descubrimiento como una hormona sexual femenina, el estradiol ha sido motivo 

de diversos estudios por sus efectos en tejidos reproductivos femeninos, así como en el 

sistema neuroendócrino reproductivo y más recientemente por su habilidad de afectar 

otras funciones del cerebro relacionadas a la cognición y otras funciones no relacionadas 

con la reproducción. Estos estudios han revelado que los estrógenos actúan sobre varios 

sistemas de neurotransmisión y áreas cerebrales relacionadas a funciones cognitivas, 

emocionales y vegetativas, así mismo ha sido demostrado que participan en forma 

importante en el desarrollo del cerebro y ejercen un efecto protector en células nerviosas 

ante daño por excitotoxicidad [123,136]. 

 

Se conocen dos subtipos de receptor a estrógenos, ER  y ER , mismos que presentan 

una distribución celular y tisular diferencial. El receptor a estrógenos alfa se expresa 

abundantemente en tejidos blanco clásicos de estrógenos tales como útero, glándula 

mamaria, hueso y sistema cardiovascular, mientras que el receptor a estrógenos tipo beta 

se expresa principalmente en tejidos no clásicos como próstata, ovario y tracto urinario. 



En el SNC, los receptores son coexpresados en niveles similares en algunas regiones del 

cerebro, incluyendo el área preóptica, el núcleo basal de la estria terminalis y el núcleo 

amigdalino. Algunas regiones del cerebro exhiben una expresión más selectiva de estos 

receptores tal como el núcleo ventromedial hipotalámico y el órgano subfornical, en las 

que se presenta sólo ER . En forma contrastante, se ha observado que ER  es 

predominante en la corteza cerebral y en el hipocampo del cerebro de rata, mientras que 

ER  es predominante en el hipocampo de ratón y en cerebro humano, indicando que la 

expresión de ERs puede ser especie-específica [84,93,133].  

 

El 17-  estradiol es una hormona con diversos efectos celulares en tejido neuronal. Es 

producida por los ovarios y el cerebro, así como por tejido adiposo por la aromatización 

de testosterona, por lo que el estradiol es una hormona presente en machos y hembras. 

Los efectos neuronales de los estrógenos incluyen un papel neurotrófico en procesos 

como proliferación y diferenciación celular, sobrevivencia neuronal y sinaptogénesis 

durante un periodo sensible del desarrollo. Se conoce que los estrógenos en el cerebro 

adulto también juegan un importante papel neurotrófico al promover el crecimiento 

colateral axonal en el hipotálamo desaferentado y la sinaptogénesis en el hipocampo 

femenino. El estradiol también presenta efectos neuroprotectores, mismos que se hacen 

evidentes en padecimientos como Alzheimer y daño cerebral por isquemia. En general, se 

conoce que el estradiol en SNC: (a) activa ERs nucleares, (b) interactúa con sistemas de 

segundos mensajeros, (c) induce la expresión de genes antiapoptóticos, (d) mantiene la 

homeostasis de calcio intracelular, (e) promueve actividad antioxidante y (f) modula la 

acción de neurotrofinas [10,74,102,147].  

 

El declinamiento de los niveles de estrógenos en la circulación, ya sea de modo natural o 

inducido quirúrgicamente, ha sido relacionado con la etiología o progresión de 

enfermedades neurodegenerativas asociadas con la edad. La terapia de reemplazo 

hormonal con estrógenos ha sido benéfica para muchas mujeres posmenopausicas. Estos 

beneficios incluyen una mejora de las funcionas cognitivas y mentales, particularmente 

de la memoria verbal y un retraso en el inicio de enfermedades neurodegenerativas como 

Alzheimer y posiblemente Parkinson, así como una reducción de la incidencia de 



osteoporosis y enfermedades cardiovasculares [9,15,84,92,95]. 

 

El efecto neuroprotector de los estrógenos ha sido demostrado en varios modelos de 

neurodegeneración y daño isquémico. En ratas ovariectomizadas, la administración de 

concentraciones fisiológicas de estradiol atenúan la extensión del daño cerebral causado 

por isquemia; así mismo, el estradiol diminuye el daño neuronal en ratas seniles. En 

cultivos neuronales primarios, cultivos hipocampales organotípicos y cultivos de la líneas 

celular hipocampal HT22, los estrógenos disminuyen considerablemente el daño neuronal 

causado por hipoxia, aminoácidos excitadores, aniones superóxido y peróxido de 

hidrógeno. Aunado a lo anterior, se ha reportado que el estradiol reduce los efectos 

neurotóxicos del -amiloide así como su producción en cultivos celulares [57,68,161]. 

 

Diversos estudios señalan que el 17 -estradiol produce cambios morfológicos y 

funcionales en  el hipocampo ya que  incrementa la densidad de espinas dendríticas, el 

número de sinapsis y la expresión de la subunidad NR1 del receptor a NMDA, así como 

la potenciación de corrientes sinápticas mediada por receptores a kainato en neuronas 

piramidales de la región CA1. Se conoce también que el estradiol ejerce un importante 

efecto neuroprotector en esta área, sin embargo, el mecanismo mediante el cual se dan 

estos procesos no se conoce con exactitud. Se ha hipotetizado que la neuroprotección 

inducida por estradiol está mediada principalmente por el receptor a estrógenos alfa, ya 

que en estudios con ratones knockout se ha demostrado que en ausencia de ER  el 

estradiol no presenta efectos contra daño neuronal [110,132,156]. 

  

Uno de los mecanismos descritos, mediante el cual los estrógenos podrían ejercer un 

papel neuroprotector a través del ER , es la regulación de la expresión de proteínas de la 

familia Bcl-2. En neuronas hipocampales en cultivo, la administración de estrógenos 

incrementa los niveles de expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-xl y disminuye 

tanto la proteólisis mediada por caspasas como la muerte celular inducida por -amiloide. 

En células PC12 transfectadas con ER , 17-  estradiol (E2) incrementa la viabilidad 

celular en ausencia de suero. Se ha sugerido que tratamientos con estrógenos pueden 

incrementar la resistencia neuronal ante estímulos apoptóticos mediante una vía 



dependiente de receptor a estrógenos, la cual desemboca en el incremento en la expresión 

de Bcl-2 y Bcl-xl y la subsecuente inhibición de proteínas proapoptóticas. En neuronas 

dopaminérgicas de la sustancia nigra se ha podido establecer que los estrógenos protegen 

contra la muerte apoptótica a través del incremento en la expresión de Bcl-2 por un 

mecanismo que involucra la activación de elementos de respuesta AP1 a través del ER , 

el receptor que predomina en esta región del cerebro [59,74,161].  

 

 

1.3.2 Progesterona 

 

La progesterona es una hormona esteroide gonadal, que se sintetiza principalmente en el 

ovario (cuerpo lúteo) en hembras y en testículos y corteza adrenal en machos y 

desempeña papeles fundamentales en ambos sexos. Las funciones de esta hormona se 

llevan a cabo a través del receptor a progesterona (PR), el cual, al igual que el receptor a 

estrógenos, ha sido descrito como un factor de transcripción clásico, cuya acción 

involucra elementos de respuesta a estrógenos (PREs) presentes en la región promotora 

de los genes blanco [50,97].  

 

Se conocen dos isoformas del receptor a progesterona, PR-B y la forma truncada en el 

extremo amino terminal, PR-A. Esta última forma, aparentemente ejerce un efecto 

negativo sobre la transcripción mediada por PR-B, y además sobre la expresión de genes 

promovida por la activación del receptor a estrógenos y el receptor a glucocorticoides. 

Además de actúar bajo este mecanismo clásico, la progesterona puede también alterar la 

función celular por mecanismos no genómicos. Hasta el momento se conoce una gran 

variedad de moléculas que actúan como segundos mensajeros en cascadas de 

señalización iniciadas por progesterona, entre las que se encuentran AMPc/PKA, MAPK 

(ERK1/2) y PI3K/AKT [97] 

 

Los efectos neuroprotectores  de la progesterona han sido caracterizados en diferentes 

modelos experimentales. Estudios realizados in vitro han demostrado que la progesterona 

protege a células neuronales contra la toxicidad mediada por Glu. In vivo, la progesterona 



incrementa la sobrevivencia neuronal después de la axotomía y previene la degeneración 

de las motoneuronas en ratones Wobbler. En neuronas dopaminérgicas, la progesterona 

aparentemente contribuye al mantenimiento de la integridad neuronal ante la toxicidad de 

la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MTPT), un neurotóxico inductor de 

Parkinson, y previene la pérdida neuronal en cerebro y médula espinal después de una 

contusión, isquemia o edema. Adicionalmente, se sabe que la progesterona previene la 

muerte neuronal inducida por ácido kaínico en hipocampo. Otra efecto neuroprotector 

importante de la progesterona es que disminuye las convulsiones epilépticas  y suprime la 

actividad epileptiforme  en rebanadas hipocampales [41,135]. 

 

En el SNC, la progesterona es rápidamente metabolizada a 5 - dihidroprogesterona 

(DHP), misma que subsecuentemente es reducida a 3 , 5 -tetrahidroprogesterona (THP, 

alopregnenolona), estas conversiones son catalizadas por 5 -reductasa y 3 -

hidroesteroide deshidrogenasa. Existen numerosas evidencias de que los efectos 

anticonvulsivos de la progesterona se encuentran mediados principalmente por sus 

metabolitos reducidos, DHP y THP, mismos que modulan la conductancia por cloro del 

receptor GABAA, y ejercen un importante papel inhibidor y anticonvulsivo. La falta de 

THP incrementa la susceptibilidad convulsiva en modelos animales de epilepsia y la 

inhibición de la actividad enzimática de la reductasa elimina los efectos anticonvulsivos 

de la progesterona [41,91]. 

In vivo, se ha observado que la administración de los metabolitos reducidos de 

progesterona DHP y THP, en ratas ovariectomizadas, previene el daño en el estrato 

piramidal de las regiones CA1 y CA3 del hipocampo y la pérdida de neuronas hilares 

ante la administración de ácido kaínico.  En forma interesante, también se ha encontrado 

que la administración de estos metabolitos resulta neuroprotectora en dosis bajas. Se ha 

hipotetizado que  la protección observada en el SNC ante daño por agonistas de 

glutamato, puede estar mediada principalmente por la THP, ya que la DHP es convertida 

rápidamente a THP en SNC y se ha demostrado que este metabolito participa en la 

modulación de receptores GABA [35]. 

 



Los metabolitos reducidos de la progesterona pueden modular diferentes tipos de 

receptores membranales. Los complejos de receptores GABA sigma han sido los 

mayormente estudiados. Ha sido demostrado que la THP y tetrahidrodeoxicorticosterona 

(THDOC) son fuertes moduladores alostéricos positivos de los receptores GABAA. Se 

conoce también que la pregnenolona sulfato (PS) y 11  estradiol son moduladores 

negativos de los receptores a NMDA, así mismo la PS modula, también en forma 

negativa, los receptores AMPA y kainato. Se ha comprobado que la THP no sólo 

potencia la funcion del receptor GABAA, sino que aparentemente también es capaz de 

prevenir la supresión de su actividad a través de PKC [45,46,131]. 

 

Otros estudios han revelado que la alopregnenolona reduce significativamente los 

cambios inducidos por glutamato en la concentraciones intracelulares de calcio en 

modelos de neurotoxicidad hipocampal. La progesterona administrada en ratas en forma 

crónica o aguda, disminuye la extensión de la zona cerebral dañada en modelos de 

isquemia tanto en ratas macho como hembra y reduce también el edema cerebral que 

sigue a estos episodios de trauma cerebral.  

 

Las células gliales han mostrado ser un importante blanco de la progesterona, ya que 

diversos estudios sugieren la participación de esta hormona en la regeneración y 

mielinización después de eventos traumáticos en sistema nervioso central y periférico. En 

ratas con la médula espinal seccionada, el tratamiento con progesterona aumentan el 

número de astrocitos que expresan NADPH-diaforasa (sintasa de óxido nítrico) y  la 

expresión de la proteína básica de mielina  (MBP) así como el número de células 

precursoras de oligodendrocitos que expresan el proteoglicano condroitin sulfato NG2 

[67].  

 

 

1.3.3  Corticoesteroides 

 

El eje hipotálamo-pituitaria-adrenal (HPA) es importante para el control homeostático; y 

los disturbios de la homesostasis o estrés inducen su activación. Las neuronas 



parvocelulares en el núcleo hipotalámico paraventricular (PVN) liberan la hormona 

liberadora de corticotropina (CRH), causando la liberación de la hormona adrenal 

corticotropina, misma que permite la secreción  de glucocorticoides (GCs) [152]. 

 

Los glucocorticoides (corticoesterona en rata) regulan negativamente su propia 

liberación. La corticoesterona regula su propia secreción a través de retroalimentación 

negativa por interacción con dos receptores que difieren en su afinidad. Los receptores 

tipo I, llamados también receptores a mineralocortiocoides (MR), tienen gran afinidad 

por corticoesterona y están prácticamente saturados con los niveles diurnos de 

corticoesterona, mientras que  los receptores tipo II, llamados receptores a 

glucocorticoides (GR) presentan afinidad baja por la hormona y están saturados durante 

la fase nocturna. Parte de esta regulación ocurre en la glándula pituitaria y el PVN. Sin 

embargo, otras áreas del cerebro como el hipocampo, el cual proyecta al PVN, también 

ejercen control sobre la actividad del eje HPA. Estas proyecciones límbicas son 

transmitidas vía interneuronas GABAérgicas [41,120,152].  

 

Los glucocorticoides son esteroides adrenales secretados durante periodos de estrés cuya 

función es esencial para la adapatación ante estrés agudo. Los GCs tienen efecto sobre 

una amplia variedad de tejidos. En tejidos periféricos, la exposición aguda a estos 

esteroides puede resultar patogénica por sus efectos antiinflamatorios e 

inmunosupresores, características que suelen influir en el establecimiento de condiciones 

patológicas como osteoporosis, hipertensión arterial y diabetes tipo II. 

 

Las hormonas GCs presentan una influencia importante en la plasticidad hipocampal 

durante la vida adulta. En roedores, se sabe que la supresión de corticoesterona en la 

circulación por adrenalectomización induce muerte neuronal y regula positivamente la 

neurogénesis. Sin embargo, se ha reportado que los glucocorticoides producidos en 

respuesta a estrés fisiológico o psicológico, pueden incrementar la vulnerabilidad de las 

neuronas hipocampales ante degeneración por excitotoxicidad o relacionada a la edad. 

Estudios en ratas con modelos de daño cerebral por isquemia y excitotoxicidad han 

demostrado la participación del estrés en el incremento de daño neuronal y que este 



efecto está mediado en forma importante por glucocorticoides.  De manera interesante, se 

ha encontrado que existe una respuesta alterada del eje HPA en pacientes con Alzheimer 

y que estas alteraciones incrementan los niveles de glucocorticoides en circulación, 

actualmente se sabe también que estas hormonas afectan la vulnerabilidad neuronal a los 

efectos del péptido -amiloide [53,120].   

 

La exposición prolongada a GC puede interrumpir la excitabilidad hipocampal y la LTP, 

afectando el aprendizaje espacial, inhibiendo la neurogénesis y causando atrofia 

dendrítica y en casos severos causando muerte celular. Elevadas concentraciones 

fisiológicas de GCs pueden comprometer la capacidad de las neuronas hipocampales para 

sobrevivir ante estímulos como hipoxia e isquemia, convulsiones inducidas por 

excitotoxicidad e hipoglucemia, y potenciar el daño que sobreviene a estos eventos, lo 

que finalmente, aumenta la pérdida neuronal [41]. 

 

Diversos estudios sugieren que los glucocorticoides pueden favorecer la muerte neuronal 

necrótica en hipocampo después de un accidente vascular cerebral, ya que estas 

hormonas comprometen el metabolismo de la glucosa y por lo tanto la generación de 

moléculas energéticas. Adicionalmente se ha demostrado que los GCs participan en el 

incremento de las concentraciones sinápticas de Glu, inducen mobilización excesiva de 

calcio post-sináptico en el citosol y favorecen la acumulación de especies reactivas de 

oxígeno [145].  

 

Con respecto al efecto de los glucocorticoides sobre la muerte de tipo apoptótico, se ha 

reportado que en tejidos periféricos, estas hormonas inducen apoptosis en una gran 

variedad de tipos celulares como son mioblastos, osteoblastos, osteocitos u 

osteosarcomas, en testículo y en linfocitos. Varios estudios sugieren que este efecto es 

mediado por sus receptores y dependiente de la síntesis de proteínas. Se ha reportado que 

en linfocitos se induce la expresión de I -  y la inhibición de NF - . Otros estudios 

sugieren que los GCs degradan las moléculas antiapoptóticas c-IAP y XIAP. Algunos 

estudios más reportan la activación de calpaínas, liberación de citocromo C y colapso del 

potencial mitocondrial, o un influjo excesivo de calcio y la activación de endonucleases 



dependientes de calcio. En SNC se ha reportado que GCs sintéticos pueden causar 

cambios de tipo apoptótico en diferentes áreas del cerebro incluyendo el estriado y en 

cultivos de neuronas cerebrales, además incrementan la incidencia de apoptosis en 

hipocampo relacionada a la edad [126,150]. 

 

 

1.4 Ciclo estral 

 

La rata es un mamífero de ovulación espontánea, la cual se lleva a cabo durante todo el 

año de acuerdo al ciclo estral del animal. El ciclo estral en rata tiene una duración de 4 a 

5 días y está constituido por cuatro etapas: proestro, estro, metaestro (diestro I) y diestro 

o (diestro II). La etapa del ciclo estral en la que el animal se encuentra, suele ser 

establecida mediante las características celulares del epitelio vaginal monitoreadas a 

través de  un frotis de la región, ya que los cambios en las concentraciones séricas de 

hormonas reproductivas a lo largo del ciclo estral afectan la actividad del oviducto, útero, 

cervix y vagina, entre otros órganos [47]. 

 

El estradiol es una hormona secretada por los folículos de Graff en desarrollo, 

específicamente por las células de la teca y las células de la granulosa. Durante el ciclo 

estral, los niveles basales de estradiol en plasma se registran durante el estro (8 ± 2 

pg/ml)  y comienzan a elevarse hacia la tarde del diestro 1 alcanzando su máximo nivel 

durante el proestro (45 ± 2 pg/ml), en la tarde del estro los niveles de esta hormona 

decaen rápidamente a niveles basales iniciando nuevamente el ciclo [21,43,47]. 

 

El aumento de estradiol en circulación que caracteriza la etapa de proestro, permite la 

secreción de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) desde el hipotálamo, 

misma que induce la liberación de hormona luteinizante (LH) en la hipófisis, por lo que 

la presencia, en sangre periférica, de esta hormona se incrementa en la tarde del proestro 

alcanzando su máximo nivel en esta misma etapa (37 ± 5 ng/ml), lo que permite la 

ovulación en las primeras horas del estro. Con respecto a las otras etapas del ciclo estral, 

se sabe que la concentración de LH permanece a niveles basales desde la mañana del 



estro hasta el diestro II, así mismo, ha sido determinado que la secreción de hormona 

folículo estimulante (FSH) y prolactina es similar a la de LH [26,43,47]. 

 

  

 
 

Figura 3. Hormonas esteroides en el ciclo estral. La concentración de hormonas esteroides varia 

considerablemente a lo largo del ciclo estral, el pico máximo de progesterona (a) se registra al final de la 

etapa de proestro, mientras que el estradiol (b) alcanza su máximo nivel al inicio de la misma y los niveles 

de corticoesteroides (c) se encuentran en niveles basales durante el estro y aumenta en los siguientes días. 

Tomado de las ref. [7,47] (modificado). 

La secreción de progesterona también presenta cambios importantes durante el ciclo 

estral, la primera secreción de esta hormona en el ciclo estral está dada por las células de 

la granulosa del folículo preovulatorio durante la noche del proestro (46 ± 7 ng/ml). 

Durante la mañana del estro, las concentraciones de progesterona en sangre son basales 
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(2 ± 1 ng/ml), sin embargo se registra un segundo pico al medio día del diestro I (24 ± 3 

ng/ ml) mismo que se prolonga hasta las primeras horas del diestro II y vuelve a niveles 

basales poco después [26,43]. 

 

La concentración de la hormona corticoesterona varia a lo largo del ciclo estral, los 

niveles más bajos se registran durante el estro (129± 11 ng/ml) e incrementa 

progresivamente en los siguientes días, teniendo una máxima concentración en sangre 

durante la etapa de proestro (246± 14 ng/ml) [7,47]. 

 

 

1.5  Periodo de Lactancia 

 

El ciclo reproductivo en mamíferos es un proceso complejo que  comprende varias etapas 

como son el cortejo, apareamiento, ovulación, gestación, parto y lactancia. Durante cada 

etapa del ciclo reproductivo se producen cambios fisiológicos en el  sistema 

neuroendócrino, que regula las funciones reproductivas entre otras, las asociadas al 

cuidado de las crías. Uno de los principales papeles del sistema endócrino en mamíferos 

es la sincronización del desarrollo mamario y su función con el estado reproductivo del 

animal y la demanda alimenticia de la progenie [140,155]. 

 

La sobrevivencia de la nueva progenie en mamíferos depende principalmente de un 

adecuado suministro de  leche  desde la glándula mamaria por un periodo variable de 

tiempo después del parto. La leche que es secretada inmediatamente después del parto se 

denomina calostro y contienen altas concentraciones de anticuerpos que confieren 

inmunidad pasiva a la descendencia; subsecuentemente, la secreción de la glándula 

mamaria desarrolla un fluido que provee todos los nutrientes requeridos para el desarrollo 

y sobrevivencia de la progenie. La lactancia constituye la última etapa del ciclo 

reproductivo en mamíferos y puede ser dividida en dos procesos básicos bajo el control 

de diferentes mecanismos endócrinos [149]. 

 



El periodo de lactancia en ratas se caracteriza por una serie de cambios fisiológicos y 

conductuales asociados a fluctuaciones drásticas en los niveles de hormonas y sus 

receptores. Las hormonas que intervienen durante el estado reproductivo del animal 

pueden clasificarse en dos grandes grupos; reproductivas y metabólicas [64].  

 

Los niveles de las hormonas reproductivas, entre las que se  incluyen estrógenos (E), 

progesterona (P), lactógeno placentario (PL), prolactina (PRL) y oxitocina, cambian con 

el estado reproductivo, y ejercen sus efectos sobre la glándula mamaria.  

 

Las hormonas metabólicas tienen como función principal coordinar la respuesta corporal 

del animal ante los cambios metabólicos y el estrés. Entre estas, se sabe que la hormona 

de crecimiento interviene en el desarrollo de los ductos mamarios, mientras que los 

corticoesteroides y la hormona tiroidea son necesarios para la secreción de la leche.  En 

general, los cambios en los niveles sistémicos de las hormonas metabólicas regulan 

directamente la síntesis y secreción de leche alterando el flujo de nutrientes a la glándula 

mamaria lactante, órgano endócrino que sintetiza y secreta hormona de crecimiento 

(GH), péptido relacionado a la hormona paratiroidea (PTHrP), leptina y PRL durante el 

estado reproductivo [100]. 

 

El inicio de la lactancia o lactogénesis es el periodo en el que se da la diferenciación de la 

glándula mamaria a través de una casacada de eventos definidos en dos estados, durante 

el primero de estos las células alveolares se diferencian citológica y enzimáticamente 

durante el último tercio de la gestación en la mayor parte de las especies; durante la 

segunda parte de esta fase se da una gran secreción de leche alrededor de uno a cuatro 

días antes del momento del alumbramiento [101]. 

 

La regulación hormonal de la lactagónesis no se encuentra completamente caracterizada, 

sin embargo, se conoce que los requerimientos mínimos de la lactogénesis involucran la 

secreción de PRL, GCs, PL y estradiol así como altos  niveles de progesterona, ya que 

esta hormona aparentemente inhibe la secreción activa de leche. Durante esta etapa de la 

lactancia, se ha reportado que existe un incremento importante en la síntesis de enzimas, 



metabolitos y la transcripción de genes asociados que codifican componentes de la leche 

entre ellos; lactosa, -lactoalbúmina, lactoglobulinas,  caseína, triglicéridos de la grasa 

láctea y citrato en el caso de los rumiantes [19,54,149] . 

 

Cerca del parto, la glandula mamaria sufre una serie de cambios que permiten la 

secreción del calostro y posteriormente de leche. Esta fase es denominada lactogénesis 2 

y a nivel molecular se caracteriza por incremento drástico en la expresión de proteínas de 

la leche, el cierre de uniones estrechas entre las células alveolares y el movimiento de 

lípidos citoplasmáticos y micelas de caseína hacia el lumen alveolar (fig. 3). La 

formación del calostro se acompaña de un incremento en la trasnferencia de 

inmunoglobulinas y otras sustancias protectoras. Durante esta fase, se registra una baja en 

los niveles de progesterona y un aumento en los niveles circulantes de prolactina. Con el 

estímulo de succión que ejercen las crías, se da un nuevo incremento en la expresión de la 

mayor parte de los genes involucrados en la secreción de leche y, finalmente, ocurre una 

última división celular que permite la expansión del epitelio alveolar [100,101]. 

 

La segunda fase de la lactancia involucra la actividad secretora del tejido mamario 

durante el periodo de posparto, esta actividad generalmente es paralela a la demanda de 

leche por parte de la progenie, por lo que la intensidad del estímulo de succión por parte 

de las crías es un factor determinante durante este periodo. El efecto de succión sobre la 

glándula mamaria estimula la lactancia en al menos dos formas, primero reduce los 

efectos inhibidores de una alta presión intramamaria y la acumulación continua de la 

leche, por otro lado es un estímulo que causa un incremento importante en la secreción de 

varias hormonas necesarias para la síntesis continua de leche tales como prolactina, 

hormona de crecimiento, adenocorticotropina (glucocorticoides), hormonas tiroideas, 

insulina y hormona paratiroide [149]. Una vez que ha iniciado, la lactancia es mantenida 

por la remoción de leche de la glándula mamaria. En este proceso participan dos 

hormonas principalmente; la PRL, que actúa sobre las células del epitelio luminal para 

mantener la secreción de leche y la oxitocina que actúa sobre las células mioepiteliales 

para producir la secreción de leche [87,100]. 

 



Una vez que el estímulo de succión termina, ocurre la involución, y el epitelio secretor es 

remodelado lo que permite que regrese al estado inicial. Las señales involucradas en la 

fase de involución son principalemnte de tipo local. La respuesta local ante el estado 

hormonal durante la diferenciación de la glándula mamaria, se debe en gran parte a 

factores de crecimiento, particularmente TGF- , IGF1, factor de crecimiento hepático y 

anfiregulina [87,148]. 

 



Planteamiento del problema 

 

 

Numerosos estudios han demostrado que las hormonas esteroides ováricas, progesterona 

y estradiol tienen un efecto protector ante estímulos tóxicos en SNC, por otro lado, se 

sabe que los glucocorticoides pueden exacerbar el daño neuronal producido por estímulos 

excitotóxicos. 

 

A fin de conocer el efecto de la excitotoxicidad inducida por ácido kaínico en el 

hipocampo de la rata en una condición fisiológica caracterizada por bajos niveles de 

hormonas ováricas, y una alta concentración relativa de glucocorticoides, se trataron ratas 

hembra adultas durante el periodo final de la lactancia, misma que presenta las 

condiciones hormonales ya mencionadas. Aunado a lo anterior, ha sido reportado que el 

retirar las crías a las ratas madre antes de que se complete la lactancia se induce un rápido 

decremento de hormonas ováricas.  

 

Otra condición fisiológica en la que las concentraciones séricas de hormonas esteroides 

ováricas son bajas, muy similares a las observadas durante el final de la lactancia, es la 

etapa diestro 1 o metaestro del ciclo estral, sin embargo, durante este periodo no hay un 

incremento de glucocorticoides.  

 

Por lo anterior, se usaron ratas en diestro 1 y lactancia para evaluar la importancia y 

participación de las hormonas esteroides: progesterona, estradiol y corticoesterona, en el 

daño en el hipocampo inducido por kainato administrado intraperitonealmente 

 

 

 

 

 

 

 



Hipótesis 

 

Al final de la lactancia las concentraciones de esteroides sexuales bajan a niveles 

similares a los observados en el diestro, sin embargo los glucocorticoides se encuentran 

elevados. 

Si las hormonas esteroides sexuales son necesarias para mantener la funcionalidad e 

integridad neuronal, entonces al término de la lactancia habrá una susceptibilidad 

diferente al daño neuronal inducido por kainato. 

 

 

Objetivo general 

 

Estudiar la susceptibilidad a daño neuronal inducido por kainato en el hipocampo de la 

rata, durante el término de la lactancia y su relación con los niveles de hormonas 

esteroides en sangre periférica. 

 

 

Objetivos particulares 

 

1. Investigar  la distribución de muerte celular inducida por exposición a ácido kaínico 

en el hipocampo de ratas lactantes y en diestro. 

 

2. Estudiar los niveles de hormonas ováricas al final del periodo de lactancia. 

 

3. Identificar la distribución del receptor a estrógenos alfa en CA1 , CA3 y giro dentado 

del hipocampo en la etapa de diestro I y en el periodo final de la lactancia. 

 

4. Analizar si el daño neuronal producido por ácido kaínico en el hipocampo de la rata 

durante la lactancia induce la expresión de genes que participan en el proceso de muerte 

celular programada  y su relación con el contenido, la distribución y localización 

celular del receptor a estrógenos alfa. 



Metodología 

 

Animales 

 

Ratas lactantes 

 

Se utilizaron ratas hembras adultas  de la cepa Wistar de 250-300 gramos de peso corporal, 

primigestas, mantenidas en observación a partir del último tercio de gestación. Las camadas se 

ajustaron a 8-12 crías. Todos los animales fueron mantenidos en ciclos luz/oscuridad 

(12hrs/12hrs),  temperatura estándar (22°C) y comida, ad libitum.  

 

En la primera parte del estudio se manejaron grupos de ratas que permanecieron con sus crías 

hasta el momento del sacrificio y grupos de ratas a las que se retiraron las crías 24 hrs antes de 

la administración del tratamiento. Durante la segunda parte del estudio las ratas permanecieron 

con sus crías hasta el día del sacrificio. 

 

Ratas en diestro 

 

Se usaron ratas hembras en las que se monitoreó el ciclo estral a partir de la semana 10 de 

edad mediante frotis vaginal. Tras cuatro ciclos normales los animales fueron tratados en la 

etapa de diestro 1 o metaestro. Los animales fueron mantenidos en condiciones estándar de luz 

y temperatura (22°C) y comida ad libitum. 

 

 

Tratamientos 

 

La lactancia en la rata tiene una duración de alrededor de tres semanas o 21 días, hacia el final 

de ésta, entre los días 18 a 20 las ratas adultas fueron tratadas. Los animales que fueron 

separados de sus crías se aisalaron el día 18 postparto. La administración de vehículo o ácido 

kaínico se realizó vía intraperitoneal el día 19 de la lactancia y el sacrificio de los animales por 

perfusión intracardial se llevó a cabo el día 20 de la lactancia. Los experimentos fueron 



realizados entre las 10 y 12 hrs del día. 

 

Las ratas que fueron utilizadas en la etapa de diestro 1 del ciclo estral fueron tratadas después 

de dar seguimiento a cuatro ciclos normales. El tratamiento utilizado para cada grupo de 

animales en la primera parte del estudio se resume en la tabla 1, mientras que la tabla 2 

muestra el tratamiento utilizado en la segunda parte del mismo. 

 

La solución vehículo y de ácido kaínico fue administrada vía intraperitoneal de acuerdo al 

peso del animal. El vehículo usado fue buffer de fosfatos de sodio (PBS) mismo que se utilizó 

para disolver el ácido kaínico. 

 

 

Concentraciones séricas de hormonas  

 

Las mediciones de los niveles de estradiol, progesterona, prolactina y corticoesteroides se 

realizaron mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA) en muestras de suero obtenidas 

por centrifugación de 1 ml de sangre a 14 000 rpm durante 5 minutos.  

 

Las ratas en lactancia fueron sangradas vía ocular en los días 12, 14, 16, 18 y 20 de la 

lactancia alrededor del medio día. Se diseñó un esquema para obtener muestras de sangre de 4-

6 animales en cada punto experimental sin que fuera necesario utilizar al mismo animal en 

más de dos ocasiones ni en puntos consecutivos. Las muestras de sangre de ratas ciclando se 

obtuvieron vía ocular en diestro 1 alrededor de las 10 hrs antes de aplicar el tratamiento y el 

día del sacrificio del animal. 

 

Obtención del tejido 

 

Después de 24 h de ser tratados los animales, fueron anestesiados con una sobredosis de 

pentobarbital y perfundidos vía aorta ascendente con 250 ml de PBS seguido del mismo 

volumen de paraformaldehído (PFA) al 4% en buffer de fosfatos. Los cerebros fueron 

removidos y posfijados en PFA 4% toda la noche, posteriormente se colocaron en una 



solución de sacarosa 20% y después en sacarosa 30% en PBS. Se llevaron a cabo cortes 

coronales de 30 μm de grosor en hipocampo medio en criostato. Los cortes fueron 

almacenados en una solución crioprotectora (0.05 M PBS, 40% etilenglicol, 20% sacarosa)   a 

-20°C.  

 

Tabla 1. Esquema de tratamiento con vehículo y ácido kaínico en los diferentes grupos experimentales. Los 

animales fueron sacrificados 24 hrs después del tratamiento.  

 

Grupo Tratamiento Condición Día/admon Día/sacrificio Dosis 

K1 vehículo lactancia normal L 19 L 20 --- 

K2 kainato lactancia normal L 19 L 20 5 mg/kg 

K3 vehículo separada L 18 L 19 L 20 --- 

K4 kainato separada L 18 L 19 L 20 5 mg/kg 

K5 vehículo ciclo estral D 1 D 2 --- 

K6 kainato ciclo estral D 1 D 2 5 mg/kg 

K7 kainato lactancia normal L 19 L 20 7.5 mg/kg 

K8 kainato ciclo estral D 1 D 2 7.5 mg/kg 

 

 

Antes de cualquier proceso, los tejidos fueron lavados 3 veces durante 10 minutos en PBS por 

flotación, posteriormente se montaron en portaobjetos tratados con poli-L-lisina y se dejaron 

secar a temperatura ambiente (t.a), se dejaron en PBS a 4°C durante toda la noche a fin de 

eliminar los residuos de la solución crioprotectora.  

 

 

Tinción con Violeta de Cresilo 

 

La morfología general del tejido se revisó mediante una tinción con Violeta de Cresilo. Los 

cortes fueron lavados, montados y secados en portaobjetos. El tejido se hidrató en H2O durante 

5 minutos y se incubó en la solución de violeta de cresilo durante 10 minutos. Las muestras 

fueron deshidratadas por 30 segundos en cada una de la siguientes soluciones: etanol (EtOH) 



50, 75, 96 y 100% , Xilol-EtOH (1:1) y Xilol 100% para ser finalmente montadas en Clarion y 

analizadas en miscroscopía de campo claro. 

 

 

Inmunohistoquímica por fluorescencia 

 

Para el doble inmunomarcaje de Caspasa-3 activada/proteína nuclear neuronal específica 

(Neu-N), las muestras fueron tratadas con citrato de sodio 0.1% en H2O durante 1 h a 4 °C; 

posteriormente, se dio un tratamiento con Tritón X-100 al 3% en PBS durante 1 h y se 

preincubaron con BSA al 5% en PBS por 1 h. La incubación con el anticuerpo de ratón ant-

NeuN (1:100, Chemicon) se realizó en PBS durante toda la noche. Las muestras fueron 

lavadas en PBS e incubadas en oscuridad durante 2 h con el anticuerpo anti-ratón 

fluoresceinado (1:100, Zymed), seguido de lavados con PBS y su posterior incubación 

protegido de la luz durante 72 hrs a 4°C con el anticuerpo de conejo anti-caspasa 3 activa 

(1:50; BioVision). Las muestras fueron lavadas en PBS e incubadas durante 2 h con el 

anticuerpo de cabra anti-conejo rodaminado (1:100, Chemicon). Finalmente las muestras se 

lavaron con PBS e incubaron en una solución de Hoechst Hoechst 33258 (1μg/ml; Molecular 

Probes) en PBS durante 5 min a t.a. para ser montadas con medio de montaje DAKO y 

analizadas en microscopio de fluorescencia. 

 

 

Inmunohistoquímica 

 

La localización de las proteínas ER- , c-fos y Bcl-2 se realizó por inmunohistoquímica 

revelada por peroxidasa y diaminobencidina (DAB). Las muestras fueron montadas y lavadas 

como ya se ha descrito. La peroxidasa endógena fue bloqueada con H2O2 al 1% en H2O 

desionizada durante 30 minutos a t.a, posteriormente los tejidos fueron tratados con NaBH4 al 

1% en PBS por 8 minutos. Las secciones fueron lavadas en PBS y preincubadas en una 

solución de BSA al 5% en PBS durante 1 h. Se utilizó el anticuerpo de conejo anti-ER  (1:50, 

Santa Cruz) y el anticuerpo de cabra anti-Bcl 2 (1:50, Santa Cruz) en PBS durante 48 hrs a 

4°C. El tejido fue lavado con PBS e incubado con el anticuerpo secundario biotinilado 



correspondiente durante 1 h en PBS a temperatura ambiente (t.a.). Posterior al enjuague con 

PBS las muestras se incubaron 1 h con el complejo Avidina-Biotina preparado en PBS 30 

minutos antes. El revelado se realizó con DAB, los tejidos fueron deshidratados en EtOH 50, 

75, 96  y 100%; Xilol-EtOH y Xilol 100% antes de ser montados en Clarion. Las 

preparaciones se analizaron con microscopía de luz. 

 

 

TUNEL 

 

La detección de DNA fragmentado in situ, se realizó mediante la técnica de terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated rhodamine-dUTP nick-end labelling (TUNEL). Los 

tejidos fueron lavados en PBS, montados y secados en portaobjetos como se describió 

anteriormente. Las secciones fueron pretratadas 30 minutos con MetOH 100%, proteinasa K 

(50 μg/ml)  10 minutos a 37°C  y Tritón X-100 al 3% en citrato de sodio al 0.1% en frío por 2 

minutos. Cada muestra fue incubada durante 2 h a 37°C en 30 μl de solución de TUNEL 

preparada de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Roche). El control positivo consistió 

en tejido tratado con DNasa a 37°C por 10 minutos, mientras que en el control negativo se 

omitió la enzima TdT. Los cortes fueron contrateñidos con Hoechst 33258 (1μg/ml; Molecular 

Probes) 5 min a t.a y montados con medio para fluorescencia (DAKO). 

 

 

Fluoro-Jade 

 

El Fluoro-Jade es un derivado aniónico tribásico de la fluoresceína con peso molecular 

alrededor de los 445 daltones que presenta un pico de emisión de 550 nm y un pico de 

excitación entre los 362 y 390 nm y es utilizado en la identificación de neuronas en 

degeneración, ya que se une a los procesos y somas de estas células por un mecanismo 

molecular aún no dilucidado en el que se cree está implicada la afinidad por una proteína 

específica de neuronas que sufre acidificación durante procesos de degeneración y muerte 

celular, ya sea apoptosis o necrosis [16,72,127,128]. 

 



Los tejidos fueron lavados, montados y secados en portaobjetos. La rehidratación del tejido se 

realizó con NaOH 1% en EtOH 80% durante 5 minutos, EtOH 70% 2 minutos y ddH2O (doble 

destilada) 2 min. Las secciones se trataron con KMnO4  0.06% 10 minutos en agitación 

seguido de un enjuague con ddH2O por 2 minutos. Las muestras fueron incubadas en agitación 

durante 20 min en una solución de Fluoro-Jade al 0.0004% en ácido acético al 0.1%, 

posteriormente se enjuagaron 3 veces en ddH2O durante 5 min. Los cortes se secaron a 50°C  

de 5 a 10 minutos, antes de ser montados en Clarion se trataron 1 minuto en Xilol al 100%.  

 

 

Cuantificación celular y densitometrías 

 

La cuantificación de las células positivas a caspasa-3 activa/Neu-N se realizó por observación 

directa al microscopio en aumentos de 20 y 40X. La cuantificación de núcleos positivos a 

TUNEL se llevó a cabo de la misma forma y mediante el análisis de fotografías de las 

diferentes áreas del hipocampo en 20X. 

 

Las densitometrías realizadas para las inmunohistoquímicas de ER- , Bcl-2 y Fluorojade se 

llevaron a cabo por fotografías en 20X de las diferentes áreas de interés y con apoyo del 

programa Zeiss 300.  

 

 

Análisis estadístico 

 

Los niveles de expresión de las proteínas Bcl-2 y ER-alfa obtenidos de las 

inmunohistoquímicas, en corteza y las diferentes áreas del hipocampo en ratas lactantes y en 

diestro cuantificados por densitometría, fueron comparados a través de una prueba-t de 

student. Del mismo modo se llevó a cabo el análisis comparativo entre los núcleos positivos a 

TUNEL y células teñidas con Fluoro-Jade en los tejidos de los animales sometidos a los 

diferentes tratamientos, mediante una prueba t de student. En todos los casos el nivel de 

significancia se consideró con p < 0.05. 



Resultados 

 

 

En la primera parte de este estudio se formaron dos grupos de ratas en la etapa de lactancia 

(n=36), en el primero de ellos, se permitió que las ratas se mantuvieran con sus crías desde el 

inicio de la lactancia hasta el momento en que fueron sacrificadas, en este grupo se incluyó 

también un conjunto de ratas tratado con 5 mg/kg de ácido kaínico el día 19 posparto y un 

grupo control, al cual se le administró vehículo hacia el mismo día.  

 

El segundo grupo se constituyó con ratas lactantes, las cuales se mantuvieron con sus crías 

desde el inicio de la lactancia y les fueron retiradas hacia el día 18 posparto. Nuevamente, se 

conformaron dos subgrupos, con una n de 4 cada uno. El primero fue tratado con 5 mg/kg de 

ácido kaínico 24 hrs después de que les fueron retiradas las crías y al segundo se le administró 

vehículo. Las ratas de ambos grupos fueron sacrificadas el día 20 de la lactancia.  

 

Como animales control se utilizaron ratas en la fase de diestro 1 o metaestro del ciclo estral. El 

ciclo estral de los animales fue monitoreado mediante frotis vaginal, una vez que se 

registraron 4 ciclos normales, los animales fueron separados en dos grupo con una n de 4. El 

primer grupo de ratas fue tratado en la etapa de diestro 1 con 5 mg/kg de ácido kaínico vía 

intraperitoneal, mientras que al segundo grupo se le administró vehículo. Los animales fueron 

sacrificados 24 hrs después del tratamiento. 

 

Para la realización de la segunda fase del estudio, se trataron dos grupos de animales. El 

primero de ellos contempló ratas hacia el final del periodo de lactancia, quienes mantuvieron a 

sus crías desde el incio de la misma hasta que fueron sacrificadas. En este primer bloque se 

trataron 4 ratas con ácido kaínico en una dosis de 7.5 mg/kg y 4 animales más con vehículo, 

como en el caso anterior, los animales fueron inyectados vía i.p. el día 19 de la lactancia y 

perfundidos 24 hrs después. El segundo bloque se conformó con ratas en la etapa de diestro, 

nuevamente se formaron dos grupos de 4 animales cada uno, el correspondiente a vehículo y 

el de animales administrados con ácido kaínico en una dosis de 7.5 mg/kg. Los animales 

fueron tratados en la etapa de diestro 1 y sacrificados 24 hrs después. 



Concentración de hormonas esteroides al final de la lactancia 

 

El inicio de la lactancia se caracteriza por bajos niveles en circulación de hormonas esteroides 

ováricas, se ha reportado que hacia el día 10 de este periodo hay un decremento en los niveles 

de progesterona y estradiol circulantes en la rata, comparables con los que se presentan en el 

metaestro del ciclo estral. Los niveles de hormonas esteroides en circulación, tanto en ratas 

lactantes como ratas en diestro, fueron analizados por radioinmuno-ensayo. Se obtuvieron 

muestras de alrededor de 1 ml de sangre periférica de los animales vía ocular, de las que se 

obtuvieron alrededor de 500 μl de suero; para las ratas en lactancia se tomaron muestras en los 

días 12, 14, 16, 18 y 20 de la lactancia, para las ratas en diestro, la muestra fue obtenida en 

diestro 1.  

 

Los resultados indican que los niveles hormonales de las ratas en el periodo final de la 

lactancia son similares a los que encontramos en la etapa de diestro 1 del  ciclo estral. Los 

niveles de estradiol que se obtuvieron en ratas lactantes del día 12 al día 20 se encuentran 

alrededor de los 10 pg/ml, mientras que en diestro 1, los niveles de esta hormona se ubican 

cerca de los 15 pg/ml (fig. 4a). 

 

Durante el inicio de la segunda etapa de la lactancia, entre los días 12 a 14, los niveles de 

progesterona en circulación son particularmente elevados, manteniéndose arriba de los 30 

ng/ml y comienzan a disminuir notablemente hacia el día 16 de este periodo teniendo niveles 

bajos hacia los últimos días de la lactancia, en los que se presentan en concentraciones, 

semejantes (< 10 ng/ml) a las encontradas durante la etapa de diestro 1 (15 ng/ml) (fig. 4b). 

 

Los niveles de corticoesterona registrados en ratas entre los días 12 a 20 de la lactancia indican 

que esta hormona se mantiene en concentraciones por arriba de los 300 ng/ml con un 

incremento notable hacia el día 16 de este periodo y posteriormente disminuye en forma 

discreta. Las ratas en diestro presentaron niveles de cortiocoesterona que no sobrepasan los 

300 ng/ml, aunque se encuentran cercanos a las concentraciones encontradas entre los días 12 

y 14 de la lactancia (fig. 4c) 
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Figura 4. Niveles de hormonas esteroides. (a) Los niveles de estradiol en ratas lactantes son bajos, similares a 

los encontrados en diestro 1. (b) Los niveles de progesterona del día 12 al día 20 de la lactancia detectados por 

RIA se encuentran cerca de los 40 ng/ml  y decaen drásticamente al final del periodo de lactancia hasta niveles 

similares a los encontrados en ratas en diestro 1. c) La corticoesterona en ratas lactantes alcanza sus mayores 

niveles hacia en día 16 de este periodo, las ratas en diestro mantienen concentraciones séricas de la hormona 

relativamente bajas; p<0.05 (con respecto a diestroI) 
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Daño celular por ácido kaínico 

 

Morfología del Hipocampo 

 

La morfología del hipocampo en los grupos tratados fue revisada mediante una tinción con 

violeta de cresilo. En general se pudo observar que en el hipocampo de los animales tratados 

con  5 mg/kg de ácido kaínico durante la etapa diestro 1 del ciclo estral, se presenta un 

adelgazamiento del estrato piramidal y granular en la regiones CA1 y el giro dentado 

respectivamente. Para la región CA3 se registró una pérdida de la organización estructural en 

el estrato de neuronas piramidales en comparación con las mismas áreas de tejidos de animales 

tratados con vehículo. El análisis de los tejidos de ratas durante la etapa de lactancia tratadas 5 

mg/kg de ácido kaínico separadas de sus crías y no separadas de sus crías no mostró 

diferencias evidentes. La observación de las regiones CA1, CA3 y giro dentado en ambos 

casos, indica que en apariencia no hay cambios morfológicos en el hipocampo de los animales 

tratados con ácido kaínico en la dosis mencionada con respecto a los animales tratados con 

vehículo (fig. 5).  

 

El tratamiento de ratas en diestro 1 con 7.5 mg/kg de ácido kaínico generó una disminución 

marcada de la densidad celular en el estrato piramidal de la región CA1 y el estrato de 

neuronas granulares en el giro dentado, mientras que en CA3 la desorganización de neuronas 

piramidales fue más pronunciada con respecto a otras áreas de la región hipocampal y se pudo 

observar una disminución importante de la densidad celular. Las ratas lactantes tratadas con la 

misma dosis de kainato presentan cambios en la morfología neuronal de las tres áreas 

hipocampales estudiadas. Las células que constituyen el estrato piramidal se muestran 

disminuidas en tamaño y la capa celular se observa compacta en comparación con la misma 

área en tejidos de animales tratados con vehículo. La densidad celular tanto en CA1, CA3 y 

giro dentado se ve disminuida en forma importante, principalmente el estrato piramidal en la 

región  CA3; sin embargo el daño que se presenta es menor al que se puede apreciar en las 

mismas zonas del hipocampo de los animales tratados con kainato en la etapa diestro 1 del 

ciclo estral (fig 5). 



Activación de Caspasa-3  por ácido kaínico 

 

El mecanismo de excitotoxicidad por glutamato en hipocampo, mediado por receptores de 

NMDA ha sido ampliamente estudiado tanto en modelos in vitro como en modelos in vivo. 

Con respecto al daño neuronal inducido por excitotoxicidad a través de receptores a kaínato, 

varios estudios señalan que el principal mecanismo por el que el ácido kaínico induce la 

muerte neuronal es a través de apoptosis; sin embargo, también existen reportes que indican 

que este agonista de glutamato genera degeneración celular mediante necrosis.  

 

Con el fin de conocer la distribución de muerte celular por apoptosis producido en en las 

diferentes áreas del hipocampo por la administración de ácido kaínico en una dosis de 5 mg/kg 

vía intraperitoneal, tanto en ratas lactantes como en diestro 1, se realizó inmunofluorescencia 

contra caspasa-3 activa en cortes de hipocampo medio de los grupos experimentales.  

 

Para la cuantificación de las células dañadas por kainato se tomaron en consideración aquellas 

que mostraron inmunomarcaje para caspasa-3 activada y núcleo picnótico identificado 

mediante cotinción con Hoeschst, compuesto que interactúa con DNA y puede ser visualizado 

mediante luz ultravioleta en el rango de los 500-540 nm. Adicionalmente se realizó una 

inmunofluorescencia doble para caspasa-3 activada y Neu-N, una proteína específica del 

núcleo de neuronas, con la finalidad de identificar el tipo celular que presenta el marcador de 

apoptosis. 

 

El inmuno-marcaje con caspasa-3 activa en el tejido de los diferentes grupos tratados mostró 

una mayor cantidad de células dañadas por la administración i.p. de ácido kaínico en la ratas 

en distro 1. Las áreas estudiadas en el hipocampo fueron CA1, CA3 y el giro dentado. En 

general, se observó un mayor número de células marcadas por caspasa-3 activada en las tres 

áreas mencionadas en ratas tratadas durante el diestro 1 en comparación con lo registrado para 

ratas tratadas durante el periodo final de la lactancia (K6 vs. K4), el análisis estadístico 

empleado indica que estas diferencias son estadísticamente significativas con una p < 0.05 

(fig. 6).  

 



De manera interesante, el uso de este marcador de muerte celular, permitió observar que en 

apariencia, las ratas separadas de sus crías durante 24 h antes del tratamiento, no presentan un 

patrón diferencial de daño celular con respecto a las ratas que no son separadas de sus crías 

durante el tratamiento, mismas que mantienen mayor número de células marcadas por 

caspasa-3 activada en el área hipocampal en respuesta a kainato que el observado en los 

animales tratados en diestro 1 (fig. 6). 

 

A través del doble inmunomarcaje por fluorescencia, se observó que las células marcadas con 

el anticuerpo contra caspasa-3 activada en el hipocampo de ratas tratadas con kainato durante  

metaestro, presentan en su mayoría la proteína Neu-N (80%), lo cual indica que la caspasa-3 

se mantiene activada principalmente en neuronas después de la administración de  kainato,  

por el contrario en ratas lactantes tratadas con este agonista, las pocas células que presentan 

inmunomarcaje para la proteína caspasa-3 activa fueron negativas a la inmunohistoquímica 

con la proteína Neu-N. 

 

 

Detección de muerte celular por TUNEL 

 

La detección de daño celular utilizando el marcador de muerte por apoptosis, caspasa-3 

activada, se realizó en tejidos obtenidos de animales tratados con una dosis mayor de ácido 

kaínico (7.5 mg/kg). Los resultados mostraron que la caspasa- 3 activa no es un buen 

marcador de daño celular por ácido kaínico en ratas tratadas durante el periodo de lactancia y 

diestro 1 del ciclo estral, ya que  el número de células positivas no coincide con el grado de 

daño en la morfología de las diferentes áreas del hipocampo, visualizado por la técnica de 

Nissl , por lo que se llevó a cabo el marcaje de DNA fragmentado mediante la técnica de 

TUNEL en las muestras obtenidas de animales tratados como se indica en las tablas 1 y 2. Los 

resultados mostraron un patrón de muerte, en los grupos tratados con 5mg/kg de ácido kaínico, 

muy semejante al ya descrito por la activación de la caspasa-3 activa.  
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Figura 7.  TUNEL. a) Imágenes representativas del patrón de apoptosis detectada por TUNEL (ver página 

anterior) en tejidos obtenidos de animales tratados durante lactancia y diestro 1 con écido kaínico. b) 

Cuantificación de los núcleos positivos a TUNEL en animales tratados con 5 mg/kg de ácido káinico. c) 

Cuantificación de núcleos positivos a TUNEL en las diferentes áreas del hipocampo de animales tratados con 7.5 

mg/kg de ácido kaínico. El análisis estadístico mostró diferencias significativas entre las ratas tratadas en 

lactancia y diestro 1 en las diferentes áreas del hipocampo con ambos tratamiento (p<0.05). 

 

 

La detección de muerte celular en hipocampo a través de este marcador se realizó en grupos de 

ratas tratadas con 7.5 mg/kg de kainato durante el diestro 1 y en ratas en el periodo final de la 

lactancia sin ser separadas de sus crías.  

 

En los grupos tratados con una dosis mayor de ácido kaínico se observó nuevamente que la 

condición fisiológica en la que el ácido kaínico tiene mayores efectos con respecto a daño 

celular en el hipocampo, es durante la etapa de diestro 1 del ciclo estral (fig. 7), asímismo, se 

observó que estas diferencias se mantienen en las tres áreas estudiadas, CA, CA3 y GD.  

 

El análisis estádistico empleado para comparar los resultados obtenidos, mostró diferencias 

significativas entre las ratas en diestro y lactantes tratadas con 5mg/kg de ácido kaínico en las 

tres áreas del hipocampo estudiadas, y que estas diferencias se mantienen aun con una dosis 

mayor de kainato.  
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Daño neuronal detectado por Fluoro-Jade 

 

Dado que existen reportes que señalan al proceso necrótico como la principal vía de muerte 

celular en procesos de excitotoxicidad inducida por kainato, se realizó una tinción 

histoquímica con fluorojade en el hipocampo medio de los animales tratados con 7.5 mg/kg de 

ácido kaínico vía i.p. con el fin de detectar daño neuronal de cualquier tipo, ya sea apoptótico 

o necrótico, inducido por ácido kaínico en los diferentes grupos tratados. 

 

Los resultados obtenidos muestran un mayor daño de las diferentes áreas del hipocampo por 

administración de ácido kaínico en los tejidos de ratas tratadas durante la etapa del metaestro 

del ciclo estral en comparación con el daño observado por la misma técnica en el hipocampo 

de ratas tratadas durante la lactancia. El patrón de daño celular que se observó con el uso de 

ésta técnica coincide con el patrón observado por el empleo de TUNEL como técnica de 

detección de muerte celular. 

 

El área más afectada por la administración de kaínato en ratas tratadas durante diestro 1 fue la 

región CA1 del hipocampo seguida del giro dentado y CA3. En ratas tratadas durante la 

lactancia, el daño celular detectado es bajo y la región más afectada es el giro dentado. 

Aunque el daño global en hipocampo en ambos tratamientos coincide con el observado por 

TUNEL, el número de células marcadas por ambas técnicas en regiones específicas de los 

tejidos obtenidos de ratas en diestro1 varía notablemente (fig. 8). En este sentido es importante 

considerar que la técnica de fluorojade pudiera estar aportando datos sobre el tipo de 

neurodegeneración que predomina en la región CA1, la cual, de manera tentativa, podría estar 

más relacionada a muerte necrótica y no a muerte apoptótica, de modo que la técnica de 

TUNEL no es adecuada para detectar el daño neuronal en esta área. 

 

 



Distribución del receptor a estrógenos alfa en el hipocampo  

 

En los últimos años, se han realizado varios estudios sobre el papel de las hormonas esteroides 

y sus receptores en sistema nervioso central, particularmente su efecto en áreas del cerebro 

implicadas en aprendizaje y memoria. Con respecto al efecto neuroprotector de las hormonas 

esteroides se han encontrado datos importantes que sugieren la participación de los receptores 

a estrógenos en la modulación de la estructura, función y sobrevivencia de neuronas. El efecto 

neuroprotector ejercido por estrógenos ha sido asociado principalmente a la presencia del 

receptor a estrógenos alfa (ER ).  

 

Los cambios cíclicos de los niveles de hormonas sexuales, particularmente estrógenos, dirigen 

muchos aspectos reproductivos en los animales, coordinando la función de poblaciones 

neuronales en el cerebro y regulando la actividad de los gonadotropos en la pituitaria. Estas 

variaciones en los niveles de estrógenos en circulación se han relacionado a la expresión de 

sus receptores y por tanto a su función. 

 

Con el propósito de relacionar los niveles de estradiol en circulación y su acción a través del 

receptor a estrógenos alfa con el daño celular ocasionado por kainato en el hipocampo de ratas 

en la fase diestro 1 del ciclo estral y ratas en lactancia, se detectó la presencia del receptor a 

estrógenos alfa en las diferentes zonas del hipocampo a través de inmunohistoquímica en 

muestras de hipocampo medio tanto de ratas tratadas en lactancia como en diestro 1.  

 

Los resultados muestran la presencia y distribución uniforme de este receptor en las diferentes 

áreas del hipocampo y no se observan cambios aparentes en la expresión de la proteína entre 

los diferentes grupos de ratas. El análisis estadístico muestra con una p > 0.05 que no hay 

cambios significativos en la expresión de receptor a estrógenos alfa en el hipocampo medio de 

los animales durante la lactancia en relación a la etapa de diestro 1 (fig. 9), estos datos 

correlacionan con los niveles de estradiol en circulación. 

 

 

 



Expresión de Bcl-2 

 

La muerte celular por apoptosis es una vía altamente regulada en células de mamíferos, en la 

cual las proteínas pro y antiapoptóticas de la familia Bcl-2 constituyen un importante punto de 

control para el daño irreversible de los constituyentes celulares. 

 

El estudio de los elementos pro y antiapoptóticos de la familia de proteínas Bcl-2 se ha 

realizado en diferentes tejidos, en el caso de sistema nervioso central, se sabe que la principal 

proteína antiapoptótica que participa en la supervivencia celular es Bcl-2 y que su expresión y 

función puede ser afectada tanto a nivel transcripcional como postraduccional.  

 

Mucho se ha investigado sobre la activación de esta proteína y su papel ante diferentes tipos 

de daño al sistema nervioso central, en el caso concreto de excitotoxicidad por ácido kaínico, 

se sabe que este agonista de glutamato afecta en forma importante la función de esta proteína 

dirigiendo el balance celular hacia muerte por apoptosis. Por otro lado, se sabe que la 

expresión de Bcl-2 es favorecida por elementos que participan en la protección celular ante 

daño, tales como hormonas y factores neurotróficos. 

 

En este estudio se evaluó la expresión de la proteína Bcl-2 en hipocampo y corteza de 

animales en lactancia y diestro 1 a fin de correlacionar su presencia en las áreas cerebrales ya 

mencionadas con el efecto neuroprotector ante daño celular excitotoxico inducido por kainato 

durante la lactancia. Los resultados obtenidos, indican una mayor expresión de Bcl-2 en las 

células cerebrales de ratas durante la etapa de lactancia en comparación con la registrada para 

los tejidos de ratas en la fase de diestro 1 (fig. 10). 

 

En cortes de hipocampo medio de ratas en diestro 1 se observó una menor expresión de Bcl-2 

en comparación con CA1, CA3 y GD del hipocampo y la corteza entorrinal. Esta diferencia en 

la expresión de la proteína antiapoptótica correlaciona con el daño observado en las diferentes 

áreas del cerebro entes mencionadas, ya que en general se observó un mayor daño neuronal 

(medido por fluorojade) en corteza entorrinal (fig. 9) 

 



Por otro lado, la expresión de Bcl-2 en el cerebro de ratas en lactancia es mayor con respecto a 

la registrada para ratas en diestro 1, y en general sigue el mismo patrón que el observado en 

estas últimas, es decir, su mayor expresión se da en corteza entorrinal e hipocampo mientras 

que corteza piriforme presenta una menor expresión. En estos tejidos, se observó una menor 

expresión de la proteína Bcl-2 en el área CA3 del hipocampo con relación a CA1 y GD, 

aparentemente esta área presenta niveles semejantes a los observado en tejidos de ratas en 

diestro 1, lo cual correlaciona con el daño celular  registrado por tunel, no así con el observado 

por fluorojade. Estos datos sugieren la participación de la proteína antiapoptótica Bcl-2 en la 

neuroprotección observada durante el periodo de lactancia ante excitotoxicidad por ácido 

kaínico (fig. 10) 
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Figura 9. Distribución de ER-alfa en el hipocampo. a) Inmunohistoquímica representativa en muestras de ratas 

lactantes y en diestro en diferentes áreas del hipocampo. b) El análisis densitométrtico no muestra diferencias 

significativas en los niveles de expresión del receptor a estrógenos alfa de ratas lactantes versus ratas en diestro 1 

(p>0.05) 
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Figura 10. Expresión de Bcl-2 en diferentes áreas del sistema nervioso central. a) Inmunohistoquímica 

representativa para Bcl-2. b) Análisis densitométrico de la expresión de Bcl-2 en los diferentes grupos de 

animales utilizados. Estadísticamente se observó una mayor expresión de la proteína en los animales lactantes 

versus diestro 1 en corteza, CA1 y GD del hipocampo. En ctx piriforme se mantiene una menor expresión de la 

proteína con respecto a las otras áreas evaluadas (p<0.05). 
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Discusión 

 

 

El ácido kaínico es un agonista de glutamato que actúa sobre receptores AMPA y receptores a 

kainato. Su efecto sobre la región hipocampal se encuentra estudiado tanto en modelos in vitro 

[1,3,20,28,103,114]como modelos in vivo [71,94,96,115,124]. Los trabajos in vivo han sido 

realizados en animales machos ya que en hembras las hormonas esteroides ofrecen en 

apariencia un efecto neuroprotector [22,35,36].  

 

En este estudio se evaluó el efecto del ácido kaínico en el hipocampo de Rattus norvegicus 

durante la lactancia, condición en la que los niveles de hormonas esteroides sexuales son 

bajos. Se demostró que la lactancia es una situación fisiológica que protege en forma 

significativa al hipocampo contra el daño neuronal inducido por este agonista de glutamato .  

Se concluye que la lactancia representa una condición  fisiológica adecuado para estudios 

sobre los efectos neuroprotectores de las hormonas esteroides. 

 

 

Hormonas esteroides y excitotoxicidad 

 

La concentración de hormonas esteroides sexuales, estradiol y progesterona, durante el ciclo 

estral de la rata, presenta variaciones importantes, los niveles más significativos de estas 

hormonas se presentan durante la etapa de proestro, mientras los niveles más bajos se dan en 

la etapa de estro y diestro 1. Los niveles de estradiol y progesterona, en ratas, durante los 

periodos de gestación y lactancia, se encuentran bien caracterizados, y se ha reportado que las 

concentraciones de estradiol, en circulación, aumentan después del día 16 de gestación (P16) y 

tienen su pico máximo en P22 cerca del tiempo de parto, por otro lado los niveles de 

progesterona en plasma se elevan hacia P14 y permanecen altos hasta P19 cuando comienzan 

a decrecer lentamente. Posterior al parto y durante la lactancia los niveles de estradiol son 

bajos y es hasta después de la primera semana de lactancia, cuando se registra un aumento de 

ésta hormona  hasta niveles semejantes a los de diestro1. Con respecto a los niveles de 



progesterona, se sabe que la concentración sérica de ésta hormona se mantiene elevada entre 

los días cuatro y diez de la lactancia y posteriormente disminuye [55,58]. 

 

Aunado al patrón de hormonas esteroides sexuales ya descrito, se ha documentado que durante 

los periodos de gestación y lactancia, se da un incremento importante en los niveles 

circulantes de glucocorticoides, en el caso de ratas, ha sido reportado un incremento 

significativo en la concentración sérica de corticoesterona durante la lactancia, y su 

participación se ha asociado al control de la regulación metabólica tanto en la producción 

como en la secreción de leche [100]. 

 

Durante el periodo final de la lactancia se observó un incremento importante en las 

concentraciones séricas de corticoesterona, lo que podría favorecer el daño celular en el área 

del hipocampo  por kainato en ratas tratadas durante esta etapa reproductiva en comparación 

con ratas tratadas durante diestro1. 

 

Es importante mencionar que el objetivo principal de este trabajo fue el estudiar el efecto de la 

administración de kainato in vivo en las situaciones fisiológicas estudiadas, a fin de aportar 

nuevo conocimiento sobre el papel que juegan las hormonas esteroides sexuales en el SNC, si 

bien ha sido difícil encontrar un control adecuado para comparar los efectos tóxicos del 

kainato durante la lactancia, consideramos que las ratas durante la etapa de diestro 1 por su 

semejanza, en cuanto a niveles de hormonas esteroides que presentan, con relación a los de 

ratas en lactancia, fueron un control adecuado para los fines del estudio. Considerando los 

resultados obtenidos en este trabajo se sugiere evaluar en otros estudios el efecto de la 

administración de kainato a lo largo de la lactancia para poder establecer en forma sistemática 

cuál es la importancia de las hormonas durante la última fase de la misma. 

 

 

Daño celular en Hipocampo 

 

El daño celular en hipocampo inducido por ácido kaínico fue evaluado inicialmente a través de 

la técnica de Nissl, mediante esta tinción se pudo observar un cambio en la morfología de las 



células que constituyen la región CA1 y el giro dentado, principalmente en el estrato 

piramidal, tanto con una dosis baja (5 mg/kg) como con una dosis un poco mayor (7.5 mg/kg) 

en comparación con las ratas tratadas en lactancia, en las que se observa un cambio en la 

morfología de CA1 y CA3 con la dosis de 7.5 mg/kg de ácido kaínico.  

 

A diferencia de lo esperado con base en el patrón hormonal que caracteriza ambos periodos 

reproductivos en la rata, la susceptibilidad a degeneración celular es mayor en la etapa de 

diestro. Además de tratar las ratas que tuvieron una lactancia completa, inicialmente, también 

se usaron ratas separadas de sus crías ya que ha sido reportado que el retirar el estimulo de 

succión a las ratas lactantes en el día 10 de la lactancia, induce modificaciones importantes en 

la respuesta del sistema nervioso ante diversos estímulos.  

 

Los resultados obtenidos en cuanto a daño celular en el hipocampo de ratas separadas de sus 

crías no mostraron cambios importantes con respecto a ratas que completaron la lactancia, por 

lo que en apariencia esta variable no juega un papel importante durante la etapa final de la 

lactancia en el mantenimiento de la integridad de la estructura hipocampal ante estímulos 

excitotóxicos como el kainato. Sin embargo, el papel del estímulo de succión no fue estudiado 

con mayor detalle. Estos resultados fueron confirmados utilizando marcadores específicos de 

daño celular.  

 

Ha sido reportado que la excitotoxicidad por ácido kaínico en SNC puede ser de tipo 

apoptótico aunque el mecanismo a través del cual la neuroexcitotoxicidad por kainato induce 

este tipo de muerte celular no se conoce con detalle. Se sabe que ésta es una forma de muerte 

celular regulada al interior de la célula a través de diversos factores como son las proteínas de 

la familia de Bcl-2, la liberación de citocromo C desde la mitocondria y la activación de 

caspasas [31,71,80,81].  

 

Aunque diversos estudios han demostrado que la activación de varios tipos de caspasas 

después de la  administración de ácido kaínico, tales como caspasa-2, caspasa-6, y caspasa-12, 

la mayor parte de los estudios coinciden en la activación consistente de caspasa-3 en el 

proceso de excitotoxicidad por kainato [80,98,99,108,111]. A nivel morfológico, el proceso 



apoptótico se caracteriza por la fragmentación del material genético al interior del núcleo y la 

degradación de los componentes citoplasmáticos. 

 

La detección de células dañadas en hipocampo medio, 24 hrs después de la administración de 

ácido kaínico vía intraperitoneal, en ratas tratadas hacia el periodo final de la lactancia y 

durante la etapa de diestro 1, se realizó a través de la localización de la caspasa-3 (serin-

proteasa) en su forma activa mediante inmunofluorescencia. Se utilizó también la técnica de 

TUNEL, para la detección de DNA fragmentado al interior del núcleo en las células de la 

región hipocampal, como marcador de muerte celular por apoptosis.  

 

Los resultados obtenidos tanto con la localización de la caspasa-3 activa como a través de 

TUNEL, confirman lo observado a través de la técnica de Nissl, es decir, en apariencia, existe 

un mayor daño celular en hipocampo, especialmente en el estrato de neuronas piramidales del 

CA1 y el estrato granular del giro dentado en ratas tratadas con kainato durante la etapa de 

diestro 1 en comparación con ratas tratadas al final de la lactancia aun cuando los niveles de 

hormonas neuroprotectoras son similares y los glucocorticoides son mayores en lactancia. 

Aunado a lo anterior, se demostró que hacia el final de la lactancia, el estímulo de succión por 

parte de las crías no juega un papel determinante en el mantenimiento de la integridad 

neuronal como ha sido reportado en etapas tempranas de este periodo.  

 

Los estudios en los que se reporta la activación de caspasa-3 después de administración de 

ácido kaínico, han sido realizados en modelos in vitro o en animales machos. En este estudio 

se encontró que la activación de esta preoteasa no refleja el daño celular observado a través de 

otras técnicas como Nissl y TUNEL, esta diferencia aunque no fue estudiada en detalle, 

sugiere que la toxicidad por ácido kainico en hembras y machos podría ser diferente. 

Inicialmente podemos referir las diferencias debidas al ambiente hormonal entre hembras y 

machos que representa un “milieu” hormonal completamente diferente. Varias investigaciones 

en el área de neuroprotección por estrógenos han reportado un incremento en la expresión de 

proteínas de la familia Bcl-2 y una reducción de la activación de caspasas en respuesta a la 

administración de 17-  estradiol en diversos modelos de daño neuronal. 

 



Por otro lado nuestros resultados obtenidos a través de la tinción de los tejidos por Fluoro-

Jade, mostraron un mayor daño celular en diestro 1 que el observado a través de la aplicación 

de las técnicas antes mencionadas, con respecto a las ratas en lactancia, el daño observado a 

través del uso de éste colorante, derivado aniónico tribásico, coincide con el obtenido por 

TUNEL. La aplicación de la técnica de fluorojade permitió confirmar que durante el periodo 

final de la lactancia, el daño celular en hipocampo en respuesta a excitotoxicidad por kainato 

es menor en comparación con el daño inducido de la misma forma durante la etapa de 

diestro1. 

 

El fluorojade permite la detección de degeneración neuronal a través de su unión a una 

proteína específica de neuronas que se acidifica en todo proceso de este tipo,  por lo que 

resulta útil en la detección de daño y muerte neuronal por apoptósis o necrosis 

[16,72,127,128]. Las diferencias observadas entre el número de células dañadas, detectadas 

por TUNEL y caspasa-3 activa en relación a las detectadas por fluorojade, puede deberse a 

que el daño por excitotóxicos también puede darse a través de una vía de daño celular de tipo 

necrótico, la cual se caracteriza por una alta generación de especies reactivas de óxigeno y 

daño mitocondrial que conlleva a la muerte celular por declinamiento de moléculas 

energéticas y oxidación de macromoléculas. Aunque también puede deberse a que son 

sustratos celulares diferentes (proteínas y ácidos nucleicos) y depende del momento en el cual 

se detecta el daño [48,115,120,146]. 

 

Aunque se ha reportado que las hormonas esteroides sexuales pueden actuar como 

antioxidantes, las diferencias encontradas en cuanto a células dañadas por kainato detectadas 

por Fluoro-Jade, que se relacionan con diferentes tipos de muerte celular y la detectada con 

marcadores de apoptosis, en las condiciones fisiológicas estudiadas, sugieren que no podrían  

deberse a este papel de los esteroides, ya que en ambas condiciones se tienen niveles 

semejantes de estradiol y progesterona y solo durante la etapa de diestro1 parece predominar 

la muerte celular no relacionada con apoptosis, por lo que cabe la posibilidad de que durante el 

periodo final de la lactancia, la expresión de moléculas propias de la lactancia, se encuentren 

implicadas en un efecto neuroprotector ante daño excitotóxico, teniendo un papel importante 

en la regulación de moléculas que modulan la muerte celular por apoptosis o necrosis como 



podrían ser las caspasas, proteínas antiapoptóticas, proapoptóticas o especies reactivas de 

oxígeno. 

 

 

Neuroprotección durante lactancia 

 

La familia Bcl-2 comprende al menos 12 proteínas implicadas en la regulación de la apoptosis, 

que pueden ser clasificadas de acuerdo a su función en proapotóticas y antiapoptóticas. La 

actividad de éstas moléculas puede verse afectada por modificaciones postraduccionales como 

proteólisis y fosforilación, mismas que inducen cambios en la conformación de la proteína, 

localización subcelular y expresión. Se ha reportado que Bcl-2 es la principal proteína 

antiapoptótica perteneciente a ésta familia, implicada en el mantenimiento de la viabilidad 

celular en sistema nervioso central  [112,129,143]. 

 

La expresión de Bcl-2 fue estudiada en la región hipocampal de los animales en diestro 1 y 

lactancia, a través de inmunohistoquímica. En forma interesante, se observó que en la etapa de 

diestro, hay una expresión uniforme de Bcl-2 en la región hipocampal, que es 

significativamente menor en comparación con la encontrada en los tejidos de ratas lactantes en 

el hipocampo de las ratas en lactancia. Durante la lactancia, se observó que además de haber 

una mayor expresión de Bcl-2,  hay una expresión diferencial de esta proteína, ya que CA3 

muestra bajos niveles de esta proteína en relación a CA1 y el giro dentado, en forma inversa al 

daño que se observó a través de diferentes técnica.  

 

Aunado a lo anterior, se encontró que en la corteza piriforme hay una menor expresión de esta 

proteína con respecto a las otras áreas estudiadas tanto en ratas lactantes como en ratas en 

diestro y una mayor expresión de la misma en corteza entorrinal durante la lactancia, lo cual 

correlaciona, nuevamente, en forma inversa con los niveles de daño neuronal encontrado por 

fluorojade en ambos tipos de corteza. Estos datos, sugieren la participación de Bcl-2 en la 

prevención de daño celular en el hipocampo de ratas lactantes ante estímulos excitototóxicos. 

 



Se ha reportado que uno de los mecanismos a través del cual los estrógenos se encuentra 

ejerciendo un efecto neuroprotector ante estímulos tóxicos, es mediante la inducción de Bcl-2. 

Este incremento en la expresión de la proteína antiapoptótica ha sido relacionado directamente 

a la regulación positiva el factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) por estrógenos. Ha 

sido demostrado que este factor neurotrófico aumenta la expresión de Bcl-2 y previene 

modificaciones en la proteína asociadas a su inactivación como la fosforilación a través de su 

unión a el receptor TrkB y la subsecuente activación de la cascada PI3K/AKT, vía implicada 

en sobrevivencia celular [59,68,129]. 

 

Adicionalmente, en diversos modelos celulares e in vivo, se ha demostrado que el estradiol 

previene la apoptopsis por inducción de la proteína antiapoptótica Bcl-xl y la disminución de 

la actividad de caspasas. Con respecto a la proteína Bcl-2 se ha reportado que en neuronas 

dopaminérgicas de la sustancia nigra, los estrógenos aumentan su expresión a través de 

elementos AP-1 mientras que en la lìnea celular SK-ER3 modulan positivamente su función al 

disminuir la expresión de la proteína Nip2 [59,92,161]. 

 

Ya que el efecto neuroprotector de los estrógenos se ha asociado principalmente a un efecto 

genómico a través del ER alfa, se evaluó la expresión de éste receptor por 

inmunohistoquímica, los resultados mostraron una expresión  similar del ER alfa en las 

diferentes regiones del hipocampo estudiadas, entre los grupos tratados.  

 

Otro de los factores que se conoce es capaz de influenciar la sobrevivencia neuronal ante 

excitotoxicidad es la progesterona a través de sus metabolitos reducidos DHP y THP ya que 

estos compuestos participan en la depresión de la actividad neuronal modulando positivamente 

el sistema GABAérgico  en SNC [35,89,91]. Sin embargo, en las condiciones fisiológicas 

estudiadas, no parece que la progesterona sea responsable de el efecto neuroprotector durante 

la lactancia, ya que en este periodo se mantienen niveles similares a los que se presentan 

durante el diestro1, por lo que su paricipación no fue explorada en este trabajo. 

 

También ha sido descrito el efecto neuroprotector de la proteína relacionada con la hormona 

paratiroidea en cultivos de células granulares de cerebelo, mediante la regulación del flujo de 



Ca+ a través de canales dependientes de voltaje y se conoce, en modelos de desarrollo de 

sistema óseo, que esta proteína puede regular la expresión de Bcl-2 positivamente [18]. 

 

La prolactina, es una hormona peptídica requerida para el desarrollo lobuloalveolar en la 

glándula mamaria durante la gestación, para lactogénesis al tiempo del parto y el 

mantenimiento de la secreción de leche durante la lactancia (Tucker, 1994). La expresión de 

receptores a prolactina en hipotálamo durante los periodos de gestación y lactancia pone de 

manifiesto la participación de la prolactina en el sistema nervioso central durante la gestación 

y lactancia. A este respecto, se ha sugerido que la prolactina a través de sus acciones en 

sistema nervioso, influye de manera importante el establecimiento del comportamiento 

materno,  el incremento del apetito e ingesta de comida que se observa en ratas gestantes y en 

lactancia, los cambios en fertilidad durante estos periodos, además de mediar la secreción de 

oxitocina y vasopresina y modular el estrés y ansiedad [54,155]. 

 

La prolactina podría ser un metabolito importante en la neuroprotección del daño inducido por 

kainato observada durante la fase final de la lactancia debido a que se ha demostrado que es 

capaz de inhibir la actividad de la sintasa de óxido nítrico en células endoteliales. Se ha 

descrito que la sintasa de óxido nítrico es dependiente de Ca+  y su expresión ha sido 

demostrada en las regiones celulares, magnocelular y parvocelular, de algunos núcleos 

hipotalámicos.  

 

Varios estudios han demostrado que el NO participa en el control de diferentes procesos 

neurosecretores, principalmente en el sistema neurosecretor responsable de la liberación de la 

hormona corticotropina, por lo que la modulación redox en el sitio de acción de receptores a 

NMDA parece ser crítica en el control del eje hipotálamico-pituitario-adrenocortical (HPA). 

Así mismo se ha determinado que los glucocorticoides facilitan la excitotoxicidad neuronal 

por un aumento en la expresión de receptores a glutamato e inhibición de la recaptura de este 

neurotransmisor [113]. 

  

Recientemente se ha descrito en células endoteliales, que la prolactina, hormona que se 

encuentra especialmente elevada durante la lactancia, inhibe la angiogénesis promovida por el 



factor de crecimiento endotelial (VEGF) a través del bloqueo de la activación de eNOS por 

inhibición de la síntesis de acetilcolina y bradicinina. En SNC, la prolactina podría estar 

inhibiendo también la activación de la sintasa de óxido nítrico endotelial (eNOS) y mediando 

por tanto la inactivación de receptores a glutamato [51]. 

 

Aunado a lo anterior, también se conoce que la prolactina incrementa la secreción de el factor 

de crecimiento neuronal (NGF). En sistema nervioso central, NGF, tiene un papel trófico 

sobre neuronas colinérgicas y se ha reportado que protege contra neurodegeneración in[132] 

ducida por axotomía y atrofia relacionada a la edad, además de que en cultivos hipocampales 

previene la muerte neuronal por excitotoxicidad. El mecanismo a través del cual  este factor 

neurotrófico protege a las neuronas hipocampales no se conoce con precisión dado que la 

expresión de TrkA, el receptor de alta afinidad a NGF, no se expresa en ésta área del sistema 

nervioso central [88]. Sin embargo se conoce que la expresión del receptor de baja afinidad, 

p75NTR, incrementa ante estímulos excitotóxicos y algunos estudios señalan que la unión de 

este receptor a su ligando induce la activación de esfingomielinasa y el factor nuclear NFkB, 

eventos ligados a un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes como manganeso 

superóxido dismutasa. Aunado a ello, se conoce en otros modelos de muerte apoptótica, que la 

activación de NFkB inhibe la muerte celular [25]. 

 

Los resultados obtenidos y los datos descritos, sugieren que durante la lactancia, se mantiene 

un sistema importante de neuroprotección aún ante la presencia de la elevación de 

glucocorticoides y la disminución de hormonas esteroides sexuales en las zonas más sensibles 

a daño por excitotoxicidad a través de un mecanismo posiblemente independiente de 

hormonas esteroides y seguramente mediado por moléculas que participan en el 

establecimiento y mantenimiento de la secreción de leche y cuidado maternal. 

 

Los resultados de este estudio en general sugieren que existe un efecto neuroprotector ante  

excitotoxicidad por kainato durante el periodo final de la lactancia, mismo que parece no ser 

dependiente de la acción directa de las hormonas esteroides sexuales.  

 

 



 



Conclusiones  

 

 

• Existe un efecto neuroprotector ante  excitotoxicidad por kainato durante el periodo final 

de la lactancia, mismo que parece no ser dependiente de la acción directa de las hormonas 

esteroides sexuales.  

 

• La lactancia es el primer modelo natural de neuroprotección en el hipocampo ante la 

toxicidad por administración sistémica de kainato, que a nuestro conocimiento haya sido 

descrito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Perspectivas 

 

En este trabajo se identificó que el periodo de lactancia en Rattus norvegicus es un estado 

fisiológico adecuado para el estudio de neuroprotección ante excitotoxicidad por ácido kaínico 

en el hipocampo.  

 

En relación a estas observaciones, existen diversos aspectos importantes que es necesario 

estudiar a futuro, el más relevante esta relacionado con la identificación de la o las moléculas 

que participan en el efecto neuroprotector ante excitotoxicidad por ácido kaínico durante la 

lactancia. 

 

Por otro lado, se requiere explorar si la neuroprotección a ácido kainico observado en la 

lactancia, previene el daño neuronal ante la administración de los diferentes agonistas de 

glutamato y otro tipo de condiciones patológicas como la isquemia. 

 

A  lo largo del estudio, se observó que la administración de ácido kainico induce daño celular 

moderado en la corteza entorrinal, a diferencia de otras regiones que presentan mayor 

susceptibilidad a degeneración por excitotoxicidad, tales como núcleos talámicos e 

hipotalámicos asociados al establecimiento y mantenimiento de la lactancia y comportamiento 

materno. Por lo que sería relevante caracterizar en forma detallada la susceptibilidad a daño 

celular en diferentes regiones del cerebro materno y el tipo de muerte celular asociado. 

 

Finalmente consideramos que este modelo representa una importante área de estudio del 

impacto de la relación madre-progenie sobre la función del sistema nervioso central como son 

el comportamiento materno durante la etapa de lactancia y su relación con las crías. Así 

mismo el daño de la madre sobre el desarrollo postnatal de las crías, por lo que  resulta una 

herramienta para el estudio del efecto de la exposición a aminoácidos excitadores de la 

progenie vía materna en el desarrollo del sistema nervios central y sus funciones en la vida 

adulta. 

 



 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Daño ocasionado por kainato en los distintos grupos de este estudio evaluado con Nissl. Se muestra la morfología de las diferentes áreas del 
hipocampo, se puede observar un cambio importante después de 24 h del tratamiento con ácido kaínico, principalmente en el hipocampo de ratas en diestro 
tratadas con 5 y 7.5 mg/kg vía ip. En las ratas lactantes la dosis de 5 mg/kg no genera cambios importantes en hipocampo, con una dosis mayor se observa daño 
principalmente en CA3.  
a.             b. 
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Figura 6. Células marcadas por caspasa-3 activada y núcleo picnótico 24h después de la administración i.p. de 

5mg/kg de ácido kaínico. a) Células positivas para caspasa-3 activada en la región hipocampal en 

coinmunolocalización de Neu-N, b) Análisis estadístico de las células positivas a caspasa-3 activada en CA1, 

CA2 y GD. En todos los casos el mayor número de células positivas a caspasa-3 activa y núcleo picnótico en 

ratas en diestro, presentaron inmunomarcaje para Neu-N mientras que en ratas lactantes no presentaron 

marcaje para esta proteína. El mayor número de células positivas se registró para el tratamiento de ácido 

kaínico en ratas en diestro 1 en las tres áreas del hipocampo (p<0.05). Lactancia normal: K1(vehículo), K2 

(AK); separada de sus crías: K3 (vehículo), K4 (AK); diestro 1: K5 (vehículo), K6 (AK). 
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Figura 8. Secciones histológicas teñidas con Fluoro-Jade. a) Tinción representativa para cada tratamiento. b) Las gráficas muestran el análisis densitométrico en 

muestras de animales tratados con 7.5 mg/kg de ácido kaínico. Las diferencias son significativas con una p < 0.05. 
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