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1. ABREVIATURAS

ACTH Hormona adrenocorticotropina
APO Area preédptica

BSA Albumina sérica bovina

CA1 Cornu ammonis 1

CA3 Cornu ammonis 3

CRH Hormona liberadora de corticotropina
DNA Acido desoxiribonucleico

E2 Estradiol

EDTA Acido etilen diamino tetracético
ER Receptor e estrogeno

GFAP Proteina acidica fibrilar glial
HHA Hipofisis-Hipotalamo-Adrenal
IF Filamento intermedios

mPFC Corteza prefrontal media
MRNA Acido ribonucleico mensajero
NF-H Neurofilamentos pesados
NF-L Neurofilamentos ligeros

NF-M Neurofilamentos medianos
NPY Neuropeptido Y

OTR Receptor a oxitocina

P4 Progesterona

PMFS Fenil-metil-sulfonil-fluor

RP Receptor a progesterona

SDS Duodecil sulfato de sodio

SNC Sistema nervioso central
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2. RESUMEN

Durante el embarazo se modifican las funciones de todos los tejidos del organismo
incluido el sistema nervioso central (SNC). En esta etapa se han encontrado diversos
cambios conductuales, asi como en la memoria y el aprendizaje, sin embargo, se
desconocen los mecanismos involucrados en estos cambios. Por otro lado se ha
reportado que hay un incremento significativo en los niveles de estradiol (E2) y
progesterona (P4) durante el embarazo. Se ha observado que en el hipocampo de la rata
(regiones CA1, CA3 y el giro dentado) durante el ciclo estral, en el dia del proestro (en
donde la concentracién de E2 y P4 es elevada) se madifica la morfologia de los astrocitos
de esta regidon y se incrementa la inmunopositividad a la proteina acidica fibrilar glial
(GFAP). Aunque se ha visto que GFAP es sensible a los cambios durante el ciclo estral
no se ha caracterizado el patron de expresién de esta proteina durante la gestacion. En
este estudio se determiné el patron de expresion de GFAP a los 2,14,18 y 21 dias de la
gestacion y al dia 2 de la lactancia en el SNC de la rata por la técnica de Western blot.
Los resultados obtenidos muestran que existen cambios en el contenido de GFAP durante
el embarazo y la lactancia. El contenido de GFAP se incrementa en el hipocampo durante
la gestacion, mientras que en el area preodptica (POA) y en el cerebelo hay un
decremento. En la corteza cerebral el contenido de GFAP se incrementa al dia 14 de la
gestacién. En el hipotalamo hay un incremento en el contenido de GFAP al dia 18 de la
gestaciéon y una baja de éste al dia 21. Con respecto a la lactancia el contenido de GFAP
se incrementa en el hipocampo, en la corteza y en el cerebelo, mientras que en POA y en
el hipotalamo disminuye significativamente. Estos resultados sugieren que durante la
gestacion y el inicio de la lactancia hay cambios en la estructura y funcién de los

astrocitos en diversas areas del SNC.



INTRODUCCION

3. INTRODUCCION

El sistema nervioso central (SNC) es un blanco para los esteroides sexuales. Al
final del estado fetal y en la vida postnatal temprana, los esteroides gonadales influencian
la sobrevida, la diferenciacion y la conectividad de poblaciones neuronales especificas,
tanto en el cerebro como en la médula espinal. Mas tarde, en el adulto, los esteroides
sexuales continuan ejerciendo efectos sobre la morfologia y las conexiones de las
neuronas, participando de esta manera en la plasticidad neuronal. En la gestacion hay un
incremento significativo en los niveles de estradiol (E2) y progesterona (P4) que permite

que ésta se lleve a cabo.

El E2 y la P4 aumentan el numero de astrocitos en el hipocampo y la expresion de
una proteina especifica de los astrocitos como la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) y
modifica la morfologia de los astrocitos en el hipocampo de la rata durante el ciclo estral

(Arias et al., 2009).

A pesar de que se han diversos realizado estudios para determinar cuales son las
regiones del SNC que participan la conducta materna, aun se desconoce cuales son los
factores que inducen cambios en la plasticidad cerebral durante la gestaciéon. El
conocimiento de los mecanismos por los cuales se modifica la sinapsis durante la

gestaciéon permitira entender este proceso.
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4. ANTECEDENTES

4.1. Caracteristicas generales de la gestacion

La gestacion es una etapa que comprende desde la fecundacién del 6vulo hasta el
momento del parto, Metcalfe y colaboradores la consideran como una serie de procesos
integrados, resultando en el exitoso desarrollo y parto de uno o mas miembros de la
misma especie. Durante la gestacién ocurren cambios fisiolégicos y conductuales muy
importantes para el éxito del producto. En los mamiferos, las crias son incapaces de tener
una vida independiente al nacimiento; asi los compromisos de la reproduccién continuan
después del parto involucrando la lactancia y el comportamiento maternal (Metcalfe,

1988).

En la rata de laboratorio (Rattus norvegicus) la gestacion tiene una duracién de 21-
22 dias, y en el transcurso de ésta, se presentan diferentes tipos de conductas que han
sido ampliamente estudiadas por el grupo de Rosenblat (Rosenblatt, 1980; Rosenblatt et
al., 1988) entre otros. En la actualidad se consideran 4 principales comportamientos
caracteristicos de la conducta maternal, la cual inicia desde la misma gestacién: el
acarreamiento de las crias (cuando la madre mueve de lugar a las crias, con los
incisivos generalmente, para devolver las crias al nido y no pierdan calor corporal), la
construccion del nido (la madre busca el lugar apropiado y escarba generando un
hueco en el cual estaran las crias), el lamido ano-genital (la madre estimula la zona
ventro-genital de las crias para que éstas puedan orinar y no mueran por intoxicacién, se

observa durante las 2 primeras semanas post-parto) y el amamantamiento de las crias
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(se refiere a la postura encorvada que adquiere la madre cuando amamanta a las crias)

(Numan and Stolzenberg, 2009) (Fig. 1).

Figura 1. Representacion de las 4 principales caracteristicas de la conducta maternal: A) el
acarreamiento, B) el amamantamiento, C) el lamido ano-genital, D) la construccion del nido
(modificado de (Martinez-Gomez, 2002)).

La exhibicion reciproca de las respuestas hacia la madre, la estimulacion de las
glandulas mamarias, la emision de sonidos y olores, y todo el conjunto de cambios
fisioldgicos y conductuales promueven la resistencia inmunolégica, la maduracién fisica, y

el desarrollo emocional y social de las ratas jovenes (Fleming et al., 1999).

Ademas de los comportamientos antes mencionados, durante la gestacién se
presenta una conducta de agresividad ante los intrusos que se incrementa desde el dia 16
hasta el dia 19 y que tiene un maximo justo antes del parto cuando inician las

contracciones del utero (Matthews-Felton et al., 1995).
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Existen una gran cantidad de cambios fisiolégicos que ocurren en la gestacion,
como el incremento de sales retenidas en el rindn, el aumento en el volumen plasmatico,
en la cantidad de eritrocitos, en el ritmo cardiaco, en el gasto calérico, la disminucién del
volumen maximo de inspiracion, y una gran actividad del sistema neuroendécrino
(Hodgen, 1988; Metcalfe, 1988; Risberg et al., 2009). Dentro de las hormonas mas
importantes en la regulacion de la gestacion estan el E2 y la P4 que, en la rata, presentan
un incremento en su concentracion plasmatica: el E2 de 50 pg/mL aprox., como pico
maximo en el ciclo estral, se eleva a mas de 100 pg/mL en la gestacién aumentando a
mas de 500 pg/mL al momento del parto; mientras que la concentraciéon de P4, de 10 a 35
ng/mL durante el ciclo estral, se incrementa hasta 120 ng/mL en la gestaciéon. Estas

hormonas caen antes del parto a niveles basales (Fig. 2).

Los cambios hormonales que ocurren durante la gestacion, principalmente de E2 y
P4, son indispensables para que los pulmones, los rifiones, el higado, las glandulas

adrenales y otros 6rganos del feto puedan madurar (Genuth, 2006).

La P4 es fundamental en el desarrollo de la gestaciéon ya que mantiene las
funciones de la placenta, engrosa el endometrio, disminuye las contracciones basales del
utero, estimula el crecimiento de la glandula mamaria, fortalece el moco del cerviz que
previene las infecciones, fortalece las paredes uterinas preparandolas para el trabajo de
parto. (Houdebine et al., 1985; Mahesh et al., 1996). Ademas se ha demostrado que los
receptores a P4 (RP) son muy importantes en el desarrollo del epitelio ductal en la
glandula mamaria y son esenciales para la diferenciacion de los Iébulos alveolares que

ocurre durante la gestacion (Klopper, 1982; Seagroves et al., 2000).
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Figura 2. Esquema de las concentraciones plasméticas de estradiol, progesterona y prolactina de la
rata gestante y lactante. Arriba se indican algunas de las conductas que se presentan en estos
periodos. (E2, estradiol; P4, progesterona) (Martinez-Gomez, 2002).

El incremento en el peso corporal de ratas gestantes se ha relacionado al efecto
anoréxico que tiene el E2 y el efecto orexigénico de la P4. En el caso de la P4 se ha visto
que ésta incrementa la ingesta de alimentos tanto en ratas ovariectomizadas como en las

intactas (Augustine et al., 2008).

Se ha reportado que conductas, como el lamido ano-genital, estan inicialmente
bajo el control de hormonas, como el E2 y la P4. Aunque la importancia de estas
hormonas en la conducta maternal disminuye después de la primer semana post-parto y
posteriormente el comportamiento se mantiene gracias al aprendizaje y al reforzamiento

(Fleming et al., 1999).
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El eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) tiene un papel muy importante en los
cambios fisiolégicos que ocurren en la gestacion y la lactancia por que los cambios en la
cantidad de adrenocorticotropina (ACTH) incrementan la concentracién de cortisol
promoviendo la sintesis de E2 y de P4 en la placenta, la cantidad de ACTH disminuye
después del parto (Fig. 3). Durante la gestacion los niveles de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) se incrementan notablemente ya que la placenta y las membranas
fetales producen CRH, esta secrecion se estimula por los estrégenos. En esta etapa la
hipdfisis incrementa su tamafio (30%) pero sus funciones permanecen intactas

(Mastorakos and llias, 2003).

Figura 3. Representacion comparativa de eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HHA) de ratas no
gestantes, gestantes y en el estado post parto, CRH (hormona liberadora de corticotropina), AVP
(arginina-vasopresina) ACTH (adrenocorticotropina), E2 (estradiol), P4 (progesterona), areas
sombreadas significan hipertrofia de las adrenales (Mastorakos and llias, 2000).
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La gestacién se establece y mantiene, durante la primera mitad de ésta, por las
hormonas secretadas por la hipdfisis (luteinizante y foliculo-estimulante), que a su vez
actuan en los ovarios, pero en la segunda mitad de la gestacion la placenta controla la
concentracién de hormonas esteroides (E2 y P4) en plasma al inhibir secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropinas y la accion luteolitica de la hipofisis hasta el final

de la gestacion cuando inicia el parto (Taya and Greenwald, 1981).

Los niveles elevados de estrogenos permiten el incremento de los niveles de la
globulina de union a corticosteroides resultando en una baja en el catabolismo del cortisol
por el higado y el incremento de la vida media de éste en el plasma. Ademas las

glandulas adrenales se hipertrofian (Mastorakos and llias, 2003).

Por otro lado, la gestacion, vista desde un punto de vista inmunolégico, puede ser
considerada como una situacion donde el feto es un injerto. En este contexto se ha visto
que la CRH podria estar implicada en el proceso inflamatorio de la implantacion, y en el
proceso antirrechazo que protege al feto del sistema inmune materno (Magiakou et al.,

1996).

En la etapa post-parto los niveles de cortisol disminuyen y el eje HHA vuelve al
estado pre-gestante. En un estudio se mostré que a las 3 y 6 semanas post-parto hubo
una supresiéon transitoria de la secrecion de CRH recuperandose a la semana 12

(Magiakou et al., 1996).

Los cambios fisiolégicos y conductuales a los que se enfrenta la madre durante el

embarazo causan estrés en ella que se puede manifestar en conductas de ansiedad, lo
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anterior se comprobé usando el modelo de cruz elevada, presentandose un incremento de
la ansiedad desde el dia 15 hasta el fin de la gestacién, aunque en el dia 18 hubo una
disminucion que es comparable con el nivel de ansiedad de ratas virgenes (Numan et al.,

1998).

La conducta maternal desaparece en el momento del destete que ocurre entre el
dia 22 y el dia 28 post-parto, a pesar de que se conocen diferentes variaciones
hormonales durante la lactancia, aun no es claro si las hormonas participan directamente

en la disminucion de la conducta maternal cercana al destete (Martinez-Gomez, 2002).

El efecto que puede llegar a tener la conducta maternal en el desarrollo de la
descendencia ha sido ampliamente estudiado. El comportamiento materno es critico en el
desarrollo de diferentes componentes del sistema nervioso central, se ha visto que el
lamido ano-genital es muy importante para la maduracion de eje HHA de la descendencia
(Caldji et al., 1998). También se ha visto que el comportamiento materno aumenta la
densidad neuronal en el hipocampo de las madres, lo cual, a su vez, puede incrementar el

aprendizaje espacial en ellas (Bredy et al., 2003).

4.2. El sistema nervioso central en la gestacion

El sistema nervioso central (SNC) es la parte del sistema nervioso que coordina
muchas de las actividades del organismo y modula las diferentes conductas de un
individuo, se compone, basicamente, por la médula espinal y el encéfalo, las cuales estan

protegidas por las meninges. El encéfalo esta conformado por cuatro diferentes regiones
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que a su vez poseen diferentes estructuras con diversas funciones y conexiones entre si,

la tabla 1 muestra su organizacion desde un punto de vista neuroanatémico (Bear, 2006).

Tabla 1. Organizacidon neuroanatdmica del encéfalo. Se distinguen 4 regiones y las estructuras que
conforman estas regiones dan lugar a las respectivas cavidades por donde fluje el liquido sinovial

Region Estructura

Telencéfalo Neocorteza, hipocampo, cuerpo estriado
Diencéfalo Talamo, hipotalamo, subtalamo y epitalamo
Mesencéfalo Tectum, protectum y pendunculo cerebral
Rombencéfalo Bulbo raquideo, puente y cerebelo

El SNC esta conformado principalmente por neuronas y células gliales, la
proporcion de éstas varia dependiendo la estructura y la region. En cuanto a morfologia
hay gran diversidad en ambos tipos celulares, en la figura 4 se muestran diferentes tipos

de neuronas y células gliales (Bear, 2006).

El SNC sufre muchos cambios a través del desarrollo de un organismo. Estos
cambios son necesarios para un adecuado manejo de la informacion, establecimiento de
conductas e interacciones con el medio. A los cambios que involucran alteraciones
morfoldgicas en las células del SNC, ya sea por el reacomodo de conexiones sinapticas,
la neurogénesis o el cambio en células gliales, se le conoce como plasticidad cerebral, la
cual es indispensable en la funcionalidad del SNC en sus diferentes areas (Magistretti,

2006; Toro and Deakin, 2007).
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Las células gliales brindan una matriz que sirve de sostén a las neuronas, ademas
de tener la capacidad de regular la sinapsis mediante diferentes procesos. Existen 3 tipos
principales de células gliales en el SNC: a) los oligodendrocitos, b) los astrocitos y c) la
microglia. Los oligodendrocitos envuelven el axon y secretan mielina, la cual no es
continua sino que esta dividida por los nddulos de Ranvier. La microglia esta formada por
células pequefias que poseen capacidad fagocitaria y han sido relacionadas con el
sistema inmune. Los astrocitos se dividen en fibrosos y protoplasmaticos, los primeros
estdn muy relacionados con la barrera hematoencefalica alrededor de los vasos
sanguineos; por otro lado los astrocitos protoplasmaticos estan en cercana interaccion
con las neuronas y estan involucradas en la regulacién del medio extracelular y la

nutricién neuronal (Aguilar Roblero, 2002; Bear, 2006).

Se ha visto que los astrocitos participan en la plasticidad sinaptica, ademas por el
espacio que ocupan las sinapsis por um® en comparacion con el volumen de un astrocito
ha sugerido que un solo astrocito podria contactar hasta 140 000 conexiones sinapticas
(Bushong et al., 2002). La plasticidad sinaptica esta definida como cambios en la eficacia
de la sinapsis que pueden ser mediados por mecanismos pre y post-sinapticos (Todd et
al., 2006). Ullian y colaboradores observaron que los astrocitos incrementan el numero de
sinapsis estructuralmente maduras y funcionales, y que éstos son necesarios para
mantener la estabilidad sinaptica en células ganglionares de la retina (Ullian et al., 2001).

Se ha visto que astrocitos, en el hipocampo, tienen la capacidad de expresar la efrina-A3,
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Figura 4. Algunos tipos de morfologia de las células del SNC. A) Neuronas, B) células gliales (Bear,
2006).

13



ANTECEDENTES

la cual regula negativamente la expansion de espinas dendriticas (Murai et al., 2003).

Esto sugiere que la glia puede modular directamente la plasticidad en el cerebro.

Se ha reportado que los astrocitos pueden modificar la morfologia neuronal por
dos vias. Pueden liberar factores que incrementen o disminuyan la transmision sinaptica
(como la D-serina) o factores que estimulen directamente la sinaptogénesis. Entre los
factores que influyen en la sinaptogénesis estan las lamininas (intervienen en la
maduracion célular (Liesi et al., 1983)), neurotrofinas (regulan la diferenciacién celular,
crecimiento axonal y dendritico, participan en el control de la expresion de enzimas,
canales iénicos, neuropéptidos (Reichardt, 2006)), S100B (estimula la sobrevivencia
neuronal, la diferenciacidn celular, la proliferacion astrocitica, modula la actividad de
células inflamatorias (Donato, 2001)) vy el factor neurotrofico dependiente de actividad
(promueve la respuesta a glutamato en las neuronas y el desarrollo morfolégico (Blondel

et al., 2000)) (Slezak et al., 2006).

El SNC sufre cambios importantes durante la gestacién, se ha visto que diferentes
regiones del cerebro son fundamentales en el desarrollo y mantenimiento de la gestacion
tales como el hipocampo, el area predptica (Kinsley, 2008). En la figura 5 se muestran

algunas areas que participan en la manifestacion de diferentes conductas en la gestacion.
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Figura 5. Esquema del cerebro rata. Se diferencia las areas del cerebro que podrian estar relacionadas
con la conducta maternal.

4.2.1. El hipocampo

El hipocampo es una estructura simétrica y bilateral, semejante a una corteza
primitiva compuesta s6lo por 3 capas de células, se localiza en la cara interna del I6bulo
temporal a lo largo de la circunvolucién que lleva su hombre, participa en la orientacion y
el aprendizaje espacial, en la formacién de memoria a corto plazo y su consolidacion,
motivo por el cual tiene un papel fundamental en el establecimiento de la conducta

materna (Aguilar Roblero, 2002; Bear, 2006).

En el hipocampo, la informacion llega desde la corteza entorrinal, se comunica con
el giro dentado, éste transmite hacia CA3 y después a CA1, tal como se indica en la figura
6. La informacion también puede recibirse de las conexiones que el hipocampo tiene con

el septum.
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Pawluski y Galea evaluaron la concentracidon de espinas dendriticas en las
regiones CA1 y CA3 del hipocampo en ratas nuliparas, primiparas y multiparas. Se
observé que las ratas primiparas tienen una disminucion en la longitud y la ramificacién en
ambas regiones al comparar con las ratas nuliparas y multiparas, ademas observaron que
la densidad de espinas en la region CA1 es mayor en las ratas multiparas que en las
nuliparas o las primiparas. Estos cambios en la plasticidad neuronal pueden estar
relacionados al proceso de aprendizaje y memoria que se presenta en la gestacion de la

rata (Pawluski et al., 2006).

Kinsley y colaboradores determinaron la concentracion de espinas dendriticas en
la region CA1 del hipocampo en ratas virgenes durante el diestro, el estro y el proestro,
ratas al dia 21 de la gestacién y al dia 5-6 de la lactancia, observando que al dia 21 se
alcanzaba el valor maximo de espinas dendriticas llegando a mas del doble de
concentracion en comparacion con las ratas en el estro. Ademas, evaluaron si el E2 y la
P4 participaban en el incremento de la concentracion de las espinas dendriticas en CA1
mediante tratamientos de E2/P4 en ratas nuliparas ovariectomizadas encontrandose que,
efectivamente, hay un incremento en las espinas dendriticas cuando se comparé con el

control en una relacién de 2:1 (Kinsley et al., 2006).
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Figura 6. Flujo sinaptico del hipocampo. Los impulsos viajan desde la corteza entorrinal hacia
el giro dentado por la via perforante (principal via aferente) luego hacia la regiéon CA3 y luego a CA1;
también puede viajar hacia CA3 a través de la via temporo-amoénica (via aferente secundaria). CA1
tiene vias eferentes hacia el subiculo a la corteza entorrinal. (Neves et al., 2008).

4.2.2. El hipotdlamo

El hipotdlamo se localiza en la base del cerebro y constituye la prolongacion
rostroventral del tallo cerebral, se halla situado por debajo del tdlamo. En el eje
rostrocausal se distinguen las regiones preoptica, anterior, tuberal y mamilar. El
hipotalamo participa en la regulacién de procesos asociados con el mantenimiento de la
homeostasis y los ritmos biologicos, ademas de que es una region donde se integran
procesos que controlan la alimentacién, la ingestién de agua, la reproduccién, el sueno y

la conducta materna (Aguilar Roblero, 2002; Bear, 2006).
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Hacia el final de la gestacién los niveles del RP se incrementan en diferentes
regiones del SNC. Numan y colaboradores determinaron el numero de células
inmunoreactivas a RP en diversos nucleos hipotalamicos encontrando un incremento en
el numero de células que expresan el RP en los dias 15 y 21 de la gestacion al
compararla con el dia 3 de la gestacién, ademas estos niveles de RP disminuyeron al dia

3 de la lactancia (Numan et al., 1999).

Broad y colaboradores sugieren que el incremento de P4 y E2 en la gestacion
inducen la expresiéon del mRNA del receptor a oxitocina (OTR) durante la ultima semana
de la gestacién en diferentes regiones del sistema olfatorio, el hipotalamo y el sistema
limbico en ovejas. Ellos compararon ovejas ovariectomizadas tratadas con E2 y P4 contra
un grupo control observandose una mayor expresion de mRNA del OTR bajo el

tratamiento hormonal (Broad et al., 1999).

Meddle y colaboradores evaluaron la expresién de OTR al final de la gestacion, en
el parto y en el periodo postparto observandose un incremento en la cantidad de mRNA
del OTR en los dias anteriores al parto, (21 y 22 dias de la gestacion) llegando a un pico
maximo en el dia del parto, y descendiendo en la etapa postparto en diversas areas del
SNC (nucleo supradptico, médula ventrolateral, bulbo olfatorio, area predptica media,
amigdala media). Ademas observaron un incremento en la actividad de las células
inmunopositivas a OTR en el dia 21 de la gestacion y el momento del parto al

compararseles contra ratas virgenes en la etapa del proestro (Meddle et al., 2007).

Se ha visto que hacia el final de la gestacion (dias 19 y 21) hay un incremento en

la cantidad de neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares en el nucleo arcuato y que
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estas disminuyen el dia 5 de la lactancia. Ademas, cuando se determiné la expresién del
receptor a estrégenos (ER)-a en estas neuronas, se observé que hay un incremento ésta
durante la gestacion que disminuyé al dia 5 de la lactancia. Sin embargo, cuando se
determiné la inmunoreactividad a RP en estas células, se observd que no habia cambios

en la gestacion ni en la lactancia en comparacion con ratas en diestro (Steyn et al., 2007).

Mann y Babb caracterizaron los cambios en la expresion de ERa, ERB y RP en el
bulbo olfatorio, el area predptica media, el hipotalamo, amigdala media y la corteza
temporal, encontrando una mayor expresion del RP al dia 15 de la gestacion en
comparacion con el dia 21 ésta en todas la regiones estudiadas, sin cambios en el ERa y

el ERB (Mann and Babb, 2005).

Se ha visto que la inmunoreactividad a ER en el nucleo ventromedial se
incrementa al dia 22 de la gestacion y que desciende en el primer dia postparto, contrario
a lo que se observd en el nucleo del lecho de la estria terminal donde hay mayor

inmunoreactividad en el primer dia postparto (Wagner et al., 1998).

La leptina es una hormona que tiene la capacidad de regular el apetito, el cual se
incrementa en la gestacion. Esta actda en el ndcleo arcuato en el hipotadlamo, el cual,
regula negativamente la ingesta alimenticia a través del control en la liberacion del
neuropéptido Y (NPY). Durante el embarazo, a pesar de que la leptina esta en altas
concentraciones, se ha visto que en el nucleo arcuato hay una baja expresion del receptor
a leptina permitiendo la accién orexigénica del NPY liberado por este nucleo. En la
lactancia la leptina disminuye su concentracién permitiendo, de igual manera, la accion

orexigénica del NPY. (Ladyman and Grattan, 2005). Por otro lado, se conoce que los
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astrocitos tiene la capacidad de expresar NPY como promotor en el crecimiento de

neuritas (Muller et al., 1995).

Se ha visto que en el nucleo supradptico del hipotalamo, antes de la gestacion,
algunas las neuronas se encuentran separadas de otras neuronas por finos procesos de
las células gliales, estos procesos se ven interrumpidos por el ambiente hormonal que
prevalece en el parto y la lactancia permitiendo el acercamiento de la neuronas y sus
dendritas para que, en el parto y la lactancia, las neuronas secretoras de oxitocina y

vasopresina se activen simultdneamente liberando pulsos de oxitocina (Purves, 2001).

4.2.3. El area predptica

El area preoptica (APO) es uno de los nucleos hipotalamicos que conforman al
hipotalamo, se encuentra en la parte mas rostral de éste, entre el diencéfalo y el
telencéfalo justo en la base del encéfalo. EI APO recibe informacién de la mayoria de las
modalidades sensoriales (tiene aferencias del hipotalamo con excepcién de los nucleos
supraoptico, supraquiasmatico, y mamilar; de regiones limbicas como la amigdala el
subiculo ventral, y el nucleo septal; de las areas corticales insular e infralimbica) (Simerly
and Swanson, 1986; Wagner et al., 1998) y es por eso que integra informacion
medioambiental. EI APO, en general es el centro de regulaciéon de muchas funciones
autonémicas como la termorregulacion, la sed, el hambre, el comportamiento sexual
masculino y el comportamiento maternal (Aguilar Roblero, 2002; Balthazart and Ball,

2007; Bear, 2006).
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El APO es fundamental para el establecimiento de la conducta materna durante el
embarazo. Se ha reportado que al inducir dano especifico en esta region la manifestacion
de la conducta maternal no se presenta, ademas la administraciéon de E2 o de prolactina
en el APO estimula la manifestacion de esta conducta (Bridges et al., 1990; Numan,
1988). Lesiones en el APO media por el acido N-metil aspartico bloquean la construccion

del nido (Kalinichev et al., 2000).

4.2.4. La corteza frontal

La corteza frontal es de asociacion de informacion y esta ubicada en el l6bulo
frontal. A pesar de que la corteza no puede ser considerada como una entidad anatéomica
o funcionalmente homogénea es factible distinguir laminas y columnas como patrones
basicos de su organizacion. Hay 6 laminas paralelas a la superficie caracterizadas por el
tamafio o densidad de las neuronas que contienen. Por otra parte, las columnas
constituyen la unidad basica de procesamiento de informacién ya que varias laminas se

conectan entre si conformando un eje vertical (Aguilar Roblero, 2002; Bear, 2006).

Particularmente, la corteza frontal no puede ser definida por la entrada de
informacion de un sistema sensorial predominante. Krettek y Price realizaron un estudio a
profundidad de la citoarquitectura de la corteza frontal diferenciando 4 areas principales:
el area precentral, area rostral prelimbica, el area orbital, y el area insular agranular
(Krettek and Price, 1977). Tiempo después Kolb agrupé las diferentes areas y sub-areas
en 3 zonas intentando relacionarlas con las aferencias y eferencias de éstas: zona frontal

media (mPFC), zona frontal ventral y la zona motora y pre-motora (Kolb, 1984).
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Se ha visto que la mPFC, que corresponde al area rostral prelimbica, es
importante en la manifestacion de la conducta materna durante el embarazo y la
construccion del nido ya que cuando se realizaron lesiones en esta zona del cerebro estas
conductas se observaron disminuidas (Stamm, 1955). Esta zona es muy importante
porque tiene aferencias hacia las regiones de los nucleos ventro medial y medio dorsal y

la zona del medialis anterior en el talamo.

Se ha visto que la mPFC contribuye a la toma de decisiones, a la supervision, al
auto-control, al cambio de tareas y al orden de los eventos para la manifestacion de un
determinado comportamiento (Dalley et al., 2004). Alfonso y colaboradores evaluaron la
participacién de la mPFC en el comportamiento materno induciendo lesiones con N-meltil
aspartato. Ellos encontraron que solo las conductas del lamido anogenital y del acarreo
fueron alteradas mientras que la construccion del nido fue similar al compararla con el

grupo control (Afonso et al., 2007).

Glacer y colaboradores observaron una disminucién en la concentracion de acido-
5-hidroxindol-3-acético (metabolito mayoritario de la serotonina) en la corteza frontal y
estriada al dia 15 de la gestacidén. También observaron que el receptor a serotonina S2 se

encuentra disminuido al dia 4 de la lactancia (Glaser et al., 1990).

4.2.5. El cerebelo

El cerebelo se localiza dorsal al tallo cerebral, esta dividido en varios lébulos

separados entre si por fisuras. Se divide en tres regiones arquicerebelo (mas antigua y

mejor conservada), paleocerebelo y neocerebelo (mas reciente en la filogenia). El
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cerebelo se encuentra intimamente relacionado con todas las regiones en donde se
regula el movimiento fino y desempefia una importante funcién como integrador de la
actividad motora voluntaria e involuntaria. El cerebelo puede detectar errores en el
movimiento antes de que se ejecuten ya que posee aferencias y eferencias hacia la
corteza, el tallo cerebral y la médula espinal. Tambien se ha relacionado al cerebelo con
el lenguaje y procesos de memoria y aprendizaje relacionados con habilidades motoras

(Aguilar Roblero, 2002; Bear, 2006); Lalonde 1990).

4.3. Caracteristicas del citoesqueleto

El citoesqueleto es un sistema de filamentos y microtubulos que proporciona el
soporte a la célula, participa en el transporte de vesiculas, en la mitosis y endocitos; en
las células eucaridticas esta constituido basicamente de tres elementos: 1) los filamentos
de actina, 2) los filamentos intermedios y 3) los microtubulos. La morfologia neuronal y
glial depende de estas estructuras tanto en el cerebro en desarrollo como en adultos (Fig.

7) (Kandel et al., 2000).

Los filamentos de actina o microfilamentos estan formados por una doble cadena
de actina denominada actina F (flamentosa). La actina es la proteina del citoesqueleto
mas abundante en todas las células, en las neuronas estan presentes dos isoformas que
son la B y y-actina cuya proporcion en el cerebro de la rata es de 2:1. Los filamentos de

actina se encuentran en la zona proximal a la membrana y determinan la flexibilidad
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Subunidades de tubulina
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Figura 7. Elementos del citoesqueleto neuronal (Harcourt, 2001).

de la membrana en una célula. Esta proteina presenta diversas modificaciones
postraduccionales que dan origen a formas adicionales de actina las cuales presentan

una estructura globular bilobulada (Alberts, 2008).

Los microtubulos estan conformados por heterodimeros de o y B-tubulina, de 50
kDa de peso molecular, conformando protofilamentos que a su vez conforman la pared
cilindrica del microtubulo. Los microtubulos se unen a las proteinas asociadas a
microtubulos (MAP’s), las cuales proveen la funcionalidad a los microtubulos, son
proteinas que pueden fosforilarce en multiples sitios por diversas cinasas. Los
microtubulos  presentan una organizacién en haces y su polaridad es distinta,

presentando un extremo relativamente positivo (plus end) de crecimiento rapido y un
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extremo relativamente negativo (minus end) de crecimiento lento los cuales son

determinantes en la funcién del microtubulo (Alberts, 2008).

Los filamentos intermedios (IF) del citoesqueleto presentan diferentes proteinas
dependiendo el tejido que se esté estudiando. El citoesqueleto de los astrocitos esta
formado principalmente por IF, los cuales, a su vez se componen por la proteina acidica
fibrilar glial (GFAP) vimentina y nestina (Eliasson et al., 1999). En las neuronas existen
otro tipo de IF, los cuales se expresan diferencialmente en el desarrollo, se conoce que
en la neurogénesis, las subunidades de neurofilamentos ligeros (NF-L) y medios (NF-M)
de 61 y 90 kDa respectivamente son coexpresados, mientras que la expresion de la
subunidad de neurofilamentos pesados (NF-H) de 115 kDa se presenta hasta el periodo

postnatal (Lee and Cleveland, 1996).

4.3.1. Citoesqueleto en astrocitos

Los IF no se asocian con proteinas que tengan capacidad enzimatica, a diferencia
de los microtubulos y los microfilamentos, siendo el componente menos estudiado del
citoesqueleto. Aunque se ha descubierto que los IF contribuyen a la motilidad de los
astrocitos y su activacion, se han relacionado con etapas tempranas y tardias de la gliosis

después de dafio a nivel espinal o cerebral (Lepekhin et al., 2001).

Se ha visto que los IF en interaccion con los microfilamentos y los microtubulos
contribuyen con el transporte de vesiculas en astrocitos. Este transporte es relativamente
rapido en neuronas y puede ser comparable en los astrocitos. En células tratadas con

caliculina A, un despolimerizante de IF, la motilidad vesicular fue atenuada. Cuando
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compararon astrocitos knok-out para GFAP y vimentina observaron una disminucion en

motilidad vesicular (Potokar et al., 2007).

4.4. Proteina acidica fibrilar glial (GFAP)

GFAP es una proteina de IF que pesa 50 kDa, provee de estabilidad estructural a
los astrocitos y participa en la plasticidad que presentan éstos; esta implicada en el
movimiento y la comunicacion celular, ademas ajusta la red de filamentos durante la
mitosis. Se ha visto que GFAP es fundamental en la comunicacién astrocito-neurona,
astrocitos tratados con mRNA antisentido no tienen las extensiones de union con las

neuronas (Eng et al., 2000; Tardy et al., 1990)

El gen que codifica para GFAP se encuentra en el cromosoma 17 del humano y en
el cromosoma 10 de la rata y se usa como marcador de células gliales. El gen que
codifica para GFAP posee 14 exones. GFAP posee tres dominios: 1) el dominio de unién
a DNA hacia la regién del N-terminal, 2) el dominio central o de union a IF, y 3) un dominio
C-terminal (Fig. 8). El dominio de union a IF esta dividido en 4 subdominios hélice a (1A,

1B, 2Ay 2B).

GFAP posee 6 isoformas, las cuales, provienen del mismo gen. GFAP-a/3 poseen el
tamano total de la proteina, difieren entre ellas en la regién 5’ no traducible. GFAP-y esta
codificada por un mRNA que perdié el exdn 1. Los mRNAs que codifican para GFAP-9,
GFAO-¢ y GFAP-k son generados por el corte-empalme del intréon 7 con uso variable del
exon 7 creando diferentes secuencias en el C-terminal. GFAP-a es la isoforma

predominante en células gliales (Liem and Messing, 2009).
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Figura 8. Esquema de GFAP y sus isoformas. Se muestran los 3 dominios de GFAP, hacia el N-terminal
se encuentra el dominio de unién a DNA y al centro se observa el dominio central o de unién a
filamentos intermedios (GFAP). Se muestran las 6 isoformas de GFAP (Liem and Messing, 2009)

Se conoce que la expresion de GFAP puede ser influenciada por la edad, el dafio
neuronal y las hormonas (Laping et al., 1994a; Laping et al., 1994b). En nuestro
laboratorio se observaron variaciones morfolégicas en astrocitos de hipocampo y una
mayor inmunopositividad a GFAP al analizar las regiones CA1 y CA3 del hipocampo
cuando se comparo la etapa del proestro con la etapa del diestro en la rata (Arias et al.,

2009).

Se ha visto que el 17-B-E2 tiene la capacidad de acelerar el proceso de

diferenciacion de células totipotenciales en una neuroesfera hacia neuronas y células

27
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parecidas a astrocitos. El 17-B-E2 incrementa el contenido de GFAP al compararlo con el
control y este incremento esta bloqueado por ICI, un antagonista de los receptores a
estrogenos, ademas al realizar el experimento en presencia de PPT, un agonista del REa
se observé una inmunopositividad a GFAP similar a la que se obtuvo con el 17-B-E2

(Merlo et al., 2007)

Existe evidencia de que las células totipotenciales neuronales expresan GFAP y que
pueden tener propiedades asociativas con las células gliales in vivo e in vitro (Hong et al.,

2008).

GFAP puede ser fosforilada en el dominio de union al DNA, se ha visto que existen
5 sitios de fosforilacion en éste. En ratones knock-out se evalué la importancia de los
sitios fosforilables hacia el dominio N-terminal observandose un decremento en la
inmunoreactividad a GFAP en diferentes regiones del cerebro, el cual fue mayor en los
ratones que tenian 5 sitios mutados en comparacion con los que tenian menos. Takemura
y colaboradores sugieren que la fosforilacion de estos sitios es indispensable para el

mantenimiento de la plasticidad de los IF (Takemura et al., 2002).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La participacion de los astrocitos en la modulacion sinaptica es indispensable en los
procesos de memoria y aprendizaje, por lo que el conocimiento en la expresion de un
marcador de astrocitos como GFAP es importante para entender los cambios en estos

procesos y en la conducta durante la gestacion.

Se han reportado diferencias sexuales y durante el ciclo estral en la expresiéon de
GFAP y en la cantidad de astrocitos en el SNC, incrementandose en el proestro cuando
hay mayor concentracion de E2 y P4. Aunque se ha determinado que el contenido de
GFAP cambia durante el ciclo estral y es mayor en hembras que en machos en el
hipocampo de la rata, se desconoce si el contenido de esta proteina cambia durante la
gestacién. Por lo que en este trabajo se estudiod el patron de expresion de GFAP durante
la gestacion y al inicio de la lactancia en el hipocampo, el APO, la corteza frontal, el
hipotdlamo y el cerebelo de ratas. Esta informacion es indispensable para entender los
mecanismos a través de los cuales actuan las hormonas sexuales en el SNC durante la

gestacion.
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6. HIPOTESIS

Dado que durante el embarazo hay un incremento significativo del E2 y la P4, y que
se ha observado que la expresién de GFAP y la morfologia de los astrocitos son
reguladas por el E2 y la P4, entonces se observaran cambios en el contenido de GFAP

durante el embarazo y al inicio de la lactancia en las distintas regiones del SNC.

7. OBJETIVO GENERAL

Conocer el patron de expresion de GFAP en el SNC de la rata durante la gestacion

y al inicio de la lactancia.

7.1. Objetivos particulares

7.1.1. Determinar el contenido de GFAP, en el hipocampo, el hipotalamo, el APO,

la corteza frontal y el cerebelo de la rata a los 2, 14, 18 y 21 dias de gestacion y

a los 2 dias de la lactancia.

7.1.2.  Comparar el patron de expresién en las regiones de estudio durante la

gestacioén y el inicio de la lactancia.
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8. METODOLOGIA

8.1. Animales de experimentacion

A lo largo de este estudio se utilizaron ratas hembra adultas de 230-250 g de peso
de la cepa Srague Dawley que se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad 12:12 horas,

con agua y comida ad libitum a 22°C de temperatura ambiente.

Las hembras fueron apareadas con un macho experto y a los 2, 14, 18 y 21 dias
de la gestacion y a los 2 dias de la lactancia (n=5 ratas por grupo) se sacrificaron por
decapitacion y se disecaron el hipocampo, el APO, el hipotdlamo, la corteza frontal y el
cerebelo. Todas las regiones fueron procesadas inmediatamente para la extraccion de

proteinas totales.

8.2. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Se realiz6 la extraccion de las proteinas totales de las diferentes regiones del SNC

de las ratas gestantes y lactantes mediante la técnica que se explica a continuacion:

1. En tubos estériles, se homogenizaron los tejidos en estudio en una relacion
100 mg por 200 pL de solucién amortiguadora de lisis TDG (ditiotreitol 1
mM, Tris HCI 10 mM, glicerol 30%, EDTA 1 mM, leupeptina 2 pg/mL,
aprotinina 22.5 ng/mL, PMFS 1 mM, o-vanadato 1 mM, azida de sodio 15

mM, triton 1%).



METODOLOGIA

2. Las muestras homogenizadas se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 mL
y se centrifugaron a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante

se depositd en alicuotas de 200 plL.

La concentracion se determind por el método de Bradford, utilizando albdmina
sérica bovina (BSA) para realizar la curva patron en concentraciones de 2.5, 5, 10, 15y

20 pg/mL.

8.3. Western blot

Para cada muestra se preparé el volumen necesario para cargar 50 ug de proteina
total mezclandolo con el amortiguador de carga (Tris base 50 mM, SDS 2%, B-
mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0.1%, glicerol 10%) en una relacion 1:1 volumen-

volumen y se hirvieron durante 5 minutos.

Se depositaron 50 ng de proteina total en un gel desnaturalizante de poliacrilamida
al 8%, las proteinas fueron separadas por electroforesis a 90 volts por 2.5 horas.
Enseguida se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 75 mA durante 3 horas en
una camara de transferencia semihumeda. Posteriormente se bloqued la membrana con
una solucion de leche descremeda al 3% y BSA al 1% en TBS 1x (NaCl, Tris,-Base, pH

7.4) durante 2 horas.

Se incubd la membrana con el anticuerpo primario, anti-GFAP (Chemicon) en una

dilucién 1:750 (1.33 pg/mL) por 24 horas a 4°C. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con
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una solucién de TBS + Tween 20® 0.1%. Posteriormente se incubd con el anticuerpo
secundario anti-ratén acoplado a peroxidasa (IgG-HRP) (Santa Cruz) en una dilucién de
1:5000 durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con
TBS + Tween 20® 0.1% y las membranas se colocaron en TBS para continuar con la
deteccioén. Las proteinas que fueron reconocidas por el anticuerpo primario se detectaron
mediante quimiolumiscencia de alta sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech).
Con este sistema el perdxido de luminol y un activador son sustratos de la peroxidasa
acoplada al anticuerpo secundario que cuando reacciona se genera una sefial de

luminiscencia que se puede cuantificar utilizando placas radiograficas.

Para corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteina cargada, se utilizé
una proteina que no modifica su contenido en la etapa de estudio, en este caso a-
tubulina. Se realizé un lavado con glicina acida (0.1 M, pH 2.5) por 30 minutos a 60°C. Se
incubod con anti-tubulina (Sigma) en una dilucién de 1:10000 (2.8 pg/mL) toda la noche.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS + Tween 20® 0.1%. Se
incubd la membrana con un anticuerpo secundario anti-ratén IgG-HRP (Santa Cruz) a una
dilucion de 1:5000 durante 1 hora. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS + Tween

20® 0.1% y se utilizoé el método de alta sensibilidad antes descrito.

8.4. Andlisis densitométrico y estadistico

Cada placa fue sometida a un analisis densitométrico para cuantificar las bandas
que corresponden al contenido de GFAP y a-tubulina mediante el programa ChemImager
4400. El valor que arrojé el programa para densitometria para GFAP fue divido entre el

valor para a-tubulina para corregir el error de carga. A los datos obtenidos se les aplic
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una ANOVA de una via y posteriormente una prueba de Bonferroni, se utilizo el programa

GraphPad Prism 4 para calcular los valores de probabilidad.

9. RESULTADOS

En este trabajo se estudio el cambio en el contenido de GFAP durante la gestacion

y el inicio de la lactancia en la rata.

El contenido de GFAP en el hipocampo de ratas gestantes aumenté conforme
avanza la gestacién presentandose una diferencia significativa desde el dia 18 y

manteniéndose al dia 2 de la lactancia (Fig. 9).
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Figura 9. Cambios en el contenido de GFAW@@@W Y€2la rata durante la gestacién y al inicio
de la lactancia. Western blot representativo de a ; 14, 18, y 21 dias de la gestacién y al dia 2
de la lactancia. La grafica muestra el andlisis densitométrico del contenido de GFAP para cada dia de
estudio. (*) P<0.05vs G14, G18y L2. MediatSEM. n=5
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Con respecto al hipotalamo el contenido de GFAP se increment6 al dia 18 de la

gestacién y disminuy6 al dia 21, manteniéndose asi hasta el inicio de la lactancia (Fig 10).

Hipotalamo
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Figura 10. Cambios en el contenido de GEAE@A5HHipdeIEh s & aGi8a durante la gestacion y al inicio

de la lactancia. Western blot representativo de GIMeRia tdsE2n24, 18, y 21 dias de la gestacion y al dia 2
de la lactancia. La grafica muestra el andlisis densitométrico del contenido de GFAP para cada dia de

estudio. (*) P<0.05vs G2y G18; (&) vs G2. MediatSEM. n=5

En el APO se observé una disminucion en el contenido de GFAP en el dia 14 de

la gestacion con respecto a los otros dias de este proceso y la lactancia (Fig. 11).
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Figura 11. Cambios en el contenido de EFAR &idrsdraPie&?lic?de la rata durante la gestacion vy al
inicio de la lactancia. Western blot representati@@@@% P=®los 2, 14, 18, y 21 dias de la gestacion y al
dia 2 de la lactancia. La gréfica muestra el andlisis densitométrico del contenido de GFAP para cada
dia de estudio. (*) P<0.05 vs los otros grupos. MediatSEM. n=5
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El contenido de GFAP se incremento al dia 14 de la gestacion y al inicio de la
lactancia en la corteza frontal (Fig. 12).

Corteza Frontd
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Figura 12. Cambios en el contenido de difRﬁSé Egr E%%?‘n@ﬁlde la rata durante la gestacion y al

GFAP/Tubulina

inicio de la lactancia. Western blot representatl los 2, 14, 18, y 21 dias de la gestacion y al
dia 2 de la lactancia. La gréfica muestra el ana SIS d’en3| ometrlco del contenido de GFAP para cada

dia de estudio. (*) P<0.05vs G2, G18 y G21; (&) P<0.05 vs G2, G18 y G21. MediatSEM. n=5

En el cerebelo decrece GFAP durante la gestacidon y se recupera al inicio de la

lactancia (Fig 13).

Cerebelo
G2 G14 G18 G21 L2

GFAP 50 kDa

Tubulina 50 kD4 B e

1.25+ &

GFAP/Tubulina
e = e =
5 2 a 3

e
=]
S

G2 G4 G618 G2 L2

Figura 13. Cambios en el contenido de GFAP E10I5GH4h B3 WE'R rata durante la gestacion y al inicio
de la lactancia. Western blot representativo d@%ﬁ'ﬁé&%&f ?.8 y 21 dias de la gestacion y al dia 2
de la lactancia. La grafica muestra el analisis densitométrico del contenido de GFAP para cada dia de
estudio. (*) P<0.05vs G14y G18; (&) P<0.05 vs G14 y G18. MediatSEM. n=5
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10. DISCUSION

En el hipocampo se observd un incremento en el contenido de GFAP durante la
gestacién que podria estar relacionado con el incremento en la concentracion de E2 y P4
durante esta etapa, lo cual concuerda con lo que observaron Arias y colaboradores al
analizar cortes de hipocampo, donde la cantidad de astrocitos aumenté durante el
proestro, que es cuando hay una mayor concentracién de E2 y P4, en comparacion con el

estro (Arias et al., 2009).

Durante el embarazo la madre debe memorizar sitios de abastecimiento para
alimentarse ya que conforme avance la gestacion su volumen y su peso corporal seran
mayores por lo que el incremento en la expresion de GFAP podria estar relacionado a la
actividad sinaptica en el hipocampo en esta etapa. Sin embargo, al inicio de la lactancia,
cuando los niveles de E2 y P4 decaen los niveles de GFAP se mantienen elevados, lo
cual sugiere que el contenido de GFAP no sdlo depende de E2 y P4 sino que otros

factores pueden causar cambios en la expresion de esta proteina.

Uno de los factores que podria estar relacionado con los cambios en la cantidad
de GFAP es la estimulacion de las crias a la madre ya que en esta etapa se observan
otros comportamientos maternos que no se observan durante la gestacion los cuales se
ven alterados cuando se retiran las crias de la madre en el periodo post-parto (Fleming et
al.,, 1999). Ademas en el parto y después de éste hay secrecién de oxitocina, la cual
podria intervenir en los cambios que sufre la cantidad de GFAP en la transicion de la

gestacion a la lactancia y al inicio de ésta ultima. Otra hormona que podria estar
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relacionada con los cambios que sufre GFAP al dia 2 de la lactancia es la prolactina ya

que se encuentra en altos niveles durante la lactancia.

El hipotalamo presenta un patron de expresion para GFAP semejante al del
hipocampo hasta el dia 18 de la gestacion, sin embargo, al dia 21 la cantidad de GFAP
disminuye significativamente, justo cuando los niveles de P4 disminuyen. El decremento
en la expresiéon de GFAP en el dia 21 puede estar relacionada con los procesos que se
ven alterados en algunos nucleos hipotalamicos durante la gestacion, como lo reportan
Purves y colaboradores para el nucleo supredptico, los cuales son necesarios para la

liberacion de oxitocina en el momento del parto y en la lactancia (Purves, 2001).

Con respecto al inicio de la lactancia los niveles de GFAP se mantienen similares
al dia 21 de la gestacion donde los niveles de P4 se encuentran en bajas
concentraciones. Otro factor que podria estar relacionado con los cambios observados en
la lactancia es la disminucion de leptina permitiendo un incremento en el NPY, que regula
a su vez la ingesta. Se ha visto que los astrocitos tiene la capacidad de expresar
diferentes factores que promueven el crecimiento de neuritas como lo es el NPY (Muller et

al., 1995).

El comportamiento agresivo que Mathews y colaboradores observaron en los dias
16 y 19 de la gestacion podria estar relacionado con el incremento en el contenido de
GFAP que se observo al dia 18 de la gestacion en el hipotalamo (Matthews-Felton et al.,

1995).
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En el APO se observo una disminucion significativa al dia 14 de la gestacion, luego
se incremento al dia 18 y continué con una tendencia a la baja el resto de la gestacion.
Esto es interesante porque es justo el dia en que el E2 empieza a incrementarse de forma
significativa en comparacion al inicio de la gestacion, ademas se inicia la tercera semana
de gestacién que es cuando el requerimiento alimenticio es mayor por lo cual pueden
existir modificaciones plasticas en esta area relacionadas al consumo de nutrientes. Al
igual que lo observado en el hipotalamo, al inicio de la lactancia, el contenido de GFAP es

menor en comparacion con la gestacion.

En la corteza frontal hubo un incremento en la expresion de GFAP en el dia 14 de
la gestacion, contrario a lo que se observé en el APO. A pesar de que la corteza no tiene
una entrada sensorial predominante, existe una regién relacionada con el comportamiento
materno durante la gestacion que es la mPFC que, entre otras funciones, interviene en el
proceso de atencion. Numan y colaboradores reportaron un incremento en la ansiedad al
dia 15 de la gestacion el cual baja al dia 18. Asi, el incremento en el contenido de GFAP
al dia 14 podria estar relacionado con el incremento en la ansiedad pues en este proceso
se incrementan las facultades perceptivas en la madre (Numan, 1988). Al inicio de la
lactancia la cantidad de GFAP vuelve a incrementarse lo cual podria estar relacionado

con la estimulacion que realizan las crias a la madre.

En el cerebelo se observd que el contenido de GFAP disminuyé durante la
gestacién aunque se recuper6 al inicio de la lactancia cuando existe una estimulacion de
las crias. El cerebelo participa en procesos donde son necesarios movimientos finos: en el
comportamiento materno que se da después del parto son necesarios muchos

movimientos finos, la limpieza de las crias, el acarreo de éstas y el amamantamiento.
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Kinsley y colaboradores observaron que al final de la gestacion habia un
incremento en la concentracion de espinas dendriticas, sin embargo se desconocen los
mecanismos mediante los cuales se genera este incremento (Kinsley and Lambert, 2008).
Los cambios que ocurren en el contenido de GFAP podrian ser utiles en la comprension
del complicado proceso que es la espinogénesis no sélo en el hipocampo sino en

diferentes regiones del cerebro.
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11. CONCLUSIONES

e Existen cambios en el contenido de GFAP en el cerebro de rata durante la

gestacion y el inicio de la lactancia.

e El patrén de expresién de GFAP es diferente en cada area de estudio durante

la gestacién y el dia 2 de la lactancia.
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