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1. Introducción 

 

La neurodegeneración es un proceso complejo que conduce a diversos estados crónicos de 

enfermedad. Una definición convencional implica la muerte progresiva de las neuronas, 

misma que usualmente afecta a una población específica de células nerviosas, cuya 

vulnerabilidad determina las manifestaciones clínicas de una enfermedad neurodegenerativa 

particular (Matthews and Scallet, 1991; Aarts et al., 2003; Mocchegiani et al., 2005; Kwak 

and Weiss, 2006; Joseph et al., 2009).  

 

Debido a la prevalencia, morbilidad y mortalidad, así como problemas sociales, éticos y 

personales que conllevan las afecciones neurodegenerativas, representan un problema de 

salud pública y suponen un reto a la medicina moderna. Esfuerzos considerables han sido 

dirigidos hacia la identificación de estrategias adecuadas para atender las condiciones 

patológicas del SNC (Perez-Navarro et al., 2006; Villmann and Becker, 2007; Barten and 

Albright, 2008; Qin et al., 2008; Yacoubian and Standaert, 2009). 

 

Los factores que subyacen al fenómeno de neurodegeneración pueden ser clasificados como 

genéticos, ambientales, biológicos, metabólicos, excitotóxicos, autoinmumes así como 

senescencia. Cada uno de estos factores juega un papel crucial en la etiología de la 

degeneración neuronal, pero con una influencia que varía entre las diferentes patologías. 

Numerosos estudios realizados tanto in vitro como in vivo, han demostrado la participación de 

diferentes mecanismos en el daño neuronal observable en condiciones neurodegenerativas, 

entre los que sobresalen los disturbios en la homeostasis de calcio, el estrés oxidante, 

fenómenos de inflamación, apoptosis, irrupción del metabolismo energético, agregación de 

proteínas y excitotoxicidad (Aarts et al., 2003; Mergenthaler et al., 2004; Salinska et al., 2005; 

Kwak and Weiss, 2006; Besancon et al., 2008; Gil and Rego, 2008; Wojda et al., 2008; Dong 

et al., 2009). 

 

El término excitotoxicidad fue acuñado en 1969 por Olney, y define la degeneración neuronal 

producida por aminoácidos excitadores. El glutamato, un aminoácido excitador, es el 

principal neurotransmisor excitador en el SNC de mamíferos. La respuesta a glutamato ocurre 
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a través de receptores ionotrópicos y metabotrópicos. La activación de los receptores 

ionotrópicos permite la permeabilidad de sodio, potasio o calcio. Aunque hay evidencia de 

que en el fenómeno de excitotoxicidad participan diferentes miembros de la superfamilia de 

receptores de glutamato, los receptores ionotrópicos han sido reconocidos como elementos 

clave de este proceso. Existen tres tipos de receptores ionotrópicos de glutamato: receptores 

N-metil-D-aspartato (NMDAR), receptores 2-amino-3-(3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-il) 

propionato (AMPAR) y receptores de kainato (Choi, 1987; Choi and Hartley, 1993; Hynd et 

al., 2004; Matute et al., 2005; Petrovic et al., 2005; Wojda et al., 2008).  

 

El ácido kaínico (KA) es un agonista cíclico del glutamato capaz de despolarizar a las 

neuronas de manera pre- y postsináptica a través de su interacción con los receptores 

ionotrópicos AMPA y kainato. La administración sistémica o intracerebral de KA en 

roedores, causa actividad epileptiforme en las región CA3 del hipocampo, misma que se 

propaga a otras estructuras del sistema límbico y deriva en un pérdida celular en un patrón 

similar al que se ha encontrado en pacientes que sufren epilepsia de lóbulo temporal, por lo 

que ha sido ampliamente utilizada como modelo para estudio de los mecanismos celulares 

responsables del daño celular por excitotoxicidad (Lerma, 2003; Mayer, 2004; Wang et al., 

2005). 

 

Aunque diversos estudios experimentales en materia de neuroprotección y neurorescate 

señalan que, un considerable número de sustancias son capaces de contrarrestar y antagonizar 

la excitotoxicidad responsable de la degeneración neuronal, su empleo ha tenido poco éxito, 

por lo que el estudio de mecanismos endógenos de neuroprotección ha emergido como una 

aproximación terapéutica prometedora. En este sentido se ha demostrado que las hormonas 

esteroides ováricas, progesterona y estradiol tienen un efecto protector ante estímulos 

excitotóxicos, mientras que los glucocorticoides pueden exacerbar el daño neuronal inducido 

por los mismos estímulos (Garcia-Segura et al., 2001; Weill-Engerer et al., 2002; Yang et al., 

2003; Zausinger et al., 2003; Veiga et al., 2004; Weigl et al., 2005; Wise et al., 2005).  

 

Con la finalidad de conocer el efecto de la susceptibilidad a daño neuronal en una condición 

fisiológica caracterizada por bajos niveles de hormonas ováricas esteroides y una alta 
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concentración relativa de glucocorticoides, como lo es el periodo de lactancia, en un estudio 

previo se exploró la posibilidad de que durante este proceso se modifique el daño 

excitotóxico, inducido por la administración sistémica de KA, en el hipocampo. Para ello, se 

evaluó el daño celular en las diferentes regiones hipocampales, CA1, CA3 y el hilus del giro 

dentado, en cerebros de ratas adultas, 24h después de la administración sistémica de KA 

durante la última semana de la lactancia, contrastando con el daño inducido por el mismo 

tratamiento en el hipocampo de animales vírgenes.  Los resultados obtenidos en el estudio, 

mostraron una pérdida importante de neuronas en las diferentes áreas del hipocampo de 

animales tratados con KA durante la fase del diestro 1, principalmente en los estratos de 

neuronas piramidales. Por el contrario, el tratamiento no mostró una disminución significativa 

de la densidad neuronal y tampoco un incremento de la presencia de marcadores de daño 

neuronal en el hipocampo de animales tratados durante el día 19 de la lactancia, 

especialmente en la región CA1. Lo anterior sugirió que la lactancia puede ser una condición 

fisiológica de neuroprotección ante daño neuronal de índole excitotóxico y por tanto un 

modelo natural para el estudio de mecanismos endógenos de neuroprotección (Vanoye-Carlo 

et al., 2008). 

 

En el presente estudio se exploraron algunos cambios que pudieran estar relacionados los 

mecanismos neuroprotectores en el hipocampo de la rata lactante, tales como cambios en la 

expresión de las subunidades de receptores AMPA y de los receptores de estrógenos; así 

como la posible participación de la oxitocina, la principal hormona responsable del 

mantenimiento de la lactancia.  

 

Las subunidades de receptores AMPA, GluR1 y GluR2, son las más abundantes en el área 

hipocampal y participan en la respuesta neuronal ante estímulos dañinos como isquemia y 

excitotoxicidad. Al evaluarse la expresión y localización de estas subunidades en las regiones 

CA1, CA3 y GD del hipocampo dorsal de animales en metaestro y el día 19 de lactancia; se 

observó que en animales lactantes, 24 h después del tratamiento con KA hay una disminución 

significativa de la expresión de ambas subunidades en los estratos de neuronas piramidales y 

granulares, lo que no se observó en el hipocampo de animales vírgenes. Este resultado sugiere 

que durante la lactancia existe una reducción de la expresión de las subunidades GluR1 y 
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GluR2 de receptores AMPA en respuesta a la administración de KA, misma que pudiera 

relacionarse a la neuroprotección previamente observada. 

 

Por otro lado, se conoce que las funciones biológicas de los estrógenos son mediadas a través 

de los receptores de estrógenos alfa y beta, y se ha demostrado que ambos receptores 

participan en mecanismos de neuroprotección por estrógenos; por lo que en el presente 

estudio, también se evaluó la expresión de ambos receptores en las regiones CA1, CA3 y GD. 

En los animales lactantes tratados con KA, se observaron  incrementos significativos en los 

niveles de la expresión de ER beta, en las regiones CA1 y el GD, no así en el CA3, ni en los 

niveles de expresión de ER alfa. También se detectó una re-localización del receptor ER beta, 

de un patrón perinuclear a un patrón citoplasmático-nuclear, lo que sugiere que ER beta 

podría tener una función relevante en el fenómeno de neuroprotección, observado en el 

hipocampo de animales lactantes después de la administración de KA.  

 

Los neuropéptidos oxitocina y vasopresina han sido implicados en la regulación del 

comportamiento social en mamíferos así como en los fenómenos de plasticidad del cerebro 

materno. El efecto de ambas hormonas en la sobrevivencia neuronal fue evaluado a través de 

un modelo in vitro de excitotoxicidad. Utilizando cultivos primarios de neuronas 

hipocampales y corticales, obtenidas de cerebros de ratas en el día fetal 17, se realizaron 

tratamientos agudos y crónicos de oxitocina y vasopresina para evaluar el impacto de estos 

péptidos en la sobrevivencia neuronal, ante estímulos neurotóxicos con KA y glutamato. La 

evaluación de muerte neuronal mostró que la oxitocina incrementa la sobrevivencia celular en 

cultivos de neuronas hipocampales tratados con glutamato, no así la vasopresina. Dichos 

resultados sugieren que la oxitocina podría ser una molécula implicada en la neuroprotección 

durante la lactancia.  

 

Los resultados obtenidos sugieren que la neuroprotección del hipocampo en ratas lactantes, 

pudiera estar relacionada a cambios celulares en respuesta al estímulo excitotóxico tales como 

la disminución de la expresión de receptores AMPA y el incremento y relocalización de 

receptores de ER-β, además de a la acción de hormonas propias de la lactancia como la 

oxitocina.  
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2. Antecedentes 

 

 

2.1. 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 la terminal sináptica de neuronas en 

concentraciones milimolares. La participación del Glu en el SNC incluye varias formas de 

plasticidad sináptica como la potenciación a largo plazo (LTP) y la participa en la 

determinación de la morfología de las neuronas durante la ontogenia en el SNC (Lerma et al., 

1997; Arundine and Tymianski, 2003).  

 

El Glu posee también propiedades neurotóxicas y puede producir daño neuronal por 

incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), alteración de la 

organización del citoesqueleto y la disfunción mitocondrial y la activación de señales que 

conducen a la muerte celular por necrosis o apoptosis. Las alteraciones en la neurotransmisión 

glutamatérgica se han relacionado con el daño neuronal observado 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 lateral amiotrófica (Hynd et al., 2004; Anborgh et al., 2005; Petrovic et al., 2005; 

Wojda et al., 2008).  

 

Actualmente, se conoce que el Glu interactúa con receptores que se encuentran acoplados a 

sistemas de señalización asociados a proteínas G (metabotrópicos) y canales catiónicos 

activados por ligando denominados receptores ionotrópicos (iGluRs). La activación de este 

último tipo de receptores, conduce a una rápida movilización de iones de sodio y calcio en la 

célula. Estudios farmacológicos, biofísicos y moleculares sustentan la existencia de tres 

familias diferentes de iGluRs las cuales han sido nombradas de acuerdo al agonista que 

induce su activación, a saber: receptores tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), receptores tipo 

AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico) y receptores tipo kainato 

(Arundine and Tymianski, 2004; Matute et al., 2005). 
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Las proteínas que conforman los iGluRs 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 un extremo carboxilo terminal intracelular. Los segmentos 

membranales 1, 3 y 4 atraviesan la membrana mientras que el segmento 2 forma una horquilla 

sin cruzarla, constituyendo 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 (Mayer, 2004). 

 

 

Figura i. Familia de receptores de glutamato. Se ilustran los receptores ionotrópicos y 

metabotrópicos de glutamato así como las subunidades conocidas y los mecanismos primarios de 

transducción de señales de estos receptores. El glutamato activa canales permeables a iones de calcio,  

y sodio (receptores ionotrópicos). La activación de los receptores acoplados a proteínas G (receptores 

metabotrópicos) activa la enzima fosfolipasa C (PLC) y a la inhibición de la actividad de la adenilato 

ciclasa, lo que conduce a un aumento en la concentración de IP3 y calcio y la diminución de cAMP. 

Tomado de Nakanishi, et al. 2005 (modificado). 
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Gran parte de la toxicidad relacionada con glutamato es atribuida a la activación de receptores 

ionotrópicos, principalmente del tipo NMDA, estos receptores son canales lentos altamente 

permeables a Ca
+2

 y Na
+
. Este tipo de receptores además de tener una cinética lenta y alta 

permeabilidad a calcio presentan inhibición dependiente de voltaje por un ión magnesio, co-

activación por glicina, activación por poliaminas, inhibición por zinc y gran conductancia. La 

alta permeabilidad a calcio que presentan los receptores NMDA contribuye a la 

despolarización membranal y por ende al incremento en las concentraciones intracelulares de 

calcio, fenómeno asociado a los efectos fisiológicos y patológicos de la señalización de 

NMDA (Gass et al., 1993; Wallis et al., 1994; Lu et al., 1996; Fukuda et al., 1998; Mahanty 

and Sah, 1998). 

 

Los receptores NMDA presentan una estructura tetramérica, de manera general, están 

conformados por dos subunidades NR1 y varias combinaciones de dos subunidades NR2(A-

D), en algunos casos presentan la subunidad NR3 (A,B). La señalización por los receptores 

NMDA dirige, en gran medida, la plasticidad sináptica y participa en la generación de 

diferentes condiciones patológicas. De manera particular, la subunidad NR2 parece tener un 

papel fundamental en este tipo de procesos.  

 

Los efectos de las subunidades NR2A y NR2B han sido ampliamente explorados en áreas de 

estudio como la plasticidad sináptica y en condiciones neurodegenerativas entre las que se 

incluyen epilepsia, Huntington e isquemia. En modelos de isquemia se ha logrado caracterizar 

la participación de NR2A en neuroprotección por precondicionamiento al estímulo, mientras 

que se ha observado que la subunidad NR2B aparentemente juega un papel importante en la 

inducción de muerte neuronal. Asimismo se ha reportado que en neuronas maduras, la 

subunidad NR2A se localiza en sitios sinápticos, mientras que la subunidad NR2B abunda en 

sitios extrasinápticos, por lo que se ha sugerido que la participación de los receptores NMDA 

en la terminal sináptica es vital para la sobrevivencia celular mientras que su actividad en 

sitios extrasinápticos está fuertemente ligada a cascadas de señalización que conllevan a la 

muerte neuronal. Los receptores a NMDA requieren despolarización membranal para su 

activación, misma que en muchos casos está ligada a la activación de receptores AMPA 

(Misra et al., 2000; Scott et al., 2001; Li et al., 2002; Bresler et al., 2004; Kohr, 2006).  
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El ácido kaínico, un análogo cíclico de glutamato, es una potente neurotoxina inductora de 

patrones convulsivos que conduce a la pérdida de células y astrogliosis, fenómenos 

característicos de la condición neurogenerativa, que se presenta en humanos, denominada 

epilepsia de lóbulo temporal. El kainato es capaz de inducir  la despolarización de neuronas 

en forma pre- y postsináptica a través de la activación de los  receptores a kainato (KARs) y 

los receptores AMPA (Ben-Ari and Cossart, 2000; Ben-Ari, 2008).  

 

La administración sistémica de KA 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 áreas del cerebro, particularmente en el hipocampo 

y sus regiones CA1 y CA3 y en el hilus del giro dentado (GD). El efecto del kainato en el 

SNC ha sido ampliamente estudiado en la región hipocampal mediante el uso de sistemas 

tanto in vitro como in vivo. Se ha reportado que las regiones CA1 y CA3 además del hilus del 

giro dentado, son altamente sensibles a daño neuronal, lo que sugieren que la inducción de 

excitotoxicidad por la administración sistémica de ácido kaínico puede ser utilizada como 

modelo de estudio para conocer los mecanismos que subyacen a la muerte y sobrevivencia 

celular en el SNC ante estímulos dañinos. (Ben-Ari and Cossart, 2000; Frerking and Nicoll, 

2000; Liu et al., 2001; Chen et al., 2002). 

 

Los receptores a kainato están conformados por subunidades que presentan gran homología 

con las subunidades de los receptores tipo NMDA y AMPA, éstas pueden ser divididas en 

subunidades de alta (KA1 y KA2) y baja afinidad (GluR5-GluR7) por ácido kaínico. A 

diferencia de los receptores NMDA y AMPA, la función de los receptores de kainato no está 

bien estudiada debido, hasta hace algunos años, a la falta de inhibidores específicos que 

permitieran aislar la respuesta celular mediada por estos receptores. Sin embargo, actualmente 

se sabe que en ausencia de receptores AMPA funcionales, el  kainato induce una corriente de 

desactivación lenta y desensibilización rápida en neuronas hipocampales, presumiblemente 

mediada a través de la activación de receptores a kainato (Zagulska-Szymczak et al., 2001; 

Braga et al., 2003; Jaskolski et al., 2005).  
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Los receptores a kainato se localizan tanto de manera pre- como post-sináptica en las células 

neuronales. A nivel presináptico, algunos subtipos de KARs facilitan la transmisión 

glutamatérgica y la plasticidad neuronal a corto plazo, mientras que otros regulan de manera 

negativa la transmisión GABAérgica hacia los estratos piramidales. A nivel de post-sinápsis 

en condiciones de liberación endógena de glutamato, los receptores a kainato participan en la 

excitabilidad de células piramidales e interneuronas GABAérgicas. En general se ha 

considerado que los receptores a kainato pueden modular la actividad de redes neuronales en 

direcciones opuestas (Paternain et al., 2000; Zagulska-Szymczak et al., 2001; Goldin et al., 

2007; Ben-Ari, 2008). 

 

 

2.1 Receptores AMPA 

 

Los receptores AMPA median la transmisión sináptica rápida en sinapsis de tipo excitador en 

el SNC y presentan un papel crucial durante el desarrollo neuronal, los procesos de 

plasticidad sináptica y remodelación estructural. Los receptores AMPA son tetrámeros 

constituidos por las subunidades GluR1-4 (A-D) codificadas por genes separados, mismos 

que pueden presentar splicing alternativo y edición de RNA. Las subunidades de los 

receptores AMPA presentan un extremo amino largo que conforma el dominio extracelular, 

tres dominios transmembranales, una región de horquilla que forma la región que delimita al 

poro (dominio membranal 2) y un dominio intracelular conformado por el extremo carboxilo 

terminal.  

 

Los receptores AMPA que carecen de la subunidad GluR2 son permeables a iones de calcio y 

zinc y presentan una cinética rápida además de una relación de corriente-voltaje (I-V) no 

lineal con rectificación externa, misma que se debe al bloqueo del voltaje por la acción de 

poliaminas intracelulares (fig.ii). La subunidad GluR2 de estos receptores confiere 

impermeabilidad a calcio y zinc debido a la presencia de un residuo de arginina en el dominio 

membranal 2 que delimita el poro iónico e influencia la cinética del canal y su conductancia, 

asimismo, repercute en el ensamble del receptor y el tráfico y liberación del mismo desde el 

retículo endoplasmático hasta los sitios de sinapsis (Hollmann et al., 1991; Burnashev et al., 

1992b; Burnashev et al., 1992a). 
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Figura ii. Permeabilidad a Ca+2 en receptores AMPA. (a) Los receptores tipo AMPA que carecen 

de la subunidad GluR2 son permeables a iones de Ca
+2

 y Zn
+2 

y presentan una relación de corriente-

voltaje (I-V) no lineal con rectificación externa. (b) En los receptores AMPA que presentan la 

subunidad GluR2 el flujo de Ca
+2

 y Zn
+2 

es limitada por la presencia de un residuo R en el sitio de 

edición Q/R. La relación I-V de estos receptores es lineal. Tomado de Liu, et al. 2007 (modificado). 

 

 

Las neuronas de la neocorteza, el hipocampo, la amígdala y el cerebelo, expresan 

principalmente, receptores AMPA impermeables a calcio que presentan la subunidad GluR2. 

En estas células la disminución en la expresión de la subunidad GluR2, confiere 

vulnerabilidad ante insultos neuronales. Por el contrario, las neuronas no espinosas de SNC, 

incluyendo las interneuronas de espiga rápida del hipocampo, neocorteza y amígdala, las 

células esteladas de cerebelo, las interneuronas del cuerno dorsal y las interneuronas 

colinérgicas del estriado entre otras, expresan receptores AMPA permeables a calcio que 

carecen de la subunidad GluR2. En éstas células la señalización de calcio mediada por 

receptores AMPA es rápida y compartamentalizada, dada principalmente por bombas 

extrusivas de calcio, y crucial para la plasticidad sináptica (Geiger et al., 1995; Mahanty and 

Sah, 1998). 
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Las subunidades que componen a los receptores AMPA, así como su permeabilidad a calcio, 

cambian durante el desarrollo y en respuesta a actividad neuronal. Estos cambios se dan a 

través de la redistribución de las subunidades que componen a los receptores y a la actividad y 

síntesis de proteínas reguladoras de los mismos. Tanto la composición y permeabilidad de 

estos receptores se ve afectada por diferentes tipos de daño neuronal, como son la isquemia, la 

excitotoxicidad, lesiones de médula espinal, consumo de drogas y fármacos anti-psicóticos, 

los corticoesteroides y enfermedades de índole neurodegenerativo (Fitzgerald et al., 1996; 

Kwak and Weiss, 2006).  

 

Diversos estudios señalan una importante participación de los receptores AMPA permeables a 

calcio en la excitotoxicidad asociada a varias alteraciones neurológicas y a enfermedades 

neurodegenerativas. En modelos de isquemia global transitoria se ha observado que la 

presencia de este tipo de receptores AMPA, induce muerte neuronal en células piramidales de 

la región CA1, asociada a deficiencias cognitivas. Una de las características primarias de este 

fenómeno es el aumento intracelular de calcio durante el periodo de isquemia y un aumento 

también de los iones de zinc libres en la células de la región CA1 entre las 24 y las 48 h 

después del periodo de isquemia, cambios que se dan de manera previa a la muerte celular 

(Pellegrini-Giampietro et al., 1992; Tanaka et al., 2000; Peng et al., 2006; Zhang et al., 2009) 

. 

En condiciones fisiológicas, los principales estratos neuronales del hipocampo expresan 

receptores AMPA impermeables a calcio. Ha sido reportado que los insultos isquémicos 

inducen la regulación negativa de la expresión de GluR2  y un cambio en la composición de 

los receptores AMPA, así como un aumento en la permeabilidad  a zinc y calcio y  de la 

sensibilidad a poliaminas (Gorter et al., 1997; Peng et al., 2006). 

 

Además del papel que se atribuye a los receptores AMPA en el daño neuronal durante 

periodos de isquemia global, los cambios en la expresión de estos han sido asociados con la 

muerte neuronal generada a través de diferentes daños neurológicos y enfermedades, entre 

ellos, se incluyen la epilepsia, fenómenos de excitotoxicidad, esclerosis amiotrófica lateral y 

Alzheimer. De manera importante, ha sido reportado que durante las crisis convulsivas se da 

una regulación negativa de la expresión de la subunidad GluR2 en las regiones CA1 y CA3 
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del hipocampo y ésta es previa a la muerte neuronal (Pellegrini-Giampietro et al., 1992; 

Bennett et al., 1996; Gorter et al., 1997; Pellegrini-Giampietro et al., 1997).  

 

 

2.2 El Cerebro materno 

 

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

como son el cortejo, el apareamiento, la ovulación, la gestación, el parto y la 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 (Stern and Lonstein, 2001; Voogt et al., 2001; Fleming et al., 2002) 

 

Se ha considerado que el comportamiento materno es una situación mayor de adaptación y 

por ende un proceso multidimensional que conlleva cambios tanto a nivel corporal como 

cerebral y cuyo objetivo es asegurar la sobrevivencia del linaje y con ello el éxito 

reproductivo de la especie. La experiencia materna involucra la adquisición de nuevas 

conductas que le permiten a la madre llevar a cabo una gran variedad de actividades 

encaminadas al cuidado de la progenie, entre ellas el agrupar y limpiar a las crías y su 

protección ante depredadores mediante la construcción del nido, un estado continuo de alerta 

y la agresión intensificada ante potenciales predadores intra o inter-especie.  

 

Además de lo relacionado al cuidado e interacción con las crías en el nido, la nueva madre ha 

de proveer el alimento, actividad que implica abandonar el lugar seguro que es su nido y a su 

progenie. Este tipo de conductas han sido relacionados con un aumento en las capacidades 

predatorias y de orientación espacial así como una reducción de la ansiedad inherente a la 

decisión de salir del nido dejando a las crías (Keverne, 2001a, b; Kinsley et al., 2008). 

 

El cerebro materno ha sido estudiado como un modelo natural de plasticidad neuronal, de 

acuerdo al concepto de Kinsley, la habilidad natural del cerebro para modificar  su 

organización y/o procesos y satisfacer las demandas del ambiente cambiante. Algunos de los 

cambios en el cerebro, relacionados a la experiencia materna (gestación y lactancia),  han sido 
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el incremento en el grosor de la corteza cerebral durante la gestación y la reorganización de la 

corteza somatosensorial debida  a la estimulación por el  contacto con las crías, así como un 

incremento en la función hipocampal observada a través de LTP y aumento en la densidad de 

espinas dendríticas (Diamond et al., 1971);(Xerri et al., 1994). 

 

Diversos estudios sugieren que la expresión del comportamiento materno, tanto en la etapa 

gestacional como durante la lactancia (posparto) se encuentra relacionado a las fluctuaciones 

hormonales. Los niveles de las hormonas reproductivas, entre las que se incluyen estrógenos 

(E2), progesterona (P4), lactógeno placentario (PL), prolactina (PRL) y oxitocina (OT), 

cambian con el estado reproductivo del animal. Aunado a ello, existe un componente 

epigenético, denominado transmisión matrilineal del comportamiento materno, mismo que se 

encuentra asociado a la interacción de la madre con las crías después del parto (Neville et al., 

2002; Weaver et al., 2004; Champagne, 2008). 

 

Se ha observado que durante la gestación y el posparto, la región hipocampal presenta 

cambios morfológicos importantes en el área CA1, donde la densidad de espinas dendríticas 

se encuentra aumentada en ratas en la fase tardía de la gestación y al día 5 posparto en 

comparación con ratas vírgenes que han sido tratadas con E2 y P4, hallazgo que ha sido 

interpretado como un reflejo de la plasticidad neuronal del hipocampo en estas etapas 

reproductivas (Kinsley et al., 2006; Pawluski and Galea, 2006). 

 

Se ha demostrado también que el estrés y la ansiedad, factores que pueden interferir con los 

procesos de aprendizaje y memoria, se encuentran reguladas a la baja en hembras con 

experiencia materna, además de que la actividad neuronal, medida por la expresión de c-fos, 

en algunas áreas como son la región CA3 del hipocampo y la amígdala basolateral, se 

encuentra reducida en hembras que han parido bajo condiciones de estrés (Kinsley et al., 

2008). 

 

Los efectos neuronales de la experiencia materna facilitan el aprendizaje y la memoria, en 

ratas, principalmente de índole espacial, fenómeno en el que se ha implicado la activación de 

la vía de MAP cinasas en la región hipocampal en respuesta a la exposición a oxitocina, 
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además de la persistencia de esta adquisición a través del tiempo (Kinsley et al., 1999; 

Tomizawa et al., 2003; Gatewood et al., 2005; Kinsley et al., 2008). 

 

En un estudio previo exploramos la posibilidad de que durante la lactancia, en ratas adultas, 

se modifique el daño excitotóxico inducido por la administración sistémica de kainato. Se 

utilizaron ratas vírgenes en la etapa diestro 1 (metaestro) del ciclo estral como control para 

evaluar el impacto de la administración de kainato, en la región dorsal del hipocampo, durante 

la fase final de la lactancia debido a que presentan un perfil hormonal similar de hormonas 

esteroides ováricas, sin embargo los animales en lactancia presenta niveles mayores de 

corticoesteroides.  

 

Haciendo uso de tres métodos diferentes para evaluar daño celular el análisis de las mismas 

estructuras hipocampales a nivel rostro-caudal señala un menor daño en el hipocampo de los 

animales en lactancia en comparación con el daño registrado para el hipocampo de los 

animales vírgenes, 24 h después de la administración sistémica de kainato (fig. iii). 

 

Asimismo, la evaluación de las manifestaciones del efecto de la administración de kainato, 

evaluada de acuerdo a la escala de Zhang (1997), muestra que los animales vírgenes presentan 

los signos correspondientes a los niveles 3-5, mientras que los animales lactantes no 

sobrepasan el nivel 2. Estos resultados muestran que la susceptibilidad a daño neuronal por 

excitotoxicidad es menor en el hipocampo de animales lactantes en comparación con los 

animales vírgenes. 

 

Evidencia de neuroprotección durante la maternidad, ha sido previamente reportada por 

Berzaghi y colaboradores en 1987, cuyos estudios señalan una menor frecuencia de actividad 

espontánea recurrente en el hipocampo dorsal durante las crisis inducidas por administración 

de kainato. Aunado a lo anterior, Standley en 1999 señala una reducción de los sitios de unión 

a kainato en la región hipocampal durante las crisis inducidas por la administración de 

NMDA en animales gestantes. 

 

Estos datos sugieren que la plasticidad del cerebro materno pudiera favorecer la diminución 
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de daño excitotóxico en el hipocampo a través de cambios en la expresión de receptores de 

glutamato y la fluctuación de hormonas como estrógenos, progesterona, oxitocina y 

prolactina, cuyos efectos en la cito-aquitectura, la plasticidad sináptica y cambios en el 

comportamiento han sido ampliamente estudiados. 

 

 

 

Figura iii. Neuroprotección durante la lactancia. Regiones hipocampales de animales vírgenes (a,c) 

y lactantes (b, d), administradas con vehículo o kainato (5 mg/kg o 7.5 mg/kg). La administración 

sistémica de kainato induce de manera significativa la pérdida de neuronas piramidales en la región 

CA1 en animales vírgenes. Aparentemente las neuronas del hipocampo de animales lactantes solo 

fueron afectadas por la dosis de 7.5 mg/kg. Las microfotografías a la derecha de cada imagen 

panorámica muestra una amplificación del CA1. Escala = 400 y50 µm. La densidad celular se 

representa en la gráfica como porcentaje con respecto al tejido control y se muestra la pérdida 

neuronal por kainato en el hipocampo de animales vírgenes. Las barras representan el promedio ± 

desviación estándar. *p<0.05. (tomado de Vanoye-Carlo, 2008). 
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2.3 Receptores de Estrógenos 

 

Los estrógenos, son hormonas esteroides que poseen una amplia gama de efectos tanto 

fisiológicos como patológicos en diferentes tejidos y órganos, incluyendo el sistema 

reproductivo, cardiovascular, inmune, óseo, el tracto gastrointestinal y respiratorio y el 

sistema nervioso central, particularmente el 17β-estradiol (E2). La acción de los estrógenos es 

mediada a través de dos receptores estructuralmente relacionados y pertenecientes a la 

superfamilia de receptores nucleares, los receptores de estrógenos  (ERs) alfa y beta (ER-α y 

ER-β) que funcionan como factores de transcripción activados por ligando. 

 

Los ERs pueden unir directamente a sus secuencias blanco de DNA en el núcleo celular o 

interactuar con otras proteínas para alterar la activación génica, este tipo de acciones 

genómicas ocurren de manera lenta, de modo que el proceso lleva de horas a días. Sin 

embargo, se conoce también que los estrógenos pueden producir efectos de tipo no genómico, 

mismos que se caracterizan por ocurrir de manera rápida, es decir en el orden de segundos a 

minutos, y que pueden ser mediados por ERs extranucleares o por receptores no clásicos 

unidos a la membrana celular (Kelly and Ronnekleiv, 2009; Suzuki et al., 2009; Waters et al., 

2009). 

 

Los mecanismos genómicos requieren una serie de eventos: la unión de la hormona a su 

receptor, la translocación de los ERs hacia el núcleo celular, su posterior dimerización e 

interacción con los elementos de unión a estrógenos (EREs) en los promotores de los genes 

regulados. Los mecanismos indirectos o no genómicos consisten en la activación de diferentes 

vías de señalización  tales como la vía de las proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK), la vía Akt, la activación de la proteína de unión a elementos de respuesta a AMPc 

(CREB), entre otras. También ha sido reportado que los ERs pueden modular la expresión de 

proteínas antiapoptóticas de la familia Bcl-2 (Merchenthaler et al., 2003; Mize et al., 2003; 

D'Astous et al., 2006; Suzuki et al., 2006; Thakur and Sharma, 2006). 

 

Los estrógenos y sus receptores pueden activar funciones celulares a través de mecanismos 

genómicos y no genómicos. En sistema nervioso central, los estrógenos endógenos o 
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exógenos, regulan varios efectos sobre la plasticidad neuronal relacionada al aprendizaje entre 

los que se incluye la excitabilidad, procesos de memoria, la densidad de espinas dendríticas y 

sinapsis, así como de neuroprotección en modelos de isquemia neuronal, neurogénesis, 

neurodegeneración y envejecimiento (Weiland et al., 1997; Gundlah et al., 2000; Markou et 

al., 2005; Brann et al., 2007; Hojo et al., 2008).  

 

Los ERs se encuentran ampliamente distribuidos en cerebro y médula espinal. En el cerebro 

de roedores, la distribución de los receptores de estrógenos ha sido identificada por ensayos 

autoradiográficos, inmunohistoquímica e hibridación in situ, encontrando la mayor expresión 

de estos receptores en diferentes regiones del sistema límbico, como son hipocampo, 

amígdala y septum lateral (Woolley and McEwen, 1994; Merchenthaler et al., 2003; Zhao et 

al., 2004; Markou et al., 2005; Brann et al., 2007; Yao et al., 2007; Hojo et al., 2008). 

 

Se ha demostrado que los estrógenos tienen importantes efectos en el hipocampo. La región 

CA1 del hipocampo ha sido descrita como un área especialmente susceptible a los efectos del 

estradiol. Altos niveles de esta hormona producen un incremento de la densidad de espinas 

dendríticas en el stratum radiatum y cambios en el tamaño y la forma de las espinas. Aunado a 

lo anterior, el estradiol también tiene un efecto en la modulación de la expresión de proteínas 

sinápticas en modelos in vitro.  

 

Las dos isoformas de ERs han sido identificadas en el hipocampo. El ER-α se encuentra 

presente de manera nuclear y extranuclear en células piramidales, granulares e inhibitorias, 

mientras que el ER-β presenta una expresión preferencial en sitos extranucleares de neuronas 

inhibitorias y piramidales y granulares. La activación de ambas isoformas de ERs ha sido 

implicada en procesos de aprendizaje y memoria además de fenómenos de neuroprotección 

(Hazell et al., 2009; Kelly and Ronnekleiv, 2009; Smith et al., 2009; Suzuki et al., 2009; 

Waters et al., 2009). 

La contribución de los ERs en neuroprotección ha sido atribuida principalmente a la 

regulación en la expresión de moléculas proapoptóticas y antiapoptóticas, de una manera 

directa o indirecta, así como la regulación de la transcripción de genes, involucrados en 

sobrevivencia neuronal, que presentan elementos de respuesta a estrógenos. Entre estos genes 
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se encuentran el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1), el factor de crecimiento 

nervioso (NGF) y el factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF) (Yao et al., 2007; Zhao 

and Brinton, 2007; Morissette et al., 2008; Raz et al., 2008; Sawe et al., 2008; Aguirre and 

Baudry, 2009; Dominguez et al., 2009; Lebesgue et al., 2009). 

 

El estradiol en las células neuronales, a través de sus receptores, puede activar vías de 

señalización asociadas a factores de crecimiento. En éste sentido, las vía más estudiada han 

sido las cascadas de ERK/MAPK y PI3K/Akt.  La activación de la vía ERK/MAPK por 

estímulos extracelulares como factores de crecimiento, neurotransmisores o insultos 

neuronales, permite la activación de la proteína de unión a elementos de respuesta a AMPc 

(CREB) mediante la fosforilación de sus residuos Ser133 y Ser144. Esta misma vía puede ser 

activada por estradiol promoviendo la fosforilación sostenida de CREB y la regulación 

transcripcional de la proteína antiapoptótica Bcl-2. Se han demostrado que la activación de la 

vía ERK/MAPK, en la región CA1 del hipocampo, por administración de estradiol permite la 

sobrevivencia neuronal ante isquemia (Ciriza et al., 2004; Suzuki et al., 2006; Yao et al., 

2007; Quesada et al., 2008; Sawe et al., 2008; De Nicola et al., 2009; Dominguez et al., 2009; 

Lebesgue et al., 2009). 

 

Adicionalmente, se ha sugerido que existe una comunicación entre los ERs y los receptores a 

IGF-1, misma que es fundamental para la actividad tanto del estradiol como de IGF-1 debido 

a  que ambas moléculas actúan de manera sinérgica en la remodelación sináptica, la 

sobrevivencia y diferenciación neuronal. A este respecto, García-Segura y colaboradores en 

2006, demostraron que los receptores a IGF-1 son necesarios, en la protección por estradiol, 

de neuronas del hilus del giro dentado en el hipocampo ante daño inducido por crisis 

convulsivas. La transactivación de los receptores a IGF-1 mediante receptores de estrógenos 

asociados a membrana celular, induce la activación de la vía de señalización ERK-MAPK 

dando lugar a la fosforilación de CREB cuya participación en neuroprotección ha sido 

ampliamente reportada (Garcia-Segura et al., 2006; Garcia-Segura et al., 2007; Gonzalez et 

al., 2008; Lebesgue et al., 2009). 

 

Diversos estudios señalan que en la sobrevivencia celular promovida por hormonas y factores 
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de crecimiento se encuentra implicada la vía de señalización PI3K-Akt. El estradiol promueve 

la activación de esta vía en diferentes tipos celulares, incluyendo neuronas. La proteína PI3K 

es activada mediante la fosforilación de la cinasa de serina-treonina Akt, misma que ha sido 

relacionada a la sobrevivencia celular a través de la inactivación de moléculas implicados en 

muerte celular como son los factores de transcripción de la familia de factores de 

transcripción Forkhead y GSK-3 (D'Astous et al., 2006; Quesada et al., 2008; Lebesgue et al., 

2009).  

 

Se conoce que la vía PI3K/Akt puede ser activada por neurotrofinas como BDNF y se ha 

propuesto que existe una estrecha relación entre la neuroprotección inducida por estradiol y la 

expresión de neurotrofinas, de manera que la transactivación del receptor a IGF-1 mediante 

receptores membranales a estrógenos permite la señalización celular por la vía ERK/MAPK 

que estimula la regulación positiva de BDNF, molécula capaz de activar la vía PI3K/Akt 

mediante su receptor trkB (Garcia-Segura et al., 2006; Gonzalez et al., 2008; Dominguez et 

al., 2009; Lebesgue et al., 2009). 

 

 

2.4 Oxitocina y Vasopresina 

 

La oxitocina (OT/OXT) es una hormona peptídica secretada a circulación desde la glándula 

pituitaria posterior, cuyas acciones clásicamente estudiadas son la contracción uterina durante 

el parto y la liberación de leche durante la lactancia, mismas que son inducidas a través de la 

activación de su receptor, OTR/OXTR (Alberi et al., 1997; Gimpl and Fahrenholz, 2001). 

Además de estos prominentes efectos en el tracto reproductivo, la oxitocina tiene otras 

influencias. Actualmente se conoce que existe una amplia distribución del receptor a 

oxitocina en el SNC con importantes efectos en el comportamiento reproductivo y social 

(Gimpl and Fahrenholz, 2001). 

 

Los genes que codifican para los péptidos vasopresina (VP/AVP) y OT se encuentran en el 

mismo locus cromosómico y su transcripción ocurre en direcciones opuestas. La distancia 

intergénica entre estos genes varia de 3 a 12 kb en el ratón, humano y rata. Este tipo de 
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arreglo genómico sugiere que el origen de los genes es la duplicación de un gen ancestral 

seguido de la inversión  de uno de ellos.  

 

La regulación de gen que codifica para OT ha sido estudiada en sistemas heterólogos y 

ratones transgénicos. Los promotores de rata y humano presentan sitios de elementos de 

respuesta a receptor estrógenos alfa y beta, receptor a hormona tiroidea y los receptores a 

ácido retinoico RARa y RARb (Richard and Zingg, 1990; Burger et al., 2000). 

 

El receptor a OT es un polipéptido que presenta 7 segmentos transmembranales y pertenece a 

la clase I de los receptores acoplados a proteínas G (GPCR). En el caso de la rata, la expresión 

del gen que codifica al receptor de oxitocina presenta múltiples sitios putativos de elementos 

de respuesta a interleucina-1 beta IL-1β, al factor nuclear de expresión para interleucina-6 

(NF-IL6) y elementos de respuesta de fase aguda (APRE). En el extremo 5’, se localiza un 

elemento de respuesta a AMPc (CRE), así como varios elementos reguladores potenciales 

entre los que se incluyen sitios AP-1, AP-2, AP-3, AP-4, una región ERE y un elemento 

incompleto de  respuesta a esteroides. La vía de señalización por receptor a oxitocina se 

encuentra acoplada a proteínas del tipo Gq/11 y los sistemas de segundos mensajeros IP3 y 

calcio (Thibonnier et al., 1994; Thibonnier et al., 1998a; Thibonnier et al., 1998b). 

 

Evidencia morfológica y electrofisiológica sugiere que la OT juega un papel importante como 

neurotransmisor y neuromodulador en el cerebro de la rata. Por autoradiografía ha sido 

demostrado que el receptor a oxitocina se encuentran presente en numerosas regiones del 

sistema nervioso central, incluyendo el sistema olfativo, el ganglio basal, el sistema límbico, 

el hipotálamo, el tallo cerebral y la médula espinal. El OTR es menos abundante en el 

hipocampo y otras regiones del sistema limbico con respecto a otras áreas del cerebro. Si bien 

no han sido reportadas diferencias sexuales en la densidad de estos receptores en el cerebro de 

manera general, se conoce que en algunas estructuras como el núcleo hipotalámico 

ventromedial (VMH), la amígdala central, la cama núcleo de la stria terminalis (BNST) y el 

tubérculo olfativo, la modulación de este receptor es influenciada por estrógenos y 

testosterona (Crowley and Armstrong, 1992; Zaninetti and Raggenbass, 2000). 
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Los registros electrofisiológicos realizados in situ y en sistemas in vitro han revelado que la 

OT puede influenciar las propiedades bioeléctricas de poblaciones neuronales (Gimpl and 

Fahrenholz, 2001). La oxitocina puede incrementar la excitabilidad de motoneuronas 

preganglionares parasimpáticas a través de una corriente sostenida de sodio en forma 

independiente a la activación de fosfolipasas e inducida en parte por la activación de la 

adenilato ciclasa. La OT puede también reducir el intervalo de liberación de neurotransmisor 

en neuronas supraópticas y reducir la amplitud pero no la frecuencia de eventos sinápticos 

inhibidores mediados por receptores GABA (Blumenstein et al., 2004). 

 

En hipocampo, se ha identificado a la región CA1 y al subiculum como sitios de gran afinidad 

por oxitocina, y se conoce que la oxitocina a través de su receptor es capaz de inducir la 

actividad de interneuronas del estrato piramidal y en algunas interneuronas del stratum oriens 

aumentando la transmisión sináptica inhibidora en la vecindad de las neuronas piramidales 

por medio de un incremento de la frecuencia y la amplitud de las corrientes postsinápticas 

inhibidoras GABAérgicas (Wang and Hatton, 2005). 

 

Los receptores a oxitocina en ciertas áreas del sistema nervioso central pueden responder 

tanto a AVP como a OT en formas opuestas. En el hipocampo ventral, se sabe que la 

activación de OTRs por vasopresina tiene efecto facilitador en la consolidación de la 

memoria, mientras que su activación por oxitocina induce atenuación del proceso. 

Adicionalmente, se ha propuesto que en la región hipocampal, la oxitocina y la arginina-

vasopresina, puede actuar a través de los receptores AVP1 y los OTR. 

 

La AVP, al igual que la OT, puede actuar tanto como una hormona o como un 

neuromodulador. A manera de hormona, los principales blancos de la vasopresina se 

encuentran localizados de manera periférica en órganos y tejidos como son los riñones, los 

vasos sanguíneos, el hígado y la pituitaria anterior (Barberis and Tribollet, 1996; Thibonnier 

et al., 1998b; Hibert et al., 1999). 

 

Los receptores a vasopresina (VPRs/AVPRs), al igual que los OTRs, pertenecen a la familia 

de receptores acoplados a proteínas G. En el caso de los receptores a vasopresina, se 
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distinguen dos grande subtipos, VP1 (V1, AVPR1) y VP2 (V2, AVPR2), mismos que se 

distribuyen en sistema nervioso y tejidos periféricos. Los receptores de vasopresina tipo 1 se 

subdividen a su vez en receptores de vasopresina  V1A , los cuales actúan por medio de la 

activación de la fosfolipasa C induciendo movilización de calcio y son abundantes en 

músculo liso e hígado; y los receptores de vasopresina V1B, que se encuentran acoplados a la 

enzima fosfolipasa C y que son abundantes en la glándula pituitaria anterior. Los receptores 

de vasopresina V2, activan la adenilato ciclasa y son abundantes principalmente en riñón. Con 

menor afinidad, la vasopresina es también capaz de unirse a receptores de oxitocina 

(Thibonnier, 1990; Barberis et al., 1998; Thibonnier et al., 1998a; Thibonnier et al., 1998b; 

Thibonnier et al., 2002). 

 

En el ANC, la vasopresina actúa principalmente a través de los AVPR1A, sin embargo la 

presencia de AVPR1B en algunas estructuras del cerebro ha sido reportada. En general, los 

AVPR1 son abundante en hipocampo y sistema límbico. A nivel central la AVP participa en 

el mantenimiento de funciones autonómicas como la regulación cardiovascular, la regulación 

de la temperatura corporal y la regulación del flujo de agua en la neocorteza, sin embargo 

actualmente se conoce que la AVP también está involucrada en la modulación de funciones 

cognitivas y en aspectos del comportamiento, como es el comportamiento sexual, el cuidado 

parental y el reconocimiento social así como en procesos de memoria, ansiedad y depresión 

(Brinton and McEwen, 1989; Barberis and Tribollet, 1996; Tribollet et al., 1997; Hibert et al., 

1999; Alescio-Lautier et al., 2000; Thibonnier et al., 2002). 

 

A través del uso de sistemas in vitro, se ha demostrado que la AVP es capaz de excitar 

poblaciones de motoneuronas e incrementar los estímulos sinápticos de carácter inhibidor 

también en motoneuronas, por lo que se ha considerado  que puede regular, de manera dual, la 

función de las redes neuronales involucradas en el control motor. De igual forma en amígdala 

y septo lateral se ha demostrado este carácter dual de la AVP, efecto que ha sido relacionado a 

la modulación del miedo y la ansiedad por este nonapéptido (Appenrodt et al., 1998; Hatton 

and Li, 1998; Hibert et al., 1999; Muller et al., 1999; Alescio-Lautier et al., 2000; Kombian et 

al., 2000; Raggenbass, 2001; Joels et al., 2008). 
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Asimismo se ha reportado que la vasopresina ejerce acciones neurotróficas en neuronas 

hipocampales en sistemas in vitro, tales como el aumento del número de neuritas además de 

un incremento en la longitud, diámetro, complejidad morfológica y puntos de bifurcación de 

las mismas. El mecanismo de acción sugerido como factor neurotrófico, es a través de la 

activación de la PKC y la inducción de factores de transcripción como c-jun y c-fos (Brinton 

et al., 1994c, b; Brinton et al., 1994a).  
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3. Planteamiento del Problema 

 

Las afecciones del sistema nervioso central, tales como epilepsia, trauma y patologías 

neurodegenerativas constituyen un problema de salud pública. En este tipo de condiciones, se 

ha asociado el fenómeno de excitotoxicidad como uno de los principales mecanismos  que 

subyacen al daño neuronal.  

 

Esfuerzos considerables han sido dirigidos hacia el diseño de procedimientos adecuados para 

atender las condiciones patológicas del SNC. En éste sentido, la identificación de moléculas 

farmacológicas para la reducción de daño cerebral por excitotoxicidad ha recibido mucha 

atención, sin embargo se han empleado con poco éxito, por lo que el estudio de mecanismos 

endógenos de neuroprotección ha emergido como una aproximación terapéutica prometedora. 

 

En un estudio previo, demostramos que durante la lactancia, en el hipocampo de la rata adulta 

se presenta menor daño neuronal en respuesta a la administración sistémica de kainato, en 

comparación al daño celular que ocurre en el hipocampo de animales vírgenes con el mismo 

tratamiento. Esto sugiere que la lactancia puede ser una condición fisiológica de 

neuroprotección ante daño neuronal de índole excitotóxico y por tanto un modelo natural para 

el estudio de mecanismos endógenos de neuroprotección . 

 

El objetivo del presente estudio es contribuir al conocimiento de los mecanismos endógenos 

de neuroprotección, a través de la caracterización de la respuesta celular del hipocampo de la 

rata lactante, en relación a la expresión de los receptores de glutamato tipo AMPA, la 

expresión de los receptores de estrógenos α y β, así como la participación de los 

neuromoduladores oxitocina y vasopresina en la sobrevivencia neuronal, ante estímulos 

excitotóxicos.   
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4. Objetivos 

 

 

4.1 Objetivo General 

 

Caracterizar la respuesta celular del hipocampo de la rata lactante, en relación a la expresión 

de los receptores de glutamato tipo AMPA, la expresión de los receptores de estrógenos α y 

β, así como la participación de los neuromoduladores oxitocina y vasopresina en la 

sobrevivencia neuronal, después de la administración sistémica de ácido kaínico. 

 

 

4.2 Objetivos Particulares 

 

4.2.1 Comparar la expresión y localización celular de las subunidad GluR1 y GluR2 de los 

receptores AMPA en las regiones hipocampales de ratas tratadas con ácido kaínico durante la 

lactancia y el diestro 1, y asociar las diferencias de expresión con el efecto neuroprotector 

observado durante la lactancia. 

 

4.2.2 Comparar la expresión y localización celular de los receptores de estrógenos alfa  y beta 

(ER-α y ER-β) en las regiones hipocampales de ratas tratadas con ácido kaínico durante la 

lactancia y el diestro 1, y asociar las diferencias de expresión con el efecto neuroprotector 

observado durante la lactancia. 

 

4.2.3 Evaluar el efecto de la oxitocina y la vasopresina en la sobrevivencia neuronal inducida 

por excitotóxicidad en cultivos neuronales primarios. 
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5. Metodología 

 

5.1 Metodología de los experimentos in vivo 

 

5.1.1 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 (12 hrs/12 hrs),  temperatura estándar (22°C) y comida, ad 

libitum. 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 se mantuvieron en 

condiciones estándar de luz y temperatura (22°C) y comida ad libitum. 

 

Los comités institucionales de cuidado y uso de animales, de la Facultad de Química y del 

Instituto de Neurobiología de la Universidad Nacional Autónoma de México, aprobaron los 

protocolos experimentales. Los animales fueron manipulados de acuerdo con la guía de 

cuidado y uso de animales de laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud y la guía 

oficial mexicana de la secretaría de agricultura (SAGARPA NOM-062-Z00-1999) publicada 

en 2001. Se tomaron las medidas necesarias para minimizar el número de animales usados y 

su sufrimiento. 

 

5.1.2 Tratamientos. La lactancia en la rata tiene una duración de tres semanas o 21 días. Hacia 

el final de la lactancia, entre los días 16 al 20 se presentan concentraciones de hormonas 

ováricas, estradiol (∼10 pg/ml) y progesterona (<10 ng/ml), similares a las que se detectan en 

suero de animales hembras vírgenes en la etapa de metaestro del ciclo estral (∼15 ng/ml y 15 

pg/ml respectivamente), y niveles de corticoesterona en sangre significativamente mayores a 

los detectados en los animales vírgenes (>300ng/ml). Ratas hembras vírgenes y en lactancia, 

en metaestro y día 19 de la lactancia, fueron inyectadas vía intraperiotoneal (i.p) con PBS 

(vehículo) o ácido kaínico (kainato) en dosis de 7.5 mg/kg disuelto en PBS.  
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5.1.3 Obtención de proteína. Las ratas hembras de la cepa Wistar de 10-12 semanas de edad y 

ratas primigestas en lactancia se sacrificaron por decapitación, el cerebro fue removido, se 

disecaron las regiones CA1, CA3 y el GD de la parte media del hipocampo en ambos 

hemisferios para la posterior extracción de proteína. El hipocampo fue homogenizado en 

sonicador con buffer de lisis para proteína y centrifugado a 4 grados centígrados. El 

sobrenadante se recuperó y almacenó a -80 grados centígrados. La proteína fue cuantificada 

por espectofotómetro mediante el reactivo de Bradford utilizando como referencia una curva 

de albúmina. 

 

5.1.4 Procesamiento de tejido para histología. Los animales se anestesiaron con una 

sobredosis de pentobarbital y se perfundieron vía aorta ascendente con 250 ml de PBS 

seguido del mismo volumen de paraformaldehído (PFA) al 4% en buffer de fosfatos. Los 

cerebros se removieron y posfijaron 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 a -20°C  en solución crioprotectora (0.05 M PBS, 40% etilenglicol, 20% 

sacarosa). Antes de cualquier procedimiento, los tejidos se lavaron 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) almacenándose en PBS a 4°C durante 

toda la noche a fin de eliminar los residuos de la solución crioprotectora. 

 

5.1.5 Inmunohistoquímica. 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. Los tejidos fueron incubados con anticuerpo primario en solución de 

bloqueo. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-pCREB (1:100,Sigma) y anti-ER-α 

(1:100, Sta Cruz) durante 24 h a 4°C y anti ER-β(1:50, Sta Cruz) durante 48 h 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. Posterior al enjuague con PBS las muestras se 

incubaron 30 min con el complejo Avidina-Biotina preparado en PBS 30 minutos antes. El 
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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. 

 

5.1.6 Inmunofluorescencia. Las muestras fueron tratadas con citrato de sodio 0.1% en H2O 

durante 30 minutos a 4°C; posteriormente, se dio un tratamiento con Tritón X-100 al 3% en 

PBS durante 30 minutos y se preincubaron con solución de bloqueo en PBS por 30 minutos. 

La incubación con el anticuerpo de conejo anti-GluR1 y anti-GluR2 (1:100, Chemicon) se 

realizó solución de bloqueo durante toda la noche. Las muestras fueron lavadas en PBS e 

incubadas en oscuridad durante 3 h con el anticuerpo anti-conejo rodaminado (1:100, 

Chemicon), seguido de lavados con PBS y su posterior incubación en una solución de 

Hoechst 33258 (1µg/ml; Molecular Probes) en PBS durante 5 minutos a t.a. para ser cubiertos 

con medio de montaje DAKO y analizados en microscopio de fluorescencia. 

 

5.1.7.Western blot. Se utilizaron 30 µg de proteína total y se separaron mediante SDS-PAGE 

en gradiente discontinuo de 8% a 12 %. La transferencia se realizó en membranas de PVF 

(Millipore). Se utilizaron los siguientes anticuerpos para la detección de las subunidades de 

receptores AMPA y los ERs: GluR1 (1:1000, Millipore), GluR2 (1:2000, Millipore), GluR3 

(1:500, Millipore), ER-α (1:400, Sta Cruz) y ER-β (1:500, Sta Cruz) en TBS o/n a 4°C y beta-

actina (1:5000, Sta Cruz) en TBS-Tween 20 (0.1%) durante 30 minutos. Los anticuerpos 

secundarios utilizados fueron anti conejo y anti-ratón (1:10,000). Las membranas fueron 

reveladas por quimioluminiscencia en películas de rayos-X y la densidad óptica de las bandas 

obtenidas fue cuantificada para obtener la cantidad de proteína. 

 

5.1.8 Análisis. Las placas fueron digitalizadas por medio de un escáner en resolución de 300 

dpi y el uso de una máscara no lineal de enfoque. La normalización de los datos se realizó 

haciendo uso de la expresión de la proteína beta-actina como control interno de carga. La 

densitometría para Western blot se llevó a cabo mediante el programa KODAK 1D Analysis 

Software, el contraste y el brillo fueron optimizados en el mismo programa. El análisis 

estadístico se realizó a través de una prueba de ANOVA de una sola vía seguida de la prueba 
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de comparación múltiple Newman-Keuls. Las diferencias obtenidas con una p<0.05 fueron 

consideradas como significativas. 

 

En el caso de inmunofluorescencia, las áreas hipocampales fueron delimitadas de acerado al 

atlas de Swanson (2003) considerando -2.2 -2.8 mm desde Bregma (Swanson, 2003). Las 

secciones de tejido correspondientes a estas coordenadas fueron incluidas en la cuantificación, 

asegurando que las regiones de interés fuesen equivalentes entre animales y experimentos. 

Para el análisis densitométrico se utilizó el software Image J y microfotografías tomadas con 

una magnificación 20X en 3 rebanadas de tejido por cada animal, se consideró la integración 

densitométrica en valores de grises. La expresión de las proteínas de interés fue expresada 

como el promedio de las unidades densitométricas arbitrarias ± la correspondiente desviación 

estándar (SD). El análisis estadístico se realizó a través de una prueba de ANOVA de una sola 

vía seguida de la prueba de comparación múltiple Newman-Keuls. Las diferencias obtenidas 

con una p<0.05 fueron consideradas como significativas. 

 

 

5.2 Metodología de experimentos in vitro 

 

5.2.1 Cultivos Celulares. Se obtuvieron cerebros de fetos de ratas al día 17 de gestación, la 

región hipocampal y la corteza fueron disecadas. El hipocampo y la corteza cerebral se 

disociaron de manera independiente a través de digestión enzimática y procedimientos 

mecánicos posterior al retiro de meninges. Las células disociadas  fueron resuspendidas a una 

densidad de 0.2x106 células/ml en BME suplementado con FCS al 10%, 50U/ml de 

penicilina/estreptomicina, 2mM de glutamina y 10 mM de glucosa, y distribuidas en placas 

tratadas previamente con poli-l-lisina 10µg/ml. Los cultivos fueron incubados a 37°C con 

100% de humedad y una atmósfera de 95% aire/5% CO2 durante 2 horas. El medio fue 

reemplazado por Neurobasal suplementado con B27 al 10%, 50U de 

penicilina/estreptomicina, 2 mM de glutamina y 10 mM de glucosa. El medio se reemplazó al 

50% cada tercer día in vitro (DIV). Los experimentos se realizaron en cultivos neuronales 

maduros (11-13 DIV). 
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5.2.2.Tratamientos. En cultivos neuronales corticales e hipocampales (DIV 11) se indujo daño 

celular mediante la aplicación de glutamato (Sigma; 100 µM)  más glicina (Sigma; 10 µM) o 

ácido kaínico (Sigma; 100 µM) durante 24 h (tratamiento crónico). Los cultivos neuronales de 

hipocampo y corteza  fueron tratados con los nonapéptidos, arginina vasopresina (Sigma; 50, 

100, 500 y 1000 nM) y oxitocina (Sigma; 30, 100, 300 y 1000 nM) mediante la aplicación 

directa de las hormonas 24 h (tratamiento crónico) y 2 h (tratamiento agudo) antes de la 

administración ser expuestos a glutamato o kainato. Los reactivos, glutamato, kainato, glicina, 

arginina vasopresina y oxitocina fueron disueltos en PBS. 

 

5.2.3 Viabilidad Celular. La viabilidad celular fue evaluada por ensayo de MTT [3-(4,5-

dimetil-tiazol-2-yl)-2,5-difenil bromuro de tetrazolium]. A cultivos de neuronas hipocampales 

y cultivos de neuronas corticales en placas de 48 pozos se agregó MTT en concentración de 

0.2 mg/ml e incubó durante 40 minutos a 37°C. El medio fue retirado y se añadió DMSO para 

solubilizar el formazán producto de la reacción. La mezcla de formazán-DMSO fue 

cuantificado en un lector de placas a 570 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje 

de células viables (sobrevivencia). 

 

5.2.4 Evaluación de muerte neuronal. La presencia de células necróticas en los cultivos, fue 

analizada mediante el colorante fluorescente ioduro de propidio (PI), un compuesto altamente 

polar capaz de incorporarse al DNA de las células cuando la membrana plasmática se 

encuentra dañada, característica típica de necrosis. El PI fue agregado al cultivo celular en 

concentración 10 µM después del tratamiento con excitotóxicos, durante 16 h. El medio se 

retiro y las células fueron fijadas con PFA 4% en PBS  frío durante 15 minutos. Después de 2 

lavados con PBS frío, se realizó contra tinción con Hoechst 33258 en concentración 2 µg/ml 

en PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. La distinción entre células necróticas y 

apoptóticas se realizó por microscopía de fluorescencia atendiendo a los cambios 

morfológicos que caracterizan los núcleos de células en apoptosis, las células con cromatina 

condensada o fragmentada fueron considerados apoptóticas. Las células positivas a tinción 

con PI sin núcleo fragmentado o condensado fueron consideradas como necróticas. Los 

resultados fueron expresados como porcentaje.  
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5.2.5 Extracción de RNA y RT-PCR. Se utilizaron cultivos neuronales de hipocampo y corteza 

al DIV 8, 10 y 12. Las células fueron lisadas agregando directamente a cultivos en placas de 

3.5 cm de diámetro 1 ml de TRIZOL® y pasando varias veces el lisado a través de la pipeta. 

El RNA obtenido se disolvió en H2O-DEPC y almacenó a -80°C. La síntesis de la primera 

cadena de cDNA se realizó utilizando 1µg de RNA y la transcriptasa reversa Superscript II de 

Invitrogen y oligo (dT). En la amplificación por PCR  se utilizó la Taq polimerasa de DNA, 

recombinante, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Las condiciones de 

amplificación de los receptores 1a y 1b para vasopresina (avpr1a y avpr1b)  consistieron en 1 

ciclo de  95°C 1 min; 35 ciclos de 95°C 30s, 60 C 1 min, 72°C 30s, seguido de 1 ciclo de 

72°C 5 min. Para la amplificación del receptor a oxitocina (oxtr), se utilizó un ciclo de 95°C 1 

min; 40 ciclos de 95°C 1min, 60°C 1 min, 72°C 1min y un ciclo de 72°C por 5 min. En el 

caso de la amplificación de 18S rRNA se utilizó un ciclo de 95°C 1 minuto; 25 ciclos de 95°C 

1min, 60°C 1 min, 72°C 1min y un ciclo de 72°C por 5 min. El volumen final de cada 

reacción fue 50 µl con una concentración 1 µM de cada oligo y 2 unidades de Taq DNA 

polimerasa. Los oligos utilizados fueron: Avpr1a (200 pb, 5’ggtcgtcttgggtacatgct; 

5’tcttcacagtgcggatcttg), Avpr1b (202 pb, 5’cgtggctaggtagggatgaa; 5’agctgaggcagtacctggaa), 

Oxtr (179 pb, 5’ttcttcgtgcagatgtggag; 5’taacgagcagagcagcagaa) y 18s rRna (469 pb, 

5’tcaagaacgaaagtcggagg; 5’ggacatctaagggcatcaca). Los productos de PCR (25 µl) fueron 

resueltos en geles de agarosa al 2% y teñidos con SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen) en 

buffer TAE 1X.  

 

5.2.6 Western blot. Los cultivos de neuronas corticales e hipocampales de DIV 8, 10 y 12 

fueron homogeneizados en buffer de lisis compuesto por  20 mM Tris pH 7.5 1 M, 1% NP-40, 

150 mM NaCl, 5 mM EDTA e inhibidores de proteasas y fosfatasas. La cuantificación de la 

proteína obtenida se realizó mediante ensayo de Bradford, 30 µg de proteína de cada muestra 

fueron separados por SDS–PAGE en geles de poliacrilamida 10% y tranferidas a membranas 

de nitrocelulosa Hybond-C (Amersham Biosciences). Los blots se bloqueron en leche libre de 

grasa al 5% en TBS 0.05% de Tween-20 durante 1 h a temperatura ambiente y fueron 

incubados a 4°C toda la noche en anticuerpo primario-TBS. Los anticuerpos primarios 

utilizados fueron : poli clonal de conejo AVPR1a (LS-C40158, Lifespan Biosciences, 

1 :1000), poli clonal de conejo AVPR1b (LS-C40157, Lifespan Biosciences, 1 :1000), poli 
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clonal de conejo OXTR (sc-33209, Santa Cruz Biotechnology, 1 :1000), poli clonal  de 

conejo fosfo-p42/ MAP cinasa (Thr202/Tyr204) (#9101, Cell Signalling Technology, 

1:1000), poli clonal de conejo p42/44 MAP cinasa (#9102; Cell Signalling Technology; 

1:1000), poli clonal de conejo phospho-CREB (Ser133) (#9191; Cell Signalling Technology; 

1:1000), poli clonal de conejo CREB (#9192; Cell Signalling Technology; 1:1000) y 

monoclonal de ratón GAPDH (clona 6C5, 4300; Ambion Inc, 1: 40,000). Después de 3 

lavados con TBS 0.05% Tween-20, las membranas dueron incubadas en anticuerpos 

secundarios conjugados con peroxidasa de rábano diluidos en TBS 0.05% Tween-20 y 

revelados con ECL Western Blotting detection Reagents (Amersham Biosciences). 

 

5.2.7 Inmunocitofluorescencia. Los cultivos de neuronas hipocampales y corticales al DIV 8, 

10 y 12 fueron fijados en 4% de PFA en PBS por 15 min a temperatura ambiente. Después de 

que las células se lavaron, se incubaron en PBS-glicina 0.1 M durante 10 min seguido de 3 

lavados con TBS 0.01% de Tween-20 y permeabilizadas con TBS 0.01% tween-20 y 0,1% de 

Tritón X-100. Las células fueron bloqueadas a 4°C por 1h en TBS 0.01% de Tween-20 y 

0.5% de suero normal de cabra (solución de bloqueo). El anticuerpo primario se incubó toda 

la noche en solución de bloqueo a 4°C, los anticuerpos primarios utilizados fueron: AVPR1a 

(LS-C40158, Lifespan Biosciences, 1 :100), AVPR1b (LS-C40157, Lifespan Biosciences, 

1 :100), OXTR (sc-33209, Santa Cruz Biotechnology, 1 :100) y phospho-CREB (Ser133) 

(#9191; Cell Signalling Technology; 1:1000). Después de 3 lavados con TBS 0.01% Tween-

20, las células se incubaron en anticuerpo secundario rodaminado (1:500) en solución de 

bloqueo y contrateñidas con Hoechst 33258 (2 µg/ml) en TBS 0.01% Tween-20 durante 5 

minutos a temperatura ambiente.  

 

5.2.8 Análisis Estadístico. El promedio±el error estándar (SE) de los valores obtenidos para 

viabilidad celular, obtenidos por ensayo de MTT en cada tratamiento, fueron comparados 

mediante una prueba de ANOVA de una vía seguida de la prueba de comparación múltiple 

Newman-Keuls. Las diferencias obtenidas con una p<0.05 fueron consideradas como 

significativas. 
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6. Resultados 

 

 

6.1 Expresión de las subunidades de los receptores AMPA  

 

La expresión relativa de las diferentes subunidades que conforman los receptores de 

glutamato tipo AMPA, fue estudiada mediante la técnica de Western blot en el hipocampo de 

ratas vírgenes y ratas en la última etapa de la lactancia.  

 

Se ha reportado que la subunidad GluR1 forma parte de receptores de glutamato tipo AMPA 

con alta permeabilidad a calcio, por lo que la expresión de esta subunidad ha sido relacionada 

a la muerte neuronal por estímulos excitotóxicos. En este estudio se observó que la subunidad 

GluR1 presenta una mayor expresión en el hipocampo de ratas lactantes con respecto a la 

cuantificada en la misma estructura cerebral de ratas vírgenes.  

 

En el hipocampo de animales lactantes, las regiones donde se expresa con mayor abundancia 

la subunidad GluR1 son el CA1 y el GD, mientras que la región CA3 presenta una menor 

expresión de la misma. Aparentemente, el tratamiento con kainato no modifica esta diferencia 

de expresión de GluR1 por regiones, ya que la región CA3 presenta una menor expresión 

después del tratamiento en comparación con las regiones CA1 y el GD. Sin embargo, sí se 

observó una disminución considerable de la expresión de esta proteína en las regiones CA1 y 

en el GD 24 h después del tratamiento en comparación con el vehículo (fig. 1). 

 

Con respecto a la expresión de la subunidad GluR1 en ratas vírgenes, se pudo observar que 

los animales que recibieron tratamiento con vehículo presentan una menor expresión de la 

proteína en la región CA3 con respecto a la detectada en GD y que es ésta última área en la 

que la expresión de GluR1 es más abundante. El tratamiento con kainato modifica de manera 

significativa la expresión de la subunidad GluR1, incrementando los niveles detectados 

especialmente en la región CA1 y en el GD (fig. 1).  
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Figura 1. La Expresión de GluR1 disminuye en el hipocampo de animales lactantes. (A) Western 

blot representativo de cinco experimentos independientes, se muestra la expresión de GluR1 y beta-

actina en hipocampo de ratas vírgenes y ratas en lactancia: tratadas con vehículo o kainato 7.5 mg/kg. 

(B) El análisis densitométrico de la expresión de GluR1 en el hipocampo de ratas lactantes y diestro 

indica una mayor expresión de esta subunidad en el hipocampo de ratas en lactancia, principalmente 

en las regiones CA1 y GD  en comparación con las ratas en diestro 1, así mismo se observa una menor 

expresión de la subunidad en la región CA3 en ambas condiciones. La expresión de GluR1 en el 

hipocampo de animales en lactancia muestra una disminución después del tratamiento con kainato en 

comparación con los niveles de expresión en condiciones basales y tratamiento con vehículo. En el 

hipocampo de animales vírgenes, el tratamiento con kainato modifica el patrón de expresión, 

aumentándola en las regiones CA1 y en el GD. +Diestro-1 vs lactantes ; *vehículo vs kainato (p<0.05). 
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Las diferencias en los niveles de la proteína GluR1, detectados por western blot, fueron 

corroborados mediante el uso de inmunofluorescencia, asimismo esta técnica fue empleada 

para detectar el patrón de expresión de la subunidad a nivel subcelular. En general se observa 

a la subunidad GluR1 de los receptores AMPA, localizada en la membrana de las neuronas 

piramidales de las regiones CA1 y CA3 y en neuronas granulares e hilares en el giro dentado 

del hipocampo de animales en diestro 1 y animales en lactancia, los tratamientos no afectan la 

localización subcelular de la subunidad GluR1 (fig. 2).  

 

La cuantificación de la intensidad del inmunomarcaje, corroboró los datos obtenidos por 

western blot, ya que se detectó una mayor intensidad de fluorescencia en los hipocampos de 

animales lactantes en comparación con la detectada en animales vírgenes. Los datos obtenidos 

de tejidos de animales que recibieron tratamiento con kainato muestran una disminución 

significativa de la expresión de GluR1 en las tres áreas del hipocampo de ratas lactantes, 

mientras que para animales vírgenes los niveles de expresión de la proteína tienden al 

incremento, particularmente en las regiones CA1 y el GD (fig. 5A).  

 

La expresión de la subunidad, GluR2 que confiere impermebilidad a calcio en los receptores 

AMPA, fue medida mediante western blot e inmunofluorescencia, de igual modo, se detecto 

su localización subcelular mediante esta técnica. Los niveles de expresión relativa observados 

por western blot para esta subunidad, en hipocampo de ratas lactantes y diestro-1, 24 horas 

después del tratamiento con vehículo o kainato presentan diferencias importantes. Los 

animales vírgenes tratados con vehículo muestran una mayor expresión de GluR2 en la región 

CA3 cuando la proteína es detectada por medio de western blot, estos niveles de expresión 

son significativamente mayores con respecto a las áreas del CA1 y el GD del hipocampo de 

animales vírgenes así como con respecto a la expresión detectada en la misma área en 

animales lactantes. El cambio más importante se observa 24 h después del tratamiento con el 

cual parece inducir una  drástica regulación negativa de la subunidad GluR2 en las tres áreas 

del hipocampo de las ratas en lactancia. En el hipocampo de ratas vírgenes solo se observan 

una disminución significativa de la expresión de GluR2 en el área CA3 después del 

tratamiento con kainato, no así en la región del CA1 ni en el GD (fig. 3). 
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Figura 2. La subunidad GluR1 no cambia su localización con la administración de kainato. A. 

Mediante inmunofluorescencia la subunidad GluR1 fue visualizada en tejidos de hipocampo de ratas 

en diestro y lactancia. Se muestran las regiones hipocampales CA1, CA3 y el GD de ratas en diestro 1 

y lactancia 24h después de la administración sistémica de vehículo o kainato. La subunidad GluR1 se 

localiza principalmente en la membrana de neuronas piramidales, granulares e hilares, los tratamientos 

no modifican su localización. En la esquina superior izquierda de las microfotografías 

correspondientes a CA1, se muestra un acercamiento de las células piramidales. Escala=100 µm. 

 

 



 37

 

 

 

Figura 3. La expresión de GluR2 disminuye en el hipocampo después del tratamiento con 

kainato. (A) Western blot representativo de cinco experimentos independientes. El análisis 

densitométrico de la expresión de GluR2 en el hipocampo de ratas lactantes y diestro indica mayores 

niveles de expresión similares en condiciones basales que se mantienen con el tratamiento con 

vehículo. (B) El tratamiento con kainato disminuye significativamente los niveles de expresión de 

GluR2 en las regiones CA3 y el GD, así como en las tres regiones del hipocampo de ratas en lactancia. 

*Vehículo vs kainato (p<0.05). 
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Figura 4. El kainato no modifica la localización subcelular de la subunidad GluR2. Mediante 

inmunofluorescencia la subunidad GluR2 fue visualizada en tejidos de hipocampo de ratas en diestro y 

lactancia. Se muestran las regiones hipocampales CA1, CA3 y el GD de ratas en diestro 1 y lactancia 

después de la administración sistémica de vehículo o kainato. La subunidad GluR2 se localiza 

principalmente en la membrana de neuronas piramidales, granulares e hilares, los tratamientos no 

modifican su localización. En la esquina superior izquierda de las microfotografías correspondientes a 

CA1, se muestra un acercamiento de las células piramidales. Escala=100 µm. 
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La localización subcelular de la subunidad GluR2 detectada por inmunofluorescencia es 

principalmente membranal y se observa en las células de los estratos neuronales principales 

del hipocampo, es decir en neuronas piramidales de las regiones CA1 y CA3  y en las 

neuronas granulares e hilares de la región del giro dentado. La ubicación membranal de la 

subunidad GluR2 no varía en los tejidos de animales en diestro 1 con los tratamientos con 

vehículo o kainato (fig. 4).  

 

En cuanto a la inmunolocalización de la subunidad GluR2 en tejidos de animales durante la 

lactancia, se aprecia su presencia en la membrana, misma que se ve drásticamente disminuida 

después de 24 h de haberse administrado kainato vía sistémica (figura 4). La cuantificación 

del inmunomarcaje corrobora la disminución en la expresión de GluR2 en el hipocampo de 

animales lactantes tratados con kainato en comparación con la expresión de la proteína en el 

hipocampo de animales lactantes tratados con vehículo y animales vírgenes administrados con 

vehículo o kainato (fig. 5B). 
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Figura 5. Análisis de la expresión de GluR1 y GluR2 por inmunofluorescencia. A. Análisis 

cuantitativo de la expresión de GluR1 en las diferentes áreas del hipocampo de animales vírgenes y 

lactantes después del tratamiento con kainato. En el hipocampo de animales vírgenes hay un 

incremento significativo en las regiones CA1 y el GD, mientras que en el hipocampo de animales 

lactantes el tratamiento con kainato reduce la expresión de esta subunidad en CA1, CA3 y el GD. 

Análisis cuantitativo de la expresión de GluR2 en las diferentes regiones del hipocampo de animales 

vírgenes y lactantes después del tratamiento con kainato. En animales lactantes tratados con kainato se 

observa una reducción significativa de la expresión de la proteína en las tres regiones hipocampales, 

CA1, CA3 y el GD en comparación con la registrada en animales no tratados. *Vehículo vs kainato, 

(p<0.05). 

* 
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6.2 Análisis de la expresión de receptores de estrógenos 

 

6.2.1 Receptor de estrógenos alfa 

 

El nivel de expresión de ER-α en extractos totales de proteína de las regiones CA1, CA3 y 

GD del hipocampo dorsal, fue analizado mediante la técnica de western blot (fig. 6A). Los 

resultados mostraron que durante los animales vírgenes presentan una mayor expresión de 

este receptor en el área CA1 del hipocampo, en comparación con la observada las regiones 

CA3 y el GD. Veinticuatro horas después del tratamiento con kainato, la expresión del ER-α 

no presentó modificaciones significativas (fig. 6B). 

 

Los animales lactantes muestran una expresión del ER-α similar a la detectada en las áreas 

CA3 y el GD del hipocampo de ratas en metaestro, mientras que la región CA1 presenta una 

menor expresión de este receptor (fig. 6A). El tratamiento kainato no afecta de manera 

significativa la expresión de este receptor (fig. 6B). 

 

Para evaluar la distribución del receptor de estrógenos alfa en el hipocampo, se realizó una 

inmunohistoquímica. El ER-α fue detectado en el núcleo de neuronas piramidales de las 

regiones CA1 y CA3 y en las neuronas granulares y del hilus en el GD, del hipocampo de 

animales vírgenes y de animales durante la lactancia (fig. 7 a-d; i-l) administrados con 

vehículo.  

 

En los animales vírgenes también se observó inmunoreactividad para ER-α en las 

proyecciones axonales de neuronas hilares y piramidales (fig. 7a-d). El tratamiento con 

kainato restringe la localización del ER-α al núcleo de la célula (fig. 7e-h). En el hipocampo 

de animales lactantes tratados con kainato vía sistémica, el patrón de expresión de ER-α es 

preferentemente nuclear (fig. 7 m-p). 
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Figura 6. Expresión del ER-αααα en el hipocampo. A) La expresión del ER-α fue medida por Western 

blot, en las regiones CA1, CA3 y el GD del hipocampo, en ratas vírgenes y lactantes 24 h después de 

la administración sistémica de vehículo o kainato. Se muestra un blot representativo de cinco 

experimentos independientes. B) Análisis densitométrico del Western blot. Los datos representan la 

media ± SD de cinco animales diferentes por tratamiento. No se encontraron diferencias significativas 

en la expresión de ER-α después del tratamiento con kainato en animales vírgenes ni en animales 

lactantes.  
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Figura 7. Localización celular de ER-αααα. La proteína ER-β fue detectada in situ mediante 

inmunohistoquímica en el hipocampo dorsal de ratas vírgenes (a–h) y lactantes (i–p),  después de la 

administración de vehículo (a-d; i-l) o kainato (e-h; m-p), en células piramidales de los estratos CA1 

(a, e, i y m) y CA3 (b,f, j y n) y células granulares del GD (c, g, k y o) y en la región del hilus (d, h, l y 

p). ER-α se encuentra preferencialmente localizado en el núcleo de las neuronas y el tratamiento con 

kainato no afectó su distribución a nivel celular. Escala = 100 µm. 
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6.2.2 Receptor de estrógenos beta 

 

La expresión del receptor de estrógenos beta fue evaluada, en proteína total de extractos de 

las diferentes regiones del hipocampo dorsal de animales en el ciclo estral y lactancia, 

mediante la técnica de western blot (fig. 8A).  Los animales vírgenes mostraron bajos niveles 

de expresión del ER-β en la región hipocampal CA1, CA3 y el GD. El tratamiento sistémico 

con ácido kaínico durante el diestro-1 indujo una disminución en la expresión de ER-β, 

visible 24 horas después de su administración en la región CA1, mientras que el área del GD 

mostró un incremento en la expresión de este receptor (fig. 8B). En animales lactantes la 

proteína del receptor de estrógenos beta en el hipocampo mostró niveles similares en las 

regiones CA1, CA3 y el GD a los registrados durante el metaestro. El tratamiento con kainato 

incremento de manera significativa los niveles de ER-β en las áreas CA1 y CA3 del 

hipocampo, no así en el GD (fig. 8B). 

 

La localización del receptor de estrógenos beta, en el hipocampo dorsal de animales vírgenes 

y lactantes, fue visualizada mediante inmunohistoquímica. El hipocampo de ratas vírgenes, 

mostró una marcada localización perinuclear de la proteína ER-β en las células del estrato 

piramidal de las regiones CA1 y CA3. Adicionalmente se observó inmunoreactividad 

positiva en estratos de interneuronas. En el área del giro dentado, la expresión de ER-β 

mostró localización perinuclear tanto en neuronas del hilus como en neuronas granulares (fig. 

8 a-d). El tratamiento con kainato no afectó la distribución del ER-β (fig. 8e-h). 

 

El hipocampo de ratas lactantes presenta una distribución perinuclear en neuronas 

piramidales y granulares e hilares de las regiones CA1 y CA3 y el giro dentado 

respectivamente (fig. 9i-l; 10A). La inmunoreactividad fue positiva en las proyecciones 

axonales de los estratos principales del hipocampo y en estratos de interneuronas. La 

administración de kainato cambia drásticamente la distribución de ER-β en las regiones 

hipocampales (10 A). Cerca del 30% de las neuronas del estrato principal de las diferentes 

regiones hipocampales, mostró localización citoplasmática de ER-β antes del tratamiento con 

kainato (10 B). Después de 24 hrs de la administración sistémica de ácido kaínico se observó 

una redistribución celular del ER-β en los principales estratos neuronales del hipocampo, en 
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un patrón nuclear y citoplasmático en cerca del 75% de las neuronas piramidales, granulares 

e hilares (fig. 9m-p; 10). 

                                                                                                                                                                                                                                                       

 
Figura 8. Expresión del ER-ββββ en el hipocampo. A) La expresión del ER-β fue analizada mediante 

Western blot en las regiones en las regiones CA1, CA3 y el GD del hipocampo, en ratas vírgenes y 

lactantes 24 h después de la administración sistémica de vehículo o kainato. Se muestra un blot 

representativo de cinco experimentos independientes. B) Análisis densitométrico del Western blot. 

Los datos representan la media ± SD de cinco animales por tratamiento. En el hipocampo de animales 

vírgenes, después del tratamiento con kainato, la expresión de ER-β disminuyó significativamente en 

la región CA1 e incrementó en la región del GD. En animales lactantes el mismo tratamiento aumentó 

la expresión de ER-β en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo. Vehículo vs  kainato *p < 0.05. 
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Figura 9. Localización subcelular de ER-ββββ en el hipocampo. La proteína ER-β fue detectada in situ 

mediante inmunohistoquímica en el hipocampo dorsal de ratas vírgenes (a–h) y lactantes (i–p),  

después de la administración de vehículo (a-d; i-l) o kainato (e-h; m-p), en células piramidales de los 

estratos CA1 (a, e, i y m) y CA3 (b,f, j y n) y células granulares del GD (c, g, k y o) y la región del 

hilus (d, h, l y p). El ER-β mostró un patrón de distribución perinuclear en ratas vírgenes, mientras 

que en ratas lactantes, la inmunoreactividad de ER-β fue detectada en la región perinuclear y en las 

proyecciones axonales de neuronas piramidales y granulares. Así mismo, ER-β se localizó en estratos 

interneuronales. El patrón de localización de ER-β en ratas vírgenes no se afectó con la 

administración de kainato. En el hipocampo de las ratas lactantes, se observó una relocalización de 

ER-β, de un patrón perinuclear, a su expresión tanto en citoplasma como en núcleo, después de la 

administración de kainato. Escala =100 µm. 
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Figura 10. Relocalización celular del ER-ββββ neuronas hipocampales. A) El hipocampo de ratas en 

metaestro mostraron una localización de ER-β, preferencialmente citoplasmática en las principales 

regiones hipocampales (a, b), y el tratamiento con kainato no afectó la distribución de la proteína (e, 

f). El hipocampo de las ratas lactantes mostró una distribución citoplasmática en el soma de neuronas 

piramidales, granulares e hilares de  las regiones CA1, CA3 y el GD (c, d). De manera interesante, la 

detección de ER-β en el núcleo de las neuronas hipocampales incrementó 24 h después de la 

administración de ácido kaínico (g, h). B) Porcentaje de neuronas positivas a inmunoreactividad para 

ER-β en CA1, CA3 y el GD de ratas en diestro-1 (D) y ratas lactates (L) administradas con vehículo 

(V) o kainato (KA). Tratamiento con vehículo (V) vs. Tratamiento con kainato *p < 0.001. Las 

cabezas de flecha indican células con tinción citoplasmática; las flechas indican tinción nuclear 
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6.3 Efecto de Oxitocina y Vasopresina  

 

La expresión de los receptores para vasopresina (AVPR1a y AVPR1b) y para 

oxitocina (OXTR), fue evaluada en cultivos de neuronas de hipocampo y neuronas de 

corteza a los DIV 8, 10 y 12 mediante RT-PCR y western blot. La presencia de 

mRNA para los tres receptores, así como la expresión de la proteína fue confirmada 

en los DIV 8, 10 y 12 (fig.11).  El mRNA para el receptor AVPR1a mostró mayores 

niveles en cultivos de neuronas hipocampales en los DIV 8, 10 y 12, mientras que el 

mRNA para OXTR presenta un incremento en los DIV 10 y 12 tanto en neuronas 

hipocampales como corticales. El mRNA para AVPR1b mantiene una expresión 

estable durante los DIV 8, 10 y 12 (fig. 11A).  

 

Mediante western blot se detectó la expresión de las proteínas correspondientes a 

AVPR1a, AVPR1b y OXTR en los DIV 8, 10 y 12. En cultivos de neuronas corticales 

e hipocampales, AVPR1a muestra una expresión constante durante los tiempos 

muestreados, asimismo, se detectaron niveles constantes de la proteína OXTR durante 

los DIV 8, 10 y 12. Por el contrario, AVPR1b  mantiene una mayor expresión en los 

DIV 8, 10 y 12 en cultivos de neuronas hipocampales en comparación con los niveles 

de expresión detectados en cultivos de neuronas corticales durante los mismos días 

(fig. 11B). 

 

La localización subcelular de los receptores a vasopresina y oxitocina fue analizada 

por inmunofluorescencia en cultivos de neuronas hipocampales y corticales en los 

DIV 8, 10 y 12 (figs. 12 y 13). En neuronas corticales el AVPR1a se localiza en el 

soma y proyecciones neuronales  al DIV 8, esta misma expresión se mantiene hasta el 

DIV 12.  

 

La proteína correspondiente al AVPR1b se expresa principalemte en las proyecciones 

neuronales, aunque su expresión es también visible en el soma de algunas neuronas, la 

localización de esta proteína no varía desde el DIV 8 hasta el DIV 12. El receptor a 

oxitocina se presenta en un patrón principalmente perinuclear-somático, su expresión 

también es visible en las proyecciones neuronales (fig. 12). 
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Figura 11. Localización de AVPRs y OXTR en cultivos de neuronas corticales. La expresión de 

AVPR1a y AVPR1b fue analizada en cultivos primarios de neuronas corticales mediante 

inmunoflueorescencia.  La presencia de AVPR1a se observa principalmente en el soma y en las 

proyecciones neuronales. AVPR1b se localiza preferencialmente en las proyecciones neuronales, 

axones y dendritas. OXTR muestra un patrón citoplasmático con mayor inmunomarcaje en la zona 

perinuclear. D 8-12 (días 8-12); en azul tinción de núcleos con Hoeschst ; en rojo inmunomarcaje para 

AVPR 1a y 1b y OXTR. Escala = 100µm. 
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Figura 12. Localización de AVPRs y OXTR en cultivos de neuronas hipocampales. La expresión 

de AVPR1a y AVPR1b fue analizada en cultivos primarios de neuronas hipocampales mediante 

inmunoflueorescencia.  La presencia de AVPR1a se observa principalmente en el soma y en las 

proyecciones neuronales. AVPR1b se localiza preferencialmente en las proyecciones neuronales, 

axones y dendritas del DIV 8 al DIV 10, su localización se resgtringe al núcleo celular hacia el DIV 12. 

OXTR muestra un patrón citoplasmático con mayor inmunomarcaje en la zona perinuclear. D 8-12 

(días 8-12); en azul tinción de núcleos con Hoeschst ; en rojo inmunomarcaje para AVPR 1a y 1b y 

OXTR. Escala = 100µm. 
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En neuronas hipocampales, la expresión de AVPR1a se observa de manera muy intensa en el 

soma y núcleo de las células, las proyecciones neuronales, axones y dendritas, también 

presentan inmuno-marcaje, mismo que se mantiene del DVI 8 al 12 (fig 13).  La proteína 

AVPR1b, en neurona de hipocampo, durante los DIV 8 y 10 se localiza principalmente en las 

proyecciones celulares, su expresión también se advierte en los núcleos de las neuronas, de 

manera interesante, hacia el DIV 12, la localización de esta proteína se restringe al núcleo 

celular.  La expresión del OXTR se observó tanto en el soma como en las proyecciones de las 

neuronas hipocampales, su localización se mantuvo sin cambios aparentes del DIV 8 al DIV 

12 (fig. 13). 

 

En cultivos neuronales corticales e hipocampales (DIV 11) se indujo daño celular mediante la 

aplicación de glutamato o ácido kaínico durante 24 h. Los cultivos neuronales de hipocampo 

y corteza  fueron tratados con los nonapéptidos, arginina vasopresina (25, 50, 100, 250, 500 y 

1000 nM)  y oxitocina (15, 30, 50, 100, 150, 300, 500 y 1000 nM) mediante la aplicación 

directa de las hormonas 24 h (tratamiento crónico) y 2 h (tratamiento agudo) antes de la 

administración de glutamato o kainato. La viabilidad celular fue evaluada por ensayo de MTT 

[3-(4,5-dimetil-tiazol-2-yl)-2,5-difenil bromuro de tetrazolium]. El tratamiento con AVP, 

tanto agudo como crónico, no mostró efectos sobre la viabilidad celular. Las concentraciones 

de AVP utilizadas en el tratamiento de los cultivos primarios de neuronas corticales no afectó 

la muerte celular producida por el tratamiento crónico con glutamato o kainato (fig .14A). En 

el caso de los tratamientos con AVP de cultivos primarios de neuronas hipocampales, se 

observó una disminución significativa de la muerte celular cuando la hormona es 

administrada en dosis menores a 100nM tanto 2h como 24h antes de la aplicación de 

glutamato (fig. 14B). Asimismo, se observó una disminución significativa de la muerte 

celular inducida por kainato en los tratamientos crónicos con AVP, efecto no observable 

cuando el pretratamiento es agudo (fig 14B). 

 

Cultivos primarios de neuronas hipocampales y corticales fueron tratados con OXT en forma 

crónica y aguda, previo a la inducción de muerte celular por glutamato o kainato. El 

tratamiento crónico con OXT concentraciones menores a 100nM en neuronas corticales 
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reduce la muerte celular inducida por glutamato en alrededor de  un 10-20%, efecto no 

observado con un tratamiento agudo con la hormona (fig. 15A).  

En cultivos de neuronas hipocampales, el pre-tratamiento agudo con OXT presenta un 

marcado efecto en la diminución de la muerte neuronal inducida por glutamato, este efecto es 

mayor cuando se utilizan dosis menores a 100nM de OXT (fig. 15B). Los tratamientos 

crónicos con OXT en cultivos de neuronas hipocampales no mostraron un efecto significativo 

en la disminución de la muerte celular inducida por glutamato o kainato (fig. 15B) 

 



 54

 

 

 
Figura 14. La AVP incrementa la viabilidad de neuronas hipocampales. (A) Cultivos de neuronas 

corticales e hipocampales fueron tratados con AVP de manera previa a la aplicación de excitotóxicos. 

El tratamiento crónico se dio 24 h (D 11) antes de la aplicación de glutamato o kainato mientras que 

en el tratamiento agudo la aplicación de AVP fue 2 h (D12) antes de la inducción de daño celular. Los 

ensayos de viabilidad por MTT se llevaron a cabo 24 h después de la aplicación de excitotóxicos (D 

13). (B) Los pretratamientos agudo (2 h) y crónico (24 h) de AVP no afectaron la muerte celular 

inducida por excitotóxicos en cultivos de neuronas corticales. (C) En cultivos de neuronas 

hipocampales los pretratamientos con AVP crónico y agudo con dosis menores a 100nM disminuyen 

la muerte celular de manera significativa. D 11-13 (día 11-13); *pretratados vs no tratados (positivo) ; 

p<0.05 
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Figura 15. La OXT disminuye la muerte neuronal. (A) Cultivos de neuronas corticales e 

hipocampales fueron tratados con AVP de manera previa a la aplicación de excitotóxicos. El 

tratamiento crónico se dio 24 h (D 11) antes de la aplicación de glutamato o kainato mientras que en el 

tratamiento agudo la aplicación de AVP fue 2 h (D12) antes de la inducción de daño celular. Los 

ensayos de viabilidad por MTT se llevaron a cabo 24 h después de la aplicación de excitotóxicos (D 

13). (B) Los pretratamientos con OXT en cultivos de neuronas corticales 2h antes de la inducción de 

muerte celular por glutamato no disminuyen la muerte celular. Por el contrario, los tratamientos 

crónicos No se observó disminución de la muerte neuronal inducida por kainato con pretratamientos 

agudos de OXT o tratamientos crónicos reducen la muerte neuronal por excitotoxicidad. (C) En 

cultivos de neuronas hipocampales los pretratamientos agudos con OXT impactan de manera 

significativa en la disminución de la muerte neuronal inducida por glutamato, efecto que no se observó 

en tratamientos crónicos. D 11-13 (día 11-13); *pretratados vs no tratados (positivo) ; p<0.05 
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7. Discusión 

 

La muerte celular, en sistema nervioso central, por activación excesiva de receptores de 

glutamato ha sido denominada excitotoxicidad. Este tipo de daño está asociado con un 

incremento en las concentraciones de calcio intracelular libre, fenómeno que produce la 

activación anormal de diferentes proteasas, fosfolipasas, endonucleasas y proteínas con 

actividad de cinasas y fosfatasas que llevan a la muerte neuronal (Martin et al., 1998; Wojda 

et al., 2008) .  

 

Una de las estructuras de SNC que presenta mayor vulnerabilidad a daño por excitotoxicidad 

es el sistema límbico, particularmente el hipocampo, lo anterior debido a la abundancia de 

receptores de glutamato de carácter ionotrópico. En un estudio previo, demostramos que 

durante la lactancia, en ratas adultas, existe un efecto neuroprotector ante la excitotoxicidad 

inducida por la administración sistémica de kainato, por lo que en éste trabajo exploramos 

algunos cambios en la región hipocampal que pudieran estar relacionados a la 

neuroprotección mencionada (Vanoye-Carlo et al., 2008).  

 

 

7.2 Receptores AMPA 

 

Los receptores AMPA y los receptores de kainato son en especial abundantes en la región 

hipocampal. Los primeros se encuentran presentes en alrededor del 60% de las sinapsis y 

juegan un papel importante en el establecimiento de potenciación a largo plazo (LTP). 

Asimismo se conoce que su activación es fundamental en procesos neurodegenerativos 

iniciados por isquemia y una serie de condiciones patológicas entre las que sobresalen la 

epilepsia y el Alzheimer (Sprengel and Seeburg, 1993; Martin et al., 1998; Weiss and Sensi, 

2000). 

 

En este trabajo, estudiamos los cambios en la expresión de los receptores AMPA, en el 

hipocampo de ratas vírgenes y ratas durante la lactancia, 24 h después de ser tratadas vía 

sistémica con kainato. De manera particular se estudiaron los cambios en la expresión de las 
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subunidades GluR1 y GluR2, mismas que se presentan en alrededor de un 80% del total de 

receptores AMPA presentes en el hipocampo. Lo anterior con el objetivo de  investigar si 

existía una regulación diferencial en las condiciones ya mencionadas y su probable 

participación con el efecto neuroprotector en hipocampo, observado durante la etapa de 

lactancia. 

 

Utilizando la técnica de Western blot, se encontró que la subunidad GluR1 disminuye su 

expresión en las regiones CA1, CA3 y el GD del hipocampos, 24 h después de la 

administración sistémica de kainato en ratas durante el día 19 de la lactancia. Por el contrario, 

en el hipocampo de ratas vírgenes, la administración sistémica de kainato durante la etapa de 

diestro 1, incrementó la expresión de la subunidad GluR1 a las 24 h, este incremento se 

observó en las regiones CA1 y en el GD, mientras que la región CA3 no presentó cambios 

significativos.  

 

La caracterización de la subunidad GluR1 de los receptores AMPA, a nivel molecular y 

fisiológico, señala que esta subunidad permite una alta permeabilidad de los receptores a los 

iones de calcio y zinc, mismos que han sido relacionados a daño mitocondrial y propuestos 

como la principal vía de daño celular por excitotoxicidad.  

 

Estudios de la expresión de las subunidades que conforman los receptores  AMPA, utilizando 

tanto modelos in vitro como modelos in vivo, demuestran que la sobreexpresión de esta 

subunidad incrementa el daño celular inducido por excitotoxicidad, asimismo se ha reportado 

que posterior a un insulto neuronal se da una regulación a la alta en la expresión de GluR1, 

cambio que favorece la muerte neuronal.  

 

En un estudio previo, demostramos que las ratas vírgenes administradas con kainato, 

presentan un mayor grado de daño neuronal en los principales estratos neuronales de las 

regiones CA1 y el GD en comparación con el grado de daño observable, bajo el mismo 

tratamiento, en el hipocampo de animales lactantes.  

 



 58

El incremento en la expresión de GluR1 en las regiones CA1 y el GD en animales vírgenes, 

24 h después de la administración sistémica de kainato, podría estar relacionado a la mayor 

susceptibilidad a daño celular por excitotoxicidad en dichas áreas. De la misma forma, la 

reducción de la expresión de GluR1 en las regiones CA1 y el GD del hipocampo de animales 

lactantes después del tratamiento con kainato correlaciona con un menor daño observable en 

estas mismas regiones. Cabe mencionar que el aumento en la expresión de GluR1 en el CA1 y 

el GD, detectado por medio de Western blot, no se refleja de manera significativa en los datos 

de expresión de la subunidad analizada por inmunofluorescencia, lo cual posiblemente se 

deba a que la inmunofluorescencia es un ensayo menos sensible para cuantificación de 

proteína. 

 

La caracterización de la subunidad GluR2 de los receptores AMPA, ha permitido demostrar 

que la presencia de esta subunidad en el arreglo tetramérico de estos receptores ionotrópicos, 

reduce la permeabilidad de calcio y zinc. Aunque la subunidad GluR2 se encuentra presente 

en aproximadamente 80% de los receptores AMPA presentes en el hipocampo, se conoce que 

estímulos dañinos pueden afectar la expresión de GluR2 de manera negativa. Además, ha sido 

reportado que este mismo tipo de estímulos inhibe la edición del sitio Q/R en esta subunidad, 

fenómeno que revierte la impermeabilidad a calcio y zinc en esta subunidad. La 

sobreexpresión de GluR2 ha sido relacionada a la protección neuronal ante daño excitotóxico 

en la región CA1 del hipocampo, mientras que una reducción en su expresión se ha asociado 

con un incremento en la susceptibilidad a daño celular (Liu et al., 2006; Sprengel, 2006).  

 

En este trabajo se demostró que la expresión de GluR2 es semejante en las tres áreas 

hipocampales en animales vírgenes en comparación con animales lactantes y que el 

tratamiento con kainato reduce la expresión de GluR2 tanto en el hipocampo de animales 

vírgenes como de animales lactantes. Sin embargo, esta reducción de la expresión de GluR2 

es mucho mayor en animales lactantes en comparación con lo encontrado en animales 

vírgenes.  

 

Los resultados descritos podrían parecer contradictorios, pues se esperaría que los animales 

lactantes presenten un menor daño neuronal en el hipocampo después del tratamiento con 
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kainato por una disminución de la expresión de la subunidad GluR1 y un incremento en la 

subunidad que confiere impermeabilidad a calcio, es decir, GluR2. Sin embargo debe 

considerarse que los mecanismos de inserción y remoción de los receptores AMPA se 

encuentran estrechamente relacionado con la fosforilación de ambas subunidad.  

Para la subunidad GluR1 se ha reportado que  la fosforilación de la Ser 818 incrementa la 

presencia de receptores AMPA en sitios sinápticos, mientras que una fosforilación de la Ser 

845 de GluR1 favorece su remoción. En el caso de la subunidad GluR2, la fosforilación de la 

Tyr  876 permite la internalización de los receptores AMPA y la fosforilación de la Ser 880 

ha sido relacionada a la reinserción de estos receptores. Una vez que los receptores AMPA 

han sido internalizados pueden ser reciclados o bien degradados vía lisosomal (Ashby et al., 

2004; Palmer et al., 2004; Terashima et al., 2004; Noh et al., 2005) . 

 

Los resultados reportados en este trabajo sugieren cambios importantes en la presencia de 

receptores AMPA en el hipocampo de ratas vírgenes y ratas lactantes después de 24h de la 

administración sistémica de kainato, cambios que podrían estar relacionados a una dinámica 

diferencial de la inserción y remoción de receptores AMPA en respuesta al excitotóxico. En el 

caso de los datos encontrados en animales vírgenes, el incremento de la expresión de la 

subunidad GluR1 y la disminución de la subunidad GluR2 pudieran estar asociados a un 

recambio de las subunidades que conforman los receptores AMPA que favorezca el 

incremento de calcio intracelular y por tanto se relacione a una mayor vulnerabilidad 

neuronal, principalmente en las áreas CA1 y el GD.  

 

Por el contrario, la disminución de la subunidad GluR1 observada en las regiones CA1 y el 

GD del hipocampo de animales lactantes tratados con kainato, aunado a la drástica 

disminución en la expresión de la subunidad GluR2, pudiera estar asociada con la 

internalización de los receptores y su posterior degradación vía lisosomal, fenómeno que 

inhibiría la respuesta del sistema hipocampal a la administración del agonista de glutamato y 

permitiría un menor  daño y muerte celular asociados a excitotoxicidad.  

 

El estudio del mecanismo por el cual la administración de kainato reduce la expresión de 

GluR1 y GluR2 en el hipocampo de animales lactantes, requiere del análisis del fenómeno a 



 60

tiempos menores de 24 h y del uso de otro tipo de estrategias. En éste caso podrían utilizarse 

inhibidores de la vía lisosomal para evitar su degradación y determinar si existen cambios en 

la localización subcelular de la proteína después de la administración de kainato, asimismo el 

problema podría ser abordado mediante el análisis de los cambios en los niveles de mRNA de 

ambas subunidades. En el caso de la subunidad GluR2 puede resultar interesante estudiar los 

cambios en la edición del sitio Q/R que pudieran derivar de la administración sistémica de 

kainato tanto en animales lactantes como vírgenes a través de técnicas electrofisiológicas o 

bien de la detección del mRNA editado por RT-PCR. 

 

 

7.2 Receptores de Estrógenos 

 

Diversos estudios han demostrado una estrecha relación entre los receptores de estrógenos y 

el comportamiento en mamíferos. Se ha reportado que estrógenos son reguladores importantes 

del temperamento en humanos y primates no humanos de manera dependiente de la edad y el 

estado reproductivo del sujeto (Lund et al., 2005).  

 

La influencia de estas hormonas se ha atribuido a la activación de sus receptores, ER-α y ER-

β. En SNC se conoce que la expresión de los ERs es abundante, de manera particular, el 

hipocampo presenta la expresión de ambos tipos de receptores tanto en sitios presinápticos 

como postsinápticos, siendo predominante el ER-β especialmente en las regiones CA1 y CA3 

y en estratos de interneuronas. La presencia de ER-α en el hipocampo  ha sido ampliamente 

estudiada y asociada a mecanismos neuroprotectores en diferentes condiciones de daño 

neuronal como son isquemia, excitotoxicidad y Alzheimer (Mehra et al., 2005; Jelks et al., 

2007; Liu et al., 2008).  

 

Más recientemente, estudios como los reportados por Cimarosti y Zhang han permitido 

establecer la contribución del  ER-β en la neuroprotección mediada por estrógenos. Así 

mismo, se conoce que los ERs juegan un papel importante en procesos de plasticidad 

sináptica. En hipocampo ha sido reportada su participación en la facilitación de LTP en la vía 

CA1-CA3 y el incremento en la densidad de espinas dendríticas y sinaptogénesis (Zhang et 
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al., 2004; Cimarosti et al., 2006; Jelks et al., 2007; Zhang et al., 2007).  

 

En el cerebro materno el estradiol modifica el tamaño y forma de las neuronas, así como los 

potenciales de membrana y la actividad eléctrica en diversos núcleos talámicos, mientras que 

en hipocampo se le ha asociado con la formación de espinas dendríticas principalmente en la 

región CA1, el incremento en la expresión de BDNF y la disminución de la reacción astroglial 

y de procesos apoptóticos, a través de la activación de sus receptores. En este trabajo, 

estudiamos los cambios en la expresión de el ER-α y ER-β en las diferentes regiones de 

hipocampo en respuesta al tratamiento sistémico con kainato tanto en tejido de ratas vírgenes 

como de animales durante la etapa de lactancia. 

 

Los resultados obtenidos señalan que el receptor de estrógenos beta incrementa 

significativamente su expresión en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo, 24 h después del 

tratamiento con kainato, en ratas lactantes, no así en la región del GD en comparación con 

animales vírgenes. Por el contrario, la expresión del receptor de estrógenos alfa no presenta 

cambios en su expresión. Adicionalmente, se encontró que el receptor de estrógenos beta 

presenta una relocalización en las neuronas hipocampales, tanto piramidales como granulares, 

después del tratamiento con kainato en animales lactantes, este cambio de localización va de 

un patrón claramente perinuclear a una inmunodetección aparentemente citoplasmática y 

nuclear. 

 

El incremento en la expresión de ER-β en las áreas CA1 y CA3 del hipocampo de animales 

lactantes tratados con kainato concuerda reportes previos que sustentan un papel importante 

de este receptor en el hipocampo. El receptor de estrógenos alfa como el receptor de 

estrógenos beta, están involucrados en la activación de mecanismos celulares inducidos por 

estrógenos en neuronas. Sin embargo, ha sido demostrado que la activación de cada receptor 

induce respuestas diferentes: Zhao y Brinton, recientemente reportaron que en neuronas 

hipocampales la neuroprotección por estrógenos, ante daño celular por glutamato, es 

dependiente de la fosforilación de ERK a través de la activación preferencial de ER-β. Este 

hallazgo es consistente con observaciones en modelos in vivo, que sugieren un papel 

fundamental de ER-β en la regulación de neurogénesis y desarrollo del sistema nervioso 



 62

central, entre otros procesos de plasticidad neuronal (Irwin et al., 2008; Waters et al., 2009).  

 

En otros modelos de daño neuronal, como isquemia, se ha demostrado que los estrógenos son 

moléculas con efectos neuroprotectores. Cimarosti y colaboradores reportaron variaciones en 

la expresión de ER-α  y ER-β en cultivos organotípicos de hipocampo de rata tratados con 

estradiol y expuestos a deprivación de oxígeno y glucosa. En este estudio se observó que los 

niveles de ER-α diminuyeron significativamente después de la deprivación de oxígeno y 

glucosa tanto en condiciones control como con el tratamiento con estradiol, mientras que la 

expresión de ER-β aumentó significativamente en cultivos tratados con estradiol. Estos 

hallazgos sugieren fuertemente que la neuroprotección inducida por estrógenos en 

condiciones de isquemia involucra la regulación positiva de la expresión de ERβ, y por 

consecuencia, de los genes influenciados por éste receptor así como las activación de procesos 

celulares en los que participa.  

 

De manera similar, en este estudio encontramos que, mientras el ER-α presenta solo ligeros 

cambios en su expresión, después del tratamiento con kainato, en el hipocampo de animales 

vírgenes y lactantes, el ER-β presentó un incremento considerable en su expresión en las 

regiones CA1 y CA3 del hipocampo de ratas lactantes después de la exposición a kainato, 

indicando una importante participación de ésta proteína en el proceso de neuroprotección. 

 

Además de lo ya expuesto, otros estudios al respecto de neuroprotección por estrógenos en 

hipocampo utilizando isquemia cerebral en macacos adultos, muestran que la expresión de 

ER-α en neuronas piramidales de la región CA1 disminuye después de la exposición al 

estímulo dañino, mientras que la inmunoreactividad para ER-β incrementa notablemente en 

los estratos de interneuronas, radiado y molecular de la región CA1, además de que su 

expresión es detectada en microglia y astrocitos. Estos estudios sugieren que el ER-β es el 

principal receptor de estrógenos responsable de las acciones de estrógenos en el hipocampo 

de primates no humanos. 

 

Los resultados reportados en este estudio, indican que en el hipocampo de ratas lactantes 

administradas por vía sistémica con kainato, después de 24 h presentan cambios en la 
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expresión del ERβ, así como una relocalización celular de la proteína, de un patrón 

perinuclear a una inmunoreactividad visible en citoplasma y núcleo. Estos cambios pueden 

modular de manera importante la función neuronal y por tanto estar involucrados  en la 

neuroprotección observada durante la lactancia en esta región del cerebro. 

 

Por lo anterior resulta importante evaluar la participación de neuroesteroides en el fenómeno 

de protección durante la lactancia. En el caso de E2, entre los días 12 y 20 de la lactancia 

(L12-20) no se reportan cambios en su concentración en plasma y los niveles en circulación 

son similares a los que se presentan en animales vírgenes, sin embargo un análisis de los 

niveles de esta hormona a nivel de hipocampo resultaría útil en la compresión de los cambios 

de observados en la expresión de ERs. Asimismo, la P4 es un potente neuroesteroide cuya 

contribución en neuroprotección ha sido ampliamente reportada y en animales lactante los 

niveles en circulación de esta hormona se mantienen elevados hasta el día 16 de la lactancia 

por lo que sería importante explorar la participación de P4 en la neuroprotección durante la 

lactancia (Stoffel-Wagner, 2003; Singh, 2005; Vanoye-Carlo et al., 2008). 

 

 

7.3 Oxitocina y Vasopresina 

 

La oxitocina y vasopresina son hormonas peptídicas sintetizadas en neuronas magnocelulares 

de los núcleos talámicos supraóptico y paraventricular y liberadas a circulación desde la 

glándula pituitaria. Ha sido reportado que ambos péptidos tienen una importante participación 

en SNC, puesto que pueden actuar como neurotransmisores y neuromoduladores. Durante la 

lactancia en ratas, se da un incremento en los niveles circulantes de ambas hormonas, 

especialmente de OT, misma que alcanza niveles de 500 pg/ml en plasma durante la secreción 

de leche. En el cerebro, ha sido reportado que durante la lactancia, hay un incremento 

considerable en la expresión de oxitocina y vasopresina en el núcleo paraventricular, medido 

a través de mRNA, en comparación con el encontrado en animales vírgenes (Leng et al., 

2008; Neumann, 2008). 
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En este trabajo exploramos la participación de oxitocina y vasopresina en la neuroprotección 

neuronal a través de un modelo de daño excitotóxico in vitro. Se utilizando cultivos primarios 

de neuronas hipocampales y corticales, mismos que fueron tratados con oxitocina o 

vasopresina de manera aguda y crónica de manera previa a la inducción de muerte neuronal 

por excitotóxicos.  

 

En cultivos primarios de neuronas corticales los tratamientos con AVP u OT no tuvieron 

efecto sobre la viabilidad neuronal. En cultivos primarios de neuronas hipocampales se 

observó que la AVP redujo la muerte celular inducida por glutamato cuando el tratamiento 

fue agudo o crónico, mientras que la oxitocina favoreció la sobrevivencia neuronal de manera 

más drástica cuando el tratamiento fue aplicado de manera aguda.  

 

Los resultados obtenidos utilizando en un modelo in vitro de daño neuronal, sugieren que las 

hormonas peptídicas, oxitocina y vasopresina, favorecen la sobrevivencia de neuronas 

hipocampales ante la excitotoxicidad.  

 

Se ha propuesto que el sistema nervioso central durante la maternidad sufre importantes 

procesos de remodelación y plasticidad que permiten a la nueva madre atender las demadas de 

la progenie y asegurar la sobrevivencia tanto de sí misma como de las cría. Entre estos 

cambios se cuenta un cambio en el balance de los comportamientos de ansiedad y 

agresividad, así como la adquisición de conductas encaminadas al cuidado de las crías, 

fenómenos a los que se ha ligado la participación tanto de oxitocina como de vasopresina 

(Brett and Baxendale, 2001).  

 

La expresión de los receptores de vasopresina AVPR1a y AVPR1b ha sido reportada en 

diferentes áreas del sistema límbico, entre estas resalta su presencia en el hipocampo, área en 

la cual se ha reportado la influencia de vasopresina en procesos de memoria. En el cerebro 

materno, Treit y colaboradores estudiaron la participación de los receptores AVPR1a y 

AVPR1b en la regulación de ansiedad, encontrando una participación diferencial de ambos 

receptores a lo largo del hipocampo.  En esta misma área cerebral diversos estudios señalan 

un papel importante del receptor AVPR1a en la generación de edema después de un estímulo 
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dañino, asimismo se ha reportado este efecto en la corteza cerebral (Brinton et al., 1994a; 

Thibonnier et al., 1998a; Thibonnier et al., 1998b).  

 

A nivel de actividad neuronal, se conoce que AVPR1a media procesos de excitación neuronal 

en diversas áreas como son algunos núcleos talámicos, el septo lateral y medula espinal entre 

otros a través de la de liberación de Glu. Por el contrario, aunque de la función de AVPR1b 

no se conoce mucho, algunos reportes señalan posee efectos ansiolíticos. 

 

Nuestros resultados señalan una disminución de la muerte neuronal en cultivos de neuronas 

hipocampales tratadas con AVP previo a la exposición a excitotóxicos, no así en los cultivos 

de neuronas corticales. Este efecto pudiera estar relacionado a la activación de AVPR1b y sus 

propiedades ansiolíticas, pues de manera interesante se observó que éste receptor se expresa 

más en neuronas hipocampales en comparación con su expresión en neuronas corticales. 

Raggenbass y colaboradores han propuesto que la vasopresina es capaz de alterar las 

propiedades bioeléctricas de las neuronas de manera que facilita la excitabilidad o inhibición 

neuronal, es decir que la vasopresina más que neurotransmisor es un neuromodulador. Tal es 

el caso de las neuronas de los pares VII y XII del tallo cerebral y las motoneuronas espinales, 

en las que la vasopresina facilita la transmisión gabaérgica y glicinérgica a través del receptor 

AVPR1a. Otro posible escenario es la participación de AVP en la sobrevivencia neuronal a 

través de la activación del OXTR (Raggenbass, 2001, 2008) . 

 

En el cerebro materno se ha reportado que la oxitocina, a través de su receptor, participa en 

procesos de memoria y aprendizaje, Tomizawa y colaboradores estudiaron el papel de la 

oxitocina en potenciación a largo plazo y su relación con la expresión de pCREB y 

posiblemente en la expresión de BDNF. Asimismo, numerosos estudios sustentan la 

participación de oxitocina en inhibición neuronal. En bulbo olfativo se ha reportado un 

incremento en la inhibición GABAérgica de células mitrales a través de un mecanismo 

presináptico en respuesta a oxitocina, mientras que en médula espinal se a atribuido a la 

activación de OXTR en neuronas GABAérgicas de las láminas I y II un incremento en la 

liberación de GABA y los subsecuentes efectos nociceptivos (Tomizawa et al., 2003).  
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De manera importante para este trabajo, en el que se encontró una fuerte inhibición de la 

muerte neuronal producida por glutamato en cultivos de neuronas hipocampales pretratadas 

con oxitocina, Zaninetti y colaboradores reportaron que en la región hipocampal CA1, los 

estratos de interneuronas responden a oxitocina incrementando su actividad GABAérgica y 

por ende la inhibición de neuronas piramidales (Zaninetti and Raggenbass, 2000). 

 

El efecto neuroprotector en neuronas hipocampales, mediado por los neuropéptidos AVP y 

OXT que se observó en los experimentos utilizando un modelo in vitro, sugiere que estas 

hormonas podrían participar en la neuroprotección ante administración sistémica de kainato 

durante la lactancia en el hipocampo de la rata. Sin embargo es importante extender el estudio 

al modelo in vivo con la finalidad de corroborar la participación de estas hormonas en el 

fenómeno de neuroprotección durante la lactancia, asimismo es necesario dilucidar la 

participación de los diferentes receptores a través de los que estos nonapéptidos actúan en 

hipocampo. 
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8. Conclusiones 

 

La sobrevivencia neuronal en el hipocampo de ratas lactantes, 24h después de la 

administración sistémica con kainato, podría estar asociada con una disminución en la 

expresión de las subunidades GluR1 y GluR2 que conforman los receptores AMPA. 

 

Los cambios en la expresión y la relocalización de ER beta, sugieren su participación en los 

mecanismos de neuroprotección en el hipocampo durante la lactancia.  

 

El efecto de los nonapéptidos, oxitocina y vasopresina, sobre la muerte neuronal producida 

por excitotóxicos en cultivos primarios de neuronas hipocampales indica la posible 

participación de estas hormona en la neuroprotección durante la lactancia . 
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Abstract

Marked hippocampal changes in response to excitatory amino acid agonists occur during pregnancy (e.g. decreased frequency in spontaneous
recurrent seizures in rats with KA lesions of the hippocampus) and lactation (e.g. reduced c-Fos expression in response to N-methyl-D,L-aspartic
acid but not to kainic acid). In this study, the possibility that lactation protects against the excitotoxic damage induced by KA in hippocampal areas
was explored. We compared cell damage induced 24 h after a single systemic administration of KA (5 or 7.5 mg/kg bw) in regions CA1, CA3, and
CA4 of the dorsal hippocampus of rats in the final week of lactation to that in diestrus phase. To determine cellular damage in a rostro-caudal
segment of the dorsal hippocampus, we used NISSL and Fluorojade staining, immunohistochemistry for active caspase-3 and TUNEL, and we
observed that the KA treatment provoked a significant loss of neurons in diestrus rats, principally in the pyramidal cells of CA1 region. In contrast,
in lactating rats, pyramidal neurons from CA1, CA3, and CA4 in the dorsal hippocampus were significantly protected against KA-induced
neuronal damage, indicating that lactation may be a natural model of neuroprotection.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: Neuronal death; Excitotoxicity; Lactation; Kainic acid; Necrosis; Apoptosis; Caspase-3; Hippocampus
Introduction

A variety of adaptive changes in maternal physiology are
required to maintain the offspring, including behavioral,
neuroendocrine, and autonomic responses that promotematernal
behavior and milk production (see Russell et al., 2001, for
review). During pregnancy and lactation, there are remarkable
physiological changes in the levels of steroid hormones
(estradiol, progesterone and corticosterone) and peptide hor-
mones (oxytocin and prolactin) (Neville et al., 2002). Addition-
ally, the mother is subjected to a sensory load provided by
suckling and exteroceptive stimulation from the litter. Despite
this complexity, the maternal brain has long served as an
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experimental model of morphological, neurochemical and
functional plasticity in the central nervous system (CNS)
(Woodside, 2006). Studies in late-pregnant and lactating rats
have reported strong alterations in astrocyte morphology and
neural connectivity in the magnocellular subdivision of the
paraventricular and supraoptic nuclei of the hypothalamus
(Hatton and Zhao Yang, 2002; Modney and Hatton, 1994;
Theodosis and Poulain, 2001), those alterations facilitates the
synchronous firing of oxytocinergic neurons necessary for
parturition and the milk ejection reflex.

Morphological changes in the maternal brain are not
restricted to areas related to the physiology of lactation, as
shown by various studies of cell-volume changes in the medial
preoptic area (Keyser-Marcus et al., 2001), neurogenesis (Furuta
and Bridges, 2005; Leuner et al., 2007), and increased spine
density in the CA1 area of the hippocampus (Kinsley et al.,
2006; Pawluski and Galea, 2006) that occur in late pregnancy or
lactation. In parallel with the morphological reorganization in
hippocampal areas, enhanced spatial learning and memory
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performance have been observed during pregnancy and after
parturition (Kinsley et al., 1999; Lambert et al., 2005; Pawluski
and Galea, 2006; Tomizawa et al., 2003). Reproductive
experience facilitates lifelong learning and memory and also
decreases markers of neuronal aging (Gatewood et al., 2005).

It is widely recognized that glutamate, the major excitatory
neurotransmitter in the mammalian CNS, participates in the
phenomenon of neuronal plasticity, and it may also have a role in
learning and memory processes (Arundine and Tymianski,
2003; Lerma et al., 1997). Moreover, glutamate is involved in
the development of neurological disorders such as Alzheimer's
and Huntington's diseases, epilepsy, amyotrophic lateral sclero-
sis, and in the cell death observed after hypoxia and ischemia
(Anborgh et al., 2005; Hynd et al., 2004).

Kainic acid (KA) is a cyclic agonist of glutamate that can
depolarize both pre- and postsynaptic neurons through its
interaction with the kainate and AMPA ionotropic receptors.
Systemic administration of KA in rodents increases the pro-
duction of reactive oxygen species, disrupts mitochondrial func-
tion, and induces cell death by both necrotic and apoptotic
pathways. The effect of KA administration on the CNS has been
widely studied, especially in the hippocampal region, using
both in vivo and in vitromodels, and it has been reported that the
CA1 and CA3 regions and the hilus of the dentate gyrus are
particularly sensitive to the excitotoxicity of KA (Ben-Ari and
Cossart, 2000; Choi, 1992; Frerking and Nicoll, 2000;
Palomero-Gallagher et al., 2003).

Steroid hormones are known to generate a wide spectrum of
cellular responses in the CNS; these hormones act by a genomic
mechanism via their interaction with nuclear receptors and by a
non-genomic mechanism through their direct action on
membrane transduction systems (Hoffman et al., 2006; Mellon
and Griffin, 2002; Stoffel-Wagner, 2003). On the other hand,
glucocorticoids like corticosterone can exacerbate glutamate-
induced cell death in hippocampal neurons (Goodman et al.,
1996; Roy and Sapolsky, 2003), and chronically high levels of
corticosterone accelerate and exarcerbate KA-induced neuro-
toxicity in the CA3 hippocampal area (Dinkel et al., 2003).

Excitatory amino acids have been used as tools to study the
effects of lactation on the activity of the CNS and to detect
hippocampal and cortical deficits of c-Fos expression that occur
in response to N-methyl-D,L-aspartic acid (NMA) but not to KA
(Abbud et al., 1994). It has been shown that pregnancy decreases
the frequency of spontaneous recurrent seizures in rats with KA
lesions of the hippocampus (Berzaghi Mda et al., 1987;
Standley, 1999), and it reduces binding to glutamate and kainate
receptor (Standley, 1999). Some hormonal responses to excit-
atory amino acids during lactation are also altered (Israel and
Poulain, 2000; Pinilla et al., 1998; Zelena et al., 2003). Given
these deficits in the functional response of glutamate receptors
during pregnancy and lactation, they are interesting physiolog-
ical conditions for the study of hormonal participation in pre-
venting neurotoxicity in the brain.

Therefore, in this study we assessed cell damage in dorsal
hippocampal regions CA1, CA3, and CA4 induced by systemic
KA administration to rats under two different physiological
conditions, the last week of lactation and the diestrus phase. Both
conditions exhibit similar levels of sexual steroid hormones
(estradiol and progesterone), but the circulating levels of cortico-
sterone are higher during lactation than in diestrus. In addition,
the possibility that suckling might influence the hippocampal
sensitivity to KAwas explored.

Methods

Animals

Adult virgin or pregnant (16–18 days) female Wistar rats (250–300 g) were
housed individually under controlled temperature and lighting conditions
(12:12 h light:dark cycle, lights on at 06:00 h), with food and water available ad
libitum. One day after parturition, litter sizes were culled to 8–10. Mothers were
kept undisturbed with the litters, and they were used for experiments on day
18–19 postpartum (pp).

The Institutional Animal Care and Use Committees of the School of
Chemistry and Institute for Neurobiology at the National Autonomous
University of Mexico approved all experimental protocols. Animals were
handled in accordance with the National Institutes of Health Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals and the Official Mexican Guide of the
Ministry of Agriculture (SAGARPA NOM-062-Z00-1999) published in
2001. All efforts were made to minimize the number of animals used and their
suffering.

Experimental groups and procedure

Lactating rats at the final phase of lactation were chosen for this study based
on the expected steroid hormone levels in comparison to diestrus rats. Similar
levels of sexual steroid hormones (estradiol and progesterone) are exhibited
under both conditions, but circulating levels of corticosterone are chronically
higher during lactation.

To investigate the influence of suckling on the prevention of KA-induced
neurotoxicity, at day 18 pp, litters were separated from the mother; 24 h later the
animals received a single intraperitoneal (ip) injection of KA (5 mg/kg) and were
perfused 24 h after the injection, for a total of 48 h deprivation from suckling.
Another group of mothers received the KA injection (5 or 7.5 mg/kg) on
lactation day 19 and were sacrificed 24 h later with no prior separation from their
litters. Controls for each group received an ip injection with the same volume of
phosphate buffered saline (PBS) on day 18 pp 24 h before sacrifice. Each of the
experimental or control groups contained 5 animals.

Cycling rats
Hippocampal structures were evaluated for excitotoxic neurodegeneration

patterns induced by KA administration in rats during the diestrus phase of the
cycle as compared to lactating rats. Vaginal smears of virgin female rats
(200–250 g) were followed for at least four cycles. On diestrus day 1, animals
received the same treatment with KA (5 or 7.5 mg/kg) as above. Controls
received a similar volume of PBS and were perfused 24 h later.

Behavioral seizure stage observation

Rats from the two groups (diestrus and lactating) that received a low (5 mg/
kg; n=8) or high (7.5 mg/kg; n=10) dose of KAwere observed over a 4-h period
for signs of the characteristic progression through the behavioral seizure stages of
immobility and staring, “wet dog shakes”, facial clonus, unilateral and bilateral
forelimb clonus, and these behavioral manifestations of motor seizures were
scored according to the Zhang scale (Zhang et al., 1997).

Tissue preparation

Rats were deeply anesthetized with pentobarbital (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) and perfused transcardially with 250 ml of 0.1 M PBS (pH 7.4) followed
by 250 ml of 4% paraformaldehyde in PBS (pH 9.5, 10 °C). Brains were
removed, postfixed in the same fixative overnight, and cryoprotected by 20%
sucrose for 2–3 days at 4 °C. Coronal sections (30 μm) were cut through the
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dorsal hippocampus on a freezing microtome, and six series were collected and
stored in cryoprotectant solution (30% ethylene glycol and 20% glycerol in
PBS) at −20 °C. One of the six series was employed for each staining, such that
consecutive slices of tissue were analyzed by the different methods. Before any
procedure, free-floating sections were rinsed 3 times over a period of 10 min in
PBS buffer. The sections were mounted on poly-lysine slides, dried, and kept in
PBS overnight to eliminate residual cryoprotectant.

NISSL

Morphology of the different hippocampal areas after all treatments was
monitored using NISSL staining. The slide-mounted brain sections were soaked
in cresyl violet solution for 10 min, dehydrated through a graded series of
ethanol–water solutions, coverslipped, and analyzed under a bright field
microscope.

Immunohistochemistry

Immunoreactivity for estrogen receptor-alpha (ER-α) and Bcl-2 was
detected using a conventional avidin–biotin–immunoperoxidase technique
(Sawchenko et al., 1990). Tissue was labeled with cell-type-specific polyclonal
rabbit antibody against ER-α (1:50; Santa Cruz Biotechnology, CA), or goat
antibody against Bcl-2 (1:50; Santa Cruz Biotechnology). Floating sections
were treated with 3% hydrogen peroxide for 10 min to quench endogenous
peroxidase activity, followed by three rinses in PBS, and they were incubated in
1.0% sodium borohydride for 6 to 8 min in order to reduce free aldehydes. The
tissue was then incubated with blocking solution (5% BSA/2% goat or rabbit
serum/1% Triton X-100 in PBS) for 1 h to decrease non-specific labeling.
Sections were incubated with primary antibody at 4 °C for 48 h. After washing,
primary antibody was detected with the biotinylated secondary antibody and the
Fig. 1. Representative photomicrographs of hippocampal structures stained with NIS
vehicle (a, b), or 7.5 mg/kg KA (c, d) are shown. KA ip administration in diestrus rat
the CA1 region, and in triangular-shaped cell nuclei, characteristics that worsened w
were affected only by the higher KA dose. Photomicrographs on the right side of eac
50 μm. Cellular density is represented on the graph as percent of control tissue, and c
areas enclosed by a line as indicated in the Methods section. Bars represent means±
avidin/biotin system (Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories, Burlin-
game, CA). Sections without primary antibodies or with primary antibodies pre-
absorbed with the corresponding peptide were processed in parallel as negative
controls.

Fluorescence immunohistochemistry

Double labeling for caspase-3 and neuronal nuclear-specific protein (Neu-N)
was performed on slide-mounted brain sections. The tissue samples were treated
with 0.1% sodium citrate for 1 h at 4 °C, 3% Triton X-100 in PBS for 1 h, and
blocked with 5% BSA in PBS for 1 h before incubation with the primary
antibody. The sections were incubated at 4 °C for 24 h with monoclonal mouse
anti-neuronal nuclei (Neu-N) antibody (1:100; Chemicon International Inc.,
Temecula, CA) in PBS. The sections were rinsed three times in PBS for 10 min
each and incubated in the darkwith FITC-labeled secondary antibody (antimouse
IgG; 1:100, Zymed-Invitrogen, Carlsbad, CA) for 2 h. After washing, the
sections were incubated with rabbit anticaspase-3 antibody (1:50, Zymed-
Invitrogen) for 72 h in darkness, then rinsed and incubated for 2 h with
rhodamine-conjugated secondary antibody (anti-rabbit IgG; 1:100, Chemicon
International Inc.). Nuclei were stained in a 1 μg/ml Hoechst 33258 solution
(Molecular Probes), and the sections were coverslipped with fluorescence
mounting medium (DAKO). Control sections were treated in the same way but
without primary antibody. Images were collected with a Zeiss fluorescence
microscope.

Detection of DNA cleavage

TUNEL was performed using an in situ cell death detection kit (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). Mounted and desiccated
sections were treated with absolute methanol for 30 min at −20 °C, washed
SL. Hippocampal regions of diestrus (a, c), and lactating rats (b, d) treated with
s generates significant cell loss in pyramidal strata of the hippocampus mainly in
ith the higher dose (c). Apparently, hippocampal structures of the lactating rats
h panoramic picture show an amplification of CA1. Scale bars represent 400 and
lear decreases induced by KA are shown. Quantifications were performed in the
S.D., n=5; ⁎pb0.05.



Table 1

Experimental groups Treatment CA1 CA3 CA4

Diestrus 1 Vehicle 437.5 (±30.68) 294.87 (±45.75) 339 (±16.77)
KA 5 mg/kg 375.833 (±42.94) 246.75 (±18.61) 285.33 (±22.43)
KA 7.5 mg/kg 221.25 (±37.27) 184.625 (±12.57) 179 (±13.61)

Lactation Vehicle 435 (±25) 361.66 (±37.42) 364 (±20)
KA 5 mg/kg 420 (±39.15) 332.5 (±14.28) 369 (±25.79)
KA 7.5 mg/kg 380.41 (±29.5) 260.16 (±36.65) 308.66 (±21.56)

Cell counts in CA1, CA3, and CA4 regions of dorsal hippocampus: values represent averaged Number of Neurons/mm (Mean±S.D.).

Fig. 2. Quantification of cells positive for caspase-3 immunolabel. Lactating
rats, either nursing normally (black bars) or deprived of suckling for 48 h (grey
bars), were compared to diestrus animals (clear bars). All were treated with
5 mg/kg KA (KA) or vehicle (V), and only diestrus rats showed increased
expression of caspase-3. Bars represent means±S.D., n=5; ⁎pb0.05.
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with PBS three times, permeabilized with proteinase K (50 μg/ml in PBS) at
37 °C for 10 min, and incubated in a cold solution of 3% Triton X-100 in 0.1%
sodium citrate for 2 min. Rhodamine-labeled UTP was added, and the sections
were incubated for 2 h at 37 °C, washed, and counterstained with Hoechst
33258. For the positive control, the sections were incubated in a 100 μg/ml
DNase solution at 37 °C for 10 min; for the negative control, enzyme was
omitted from the TUNEL solution. After mounting in fluorescence medium,
sections were analyzed under a Zeiss fluorescence microscope.

Fluoro-jade staining

Tissue sections were mounted and dried on poly-L-lys-treated slides. Tissue
was rehydrated in the following solutions: 1% NaOH/80% EtOH for 5 min, 70%
EtOH for 2 min, and ddH2O for 2 min. Sections were fixed in a 0.06% KMnO4

solution for 10 min on a shaker followed by rinsing with ddH2O for 2 min.
Sections were then incubated in 0.0004% Fluoro-jade/0.1% acetic acid solution
for 20 min and washed in ddH2O three times for 5 min each. Tissue sections
were dried at 50 °C for 5 to 10 min and mounted with Clarion.

Assessment of hormonal levels

Peripheral levels of estradiol, progesterone, and corticosterone were
analyzed by radioimmunoassay (RIA). Blood samples were obtained by
intraocular bleeding of lactating rats on days 12, 14, 16, 18, and 20 of lactation at
around 12:00 h (n=5 per group). No animal was bled more than twice on
consecutive days. Diestrus rats were bled on diestrus day 1 at 10:00 h before the
administration of treatment (n=5).

Radioimmunoassay
A specific double-antibody radioimmunoassay was performed on indepen-

dent serum samples from groups of 4 animals for each experimental condition.
All samples were stored at −70 °C. E2 and P4 assessment was carried out as
previously described (Abraham, 1975). The sensitivity threshold of the assays
was 5.4 pg/ml for E2, 8.3 ng/ml for P4, and 26.9 pg/ml for corticosterone. The
intra- and inter-assay coefficients of variation were 5.3% and 8%, respectively,
for E2; 6.5% and 10%, respectively, for P4; and 7.95% and 7.63%, respectively
for corticosterone.

Cell counting and densitometry

Morphometric analysis was performed by cell quantification in the CA1,
CA3, and CA4 subfields of the dorsal hippocampus. Hippocampal areas were
delimited according to the atlas of Swanson (1998) −2.2 to −2.8 mm from
bregma. Only tissue sections corresponding to these coordinates were included
in the quantification, ensuring that the regions of interest were equivalent among
animals and experiments. For NISSL staining, three histological sections
corresponding to this rostro-caudal level were processed for each animal. Cell
density was determined by counting pyramidal cells in the enclosed areas shown
in Fig. 1 and is expressed as the percentage of the number of pyramidal cells in
the corresponding area of tissues from control rats (graph in Fig. 1).

TUNEL-positive, caspase-positive, or fluoro-jade-positive pyramidal cells
were counted in a 1-mm length of the middle portion of the hippocampal CA1,
CA3, and CA4 subfields in photomicrographs taken at 20X magnification, in
five brain slices (∼2.2 to 2.8 posterior to bregma) in each animal, as described
previously (Hayashi et al., 2003; Sugawara et al., 2002).
Label for ER-α and Bcl-2 was quantified by densitometric analysis and the
Zeiss 300 software in separate photomicrographs of four histological sections
per rat of the corresponding region of the dorsal hippocampus (∼2.2 to 2.8
posterior to bregma). In all the densitometry determinations, the background,
taken from an area with no specific signal for either the antigen or the
fluorescence staining, was subtracted.
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Statistical analysis

Cell counts or arbitrary densitometric units as a function of treatment status
were averaged over four or five sections per rat. The average result for each
group is presented as mean±S.D. Statistical significance between groups was
established with a one-way ANOVA followed by the Newman–Keuls multiple
comparisons test. A Student's t test was employed for comparisons between
pairs of groups. A level of pb0.05 was considered significant.

Results

NISSL

Morphological changes induced by KA injection were
assessed by NISSL staining in one of the tissue series of
diestrus rats treated with an ip dose of 5 mg/kg of KA. The
pyramidal cell layer in CA1 was markedly thinner than in the
control. In the CA3 and CA4 regions, the structural organization
of the neurons was disrupted by the KA treatment. In contrast,
KA treatment induced no clear changes independent of the
suckling stimulation in the histomorphology of hippocampal
regions of lactating mothers.
Fig. 3. TUNEL staining. Representative photomicrographs of hippocampal sections
with a 5 mg/kg (a–h) or 7.5 mg/kg (i–p) ip dose of kainate. Hoeschst staining of the c
different regions: CA1 (panels a, b, e, f, i, j, m, n), and CA3 (panels c, d, g, h, k, l,
Treatment of diestrus rats with a high dose of KA (7.5 mg/kg)
induced more pronounced damage; it was characterized by a
severe loss of cell density in the pyramidal layer of CA1, and
there was also a significant loss of cells in the CA3 and CA4
region (Fig. 1c). The hippocampus of lactating rats treated with
the same dose of kainate showed morphological changes in the
same areas: the pyramidal layer was thinned out, and the cellular
layer showed a marked shrinkage (Fig. 1d). The cell density in
CA1, CA3, and CA4 diminished notably (Table 1). However,
the damage induced by KA treatment in hippocampal structures
was significantly less in the lactating rats than in diestrus ani-
mals, as shown by the cellular density quantification of com-
parable areas in CA1, CA3, and CA4 (graph in Fig. 1; Table 1).

Behavioral seizure stage observation

Observational evaluation (Zhang et al., 1997) through
behavioral seizure stages after KA injection showed that the
lower dose of KA (5 mg/kg) induced stage 4-mild in 3 of the
8 diestrus rats (3/8), and stage 2 in the other 5 diestrus rats (5/8).
In contrast, none of the lactating rats treated with the same dose
of diestrus (panels a–d and i–l) and lactating (panels e–h and m–p) rats treated
ell nucleus is shown in blue, and positive TUNEL nuclei are shown in red for the
o, p). Scale bar is 200 μm (a–d and m–p), 100 μm (e–h), or 50 μm (i–l).



Fig. 4. Fluoro-jade staining. Representative photomicrographs of hippocampus
fluoro-jade staining of diestrus and lactating rats treated with 7.5 mg/kg KA.
Few neurons in the pyramidal stratus of hippocampal regions CA1 (a), CA3 (b),
and CA4 (c) of lactating rats were labeled by fluoro-jade, in contrast to the
numerous neurons marked by fluoro-jade in the pyramidal strata of CA1
(d) CA3 (e) and CA4 (f) regions in diestrus rats. No label was found in the
hippocampal regions of diestrus animals that received an ip injection of saline
(g–i). Scale bar=100 μm.

Fig. 5. Cell-counting analysis. Nuclei that stained positive in the TUNEL assay were c
studied in diestrus (clear bars) and lactating (black bars) rats treated with 5 (a) or 7.5
millimeter are shown for diestrus and lactating rats treated with 7.5 mg/kg KA. Bar
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showed any symptoms. Diestrus rats treated with 7.5 mg/kg of
KA reached the severity of stage 5-mild (7/10), and the other 3
were classified as stage 4-severe (3/10), whereas only 4
lactating rats reached stage 2 (4/10), and the rest displayed
signs of stage 1 (6/10).

Active caspase-3

In order to investigate the mechanisms through which KA
might be acting in hippocampal regions of the diestrus or
lactating rats, the immunodetection of caspase-3 was performed
in one of the brain series of diestrus and lactating rats in parallel
with Hoeschst staining of pycnotic nuclei and Neu-N
immunostaining to identify the cell type.

Neurons with positive label for both caspase-3 and a pyc-
notic nucleus in hippocampal regions were counted (Methods
section) in lactating rats that were either nursing, or separated
from their pups for 48 h, and in diestrus rats. The results showed
that only diestrus rats contained active caspase-3 positive cells,
which were principally in the CA4 region (Fig. 2). Double
immunostaining for active caspase-3 and Neu-N indicated that
in the diestrus rat, caspase was present in neurons. In contrast,
the few caspase-positive cells in lactating rat did show Neu-N
label. The tissue from lactating rats who received the higher
dose of 7.5 mg/kg was processed for caspase, Neu-N, and
Hoeschst staining, and confirmed that no major damage was
induced in the hippocampus of the lactating mothers, both
normal nursing mothers and in those deprived of their pups
(Fig. 2).
ounted and reported as positive nuclei per millimeter for the hippocampal regions
(b) mg/kg KA. The numbers of labeled neurons stained by fluoro-jade (c) per

s represent means±S.D., n=5; ⁎pb0.05.
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Cell death detection by TUNEL

Since the use of caspase-3 as an indicator of apoptosis re-
vealed some differences in the amount of damage in comparison
to NISSL staining, we further investigated apoptotic damage by
using TUNEL to assess fragmented DNA in one of the tissue
series. A pattern ofmild cell damage similar to that obtainedwith
the immunodetection of caspase-3 was observed in diestrus
animals that received the lower dose of KA (Figs. 3a–d).

Diestrus animals treated with the higher dose of KA
(7.5 mg/kg) showed more TUNEL positive cell nuclei in the
analyzed hippocampal regions, CA1, CA3 and CA4 (Figs. 3i–l),
than the rats that received the lower dose. The CA3 region of
diestrus rats exhibited fewer caspase-3-positive than TUNEL-
positive cells. Diestrus rats were more susceptible than lactating
mothers to the excitotoxic damage induced by KA treatment
(Figs. 3e–h; m–p), as determined by TUNEL (Figs. 5a, b).

Cell damage detection by fluoro-jade

Derived from fluorescein, fluoro-jade is also employed as a
marker of cell damage that is independent of the cellular death
pathway. Fluoro-jade was employed to give a better sense of the
total amount of cell damage, either apoptotic or necrotic, induced
by the KA treatments in each of the physiological conditions.
Fig. 6. Serum levels of steroid hormones in lactating and diestrus rats measured by R
(black bars; L12–L20) conditions, while circulating levels of progesterone in lactating
lactating rats reached a maximum on day 16 of lactation. Bars represent means±S.D
The anatomical distribution of neuronal damage detected by
fluoro-jade in hippocampal regions was similar to that observed
by the methods described above (immunodetection of caspase-3
and TUNEL). Hippocampal regions (CA1, CA3, and CA4) of
diestrus animals (Figs. 4d–f) were more susceptible to the KA
treatment than lactating mothers (Figs. 4a–c). For some areas,
the number of neurons labeled by fluoro-jade was higher than
the number detected by the other methods (Fig. 5). In the CA1
region of diestrus rats receiving the higher dose of KA, the
number of neurons labeled with fluoro-jade (Fig. 5c) was more
than 2-fold the number detected by TUNEL (Fig. 5b). A similar
result was obtained in the lactating rats, and again, the cell
damage was less in lactating than in diestrus rats. Such differ-
ences in the number of neurons detected by fluoro-jade vs
TUNEL suggest that damage induced by KA takes place by
either an apoptotic or a necrotic pathway, or both.

Estrogen receptor α

Several recent studies have documented neuroprotective
effects of steroid hormones (Ciriza et al., 2004; Goodman et al.,
1996; Jover et al., 2002; Zhao et al., 2004) and the participation
of steroid hormone receptors in the structural and functional
integrity and survival of neurons (Manthey and Behl, 2006;
Mellon et al., 2001; Numan et al., 1999). The neuroprotective
IA. Estradiol levels in serum were similar in diestrus (clear bars) and lactating
rats were higher in diestrus rats until day 16 (L12–L16). Corticosterone levels in
., n=5; ⁎pb0.05.
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effects of estrogen have been associated with the presence of the
alpha-type estrogen receptor.

In order to correlate possible changes in the ER in hippo-
campal regions with the protective effects of lactation, immuno-
histochemical localization of ERα was performed in one of the
brain series. Positive immunolabeling for ERα was distributed
in a uniform manner in the hippocampal regions of interest
(CA1, CA3, and CA4). No significant differences in the immu-
nostaining for the ERα induced by the KA treatment were
observed between groups (data not shown). Whether the func-
tionality or cellular phenotype distribution of these receptors
might be modified, deserves to be evaluated.

Steroid hormone levels

The gonadal steroid hormones are involved in many of the
adaptive changes occurring during the two physiological con-
ditions compared in the present study, the estrous cycle and
lactation. Steroid hormone levels were measured in diestrus and
lactating rats. Plasma levels of estradiol, progesterone, and corti-
costerone were determined during diestrus, and from days 12 to
20 of lactation (Fig. 6). Plasma levels of estradiol were similar in
diestrus or lactating mothers during the final part of lactation
(means±S.D. values: 15±5.7 vs 10.5±6.3 pg/ml, respectively),
whereas progesterone was increased until day 16 of lactation
when declines to a level similar to diestrus, and corticosterone
reached the highest level on day 16 of lactation (Fig. 6).

Bcl-2 expression

Studies on pro- and anti-apoptotic factors of the Bcl-2 family
in different tissues demonstrate that Bcl-2 is the main
antiapoptotic protein involved in cell survival in neuronal tissue
(Shacka and Roth, 2005). Thus, Bcl-2 is a candidate for the
agent that blocks the ability of KA to induce cell damage in the
hippocampal regions of the lactating mother. Immunohisto-
chemical detection of Bcl-2 protein and densitometric analysis
of the tissue showed increased expression of this protein in
particular regions, such as brain cortex, piriform cortex, and
Fig. 7. Bcl-2 expression in different brain areas quantified by densitometric
analysis. Lactating animals (black bars) exhibited significantly higher Bcl-2
immunostaining in CA1 in the hippocampus, cerebral cortex (Ctx), and piriform
cortex (Pyr ctx) than diestrus animals (clear bars). Bars represent means±S.D.,
n=5; ⁎pb0.05.
CA1, in the brain of the lactating mother (Fig. 7). No differences
were observed in CA3 and CA4. These results suggest that Bcl-
2 protein participates in the protection against damage induced
by KA. However, more studies are necessary to confirm this.

Discussion

The data presented here show that during lactation, the dorsal
hippocampus of the mother is protected against cellular damage
caused by systemic administration of KA, as compared to virgin
rats during diestrus. Cellular damage in dorsal hippocampal
regions after KA administration was initially evaluated by
NISSL staining. Although this stain detects only coarse changes,
the morphological alterations observed after KA treatment were
markedly different between diestrus and lactating rats. This
difference was confirmed by two other methods of cell damage
detection, TUNEL and fluoro-jade.

One challenge for studies about the lactating condition is to
choose an appropriate control for comparison. In the present
study, we used diestrus rats as a control to evaluate the impact of
systemic KA administration on the hippocampal region during
the final phase of lactation, because they present a similar steroid
hormone profile (Bryant et al., 2005; Neville et al., 2002), even
though only the lactating rats are chronically exposed to
hormones. Also, the same rostro-caudal level of hippocampal
structures was analyzed to avoid differences due to differential
sensitivity to KA across the hippocampus (Palomero-Gallagher
et al., 2003; Wisden and Seeburg, 1993). Using three different
methods to assess cell damage, we established that KA induces
less damage in the brain of the lactating rat than in the brain of
the diestrus rat. The main structures of the dorsal hippocampus
affected by kainate administration in the animals treated during
diestrus were CA1 and CA4, and to a lesser degree CA3,
whereas lactating rats only showed minor alterations in the CA3
region and only with the higher dose. These results clearly show
that the susceptibility to cellular degeneration by kainate
excitotoxicity was higher in animals in the diestrus phase in
comparison to lactating.

It has been documented that KA can induce cell death by
both apoptosis and necrosis. It has been proposed that apoptosis
by kainate excitotoxicity could be mediated by changes in Bcl-2
family gene expression, release of cytochrome C from the
mitochondria, or activation of several types of caspase, such as
caspase-2, -3, -6, and -12 (Djebaili et al., 2001). However, most
reports conclude that caspase-3 activation is one of the most
common events after kainate administration and is concomitant
with the appearance of morphological changes characteristic of
apoptosis, such as DNA fragmentation and degradation of
cytoplasmic material (Djebaili et al., 2001; Ferrer, 2002).

Our immunohistochemical localization of active caspase-3
and TUNEL results are consistent with the observation that KA
treatment causes greater cellular damage of hippocampal regions
in diestrus rats than in lactating mothers. The hippocampal areas
with the highest amount of positive label for apoptosis markers
in the diestrus rats were CA1 (pyramidal layer) and CA4.

In the present study, activation of caspase-3, which is
characteristic of apoptosis, was less extensive than the damage
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detected by NISSL or TUNEL, methods that detect changes in
nuclear morphology caused by both necrosis and apoptosis.
This discrepancy could suggest that KA induces both apoptosis
and necrosis.

The differences in cell death detected by caspase-3 activation
and TUNEL staining between diestrus and lactating rats may be
explained in part by glucocorticoid levels during lactation. Roy
and Sapolsky (2003) showed that, while the magnitude of
hippocampal neuron death caused by the excitotoxicity of KA is
indeed worsened in the presence of glucocorticoids, there is no
evidence of increased apoptosis; they also showed that neither
KA nor glucocorticoids, either alone or in combination, causes
activation of caspase-3, a critical executor of insult-induced
apoptosis. Furthermore, while KA causes significant apoptotic
nuclear condensation, the incidence of this morphological indi-
cator of apoptosis is not worsened by glucocorticoids. However,
glucocorticoids can affect the action of KA since the level of
corticosterone influences the expression of mRNAs for kainate
receptor subunits in the rat hippocampus (Joels et al., 1996).

To assess necrotic damage, we employed fluoro-jade stain-
ing, which revealed more cell death in the hippocampal regions
of diestrus rats. In lactating animals the number of damaged cells
was similar to that detected by TUNEL, supporting the notion
that lactation has neuroprotective effects against KA treatment.

The influence of suckling on the sensitivity of the brain cortex
and hippocampus to N-methyl-D,L-aspartate was investigated by
Abbud et al. (1993) who found that the decreased Fos expression
pattern observed during lactation can be partially reversed by
either blockage of the effects of progesterone or removal of pups
for 24 h. In the present study, the effect of suckling on the
damage caused by excitotoxicity was investigated by isolating
the mothers from their pups for 24 h before kainate admin-
istration. Since the dams were tested during the final phase of
lactation, we expected a reversion of the protective effect
provided by this condition. However, the results showed that
the suckling stimulation was not a major factor in the response
to kainate excitotoxicity during late lactation, at least in the
24-h period examined. Nevertheless, an influence of suckling
and exteroceptive stimuli on these protective effects of lactation
cannot be excluded since exposure to an enriched environment,
as implied in maternity experience, can have protective effects
against KA-induced seizures (Young et al., 1999).

Evidence for neuroprotective effects of pregnancy against
KAwas reported previously, including the decreased frequency
of spontaneous recurrent seizures induced by KA injected into
the dorsal hippocampus (Berzaghi Mda et al., 1987) and the
reduction of kainate binding sites (Standley, 1999). Neuropro-
tective effects might be explained by such decreased number or
affinity of the glutamate AMPA/kainate receptors. A reduction
in kainate receptors may lead to a decrease in transmitter release
(i.e. glutamate) and reduced excitability in the hippocampus
(Standley, 1999). In the present study, the score of the
behavioral manifestation of motor seizures showed that diestrus
rats treated with KA reached the severity stage of 2 to 4-mild, or
4-severe to 5-mild according to the Zhang scale (1997),
depending on the dose, while lactating rats showed no sign of
behavioral manifestation with the lower dose and early signs of
behavioral seizure after the high dose. This differential
behavioral response suggests that changes in neuronal plasticity
in the maternal brain could be involved. One of the most studied
aspects of neuroplasticity during pregnancy and lactation is the
reversible morphological remodeling in areas of the hypothal-
amus, including a reduction (Hatton, 2002; Oliet, 2002;
Theodosis et al., 2006) or increase (Featherstone et al., 2000)
in astrocytic coverage which can modulate neuronal activity in
neighboring neurons. It is well known that excitotoxic KA-
damage induces a gliogenic response in the hippocampus;
however, glial remodeling of this area during reproduction
remains to be determined.

Numerous studies establish that estrogen and progesterone
influence aspects of neuronal plasticity such as memory,
cognition, and mood and that they have neurotrophic and neu-
roprotective actions. The latter can be exerted via several
different mechanisms reviewed recently (Hoffman et al., 2006;
Singh, 2005). Progesterone treatment reduces limbic seizures in
a variety of experimental models (cited in Hoffman et al., 2006),
and its ability to suppress seizures appears to be dose-dependent,
since low but not high physiological levels of progesterone
suppress seizures and reduce hippocampal damage (Hoffman
et al., 2003). Estrogen may reduce neuronal death from KA-
induced seizures (Veliskova et al., 2000), and against low doses
of KA, estrogen reduces mortality from seizures and can protect
the hippocampus from cell damage (Hoffman et al., 2003).

Furthermore, estradiol and progesterone were reported to
reduce the neurotoxic effects of glutamate on the hippocampal
region of the brain (Azcoitia et al., 1999; Cabrera et al., 2002;
Cyr et al., 2001; Day and Good, 2005; Dubrovsky, 2005;
Goodman et al., 1996; Shiroma et al., 2005). Several studies
have shown that 17-β estradiol can downregulate caspase-3
expression and upregulate the expression of antiapoptotic
proteins of the Bcl-2 family. Besides circulating estradiol, the
hippocampus is able to synthesize estradiol after KA adminis-
tration (Azcoitia et al., 2001; Stoffel-Wagner, 2003). In
addition, the reduced metabolites of progesterone, dihydropro-
gesterone and allopregnanolone, significantly diminish cell loss
in the hippocampus after KA treatment (Ciriza et al., 2004;
Dubrovsky, 2005; Guerra et al., 2004; Jover et al., 2002; Mellon
et al., 2001; Zhao et al., 2004). Since progesterone is elevated
for a significant period during lactation, and has been defined as
a neuroactive steroid (Rupprecht and Holsboer, 1999), this
hormone and/or its metabolites might play an important role in
the neuroprotective effects of lactation reported here.

Due to the complexity of reproductive conditions such as
pregnancy and lactation, we have not attempted to define the
exact mechanism(s) for the hormonal protection against
neurotoxicity. During pregnancy and lactation, the fluctuation
of the ovarian hormonal levels is modified, and the circadian
secretion of corticoids is lost. Levels of hormones such as
estrogen, progesterone, corticosterone, prolactin, and oxytocin
oscillate during pregnancy and lactation (Neville et al., 2002).
The effects reported here might involve actions of any or a
combination of these hormones on the maternal hippocampus.

The well-studied neuroprotective actions of ER-α in
neuroprotective models include regulation of Bcl-2 protein
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expression. However, we found no apparent changes in ER-α
expression 24 h after the KA treatment. Longer intervals have
probed to decrease ER-α expression 7 days post KA injection
(Tokuhara et al., 2005). The neuroprotective effects provided by
lactation could be conveyed by changes in Bcl-2 protein
expression. The Bcl-2 protein family has been implicated in
the regulation of apoptosis (Shacka and Roth, 2005), and it is the
main antiapoptotic protein since it has been shown to be in-
volved in maintaining cellular viability in the CNS (Strauss
et al., 2004). Our results of immunostaining for Bcl-2 in the
hippocampal regions showed increased label in CA1 of lactating
animals, i.e. an area with less damage (Nakamura et al., 1999).

Studies in rats have consistently shown that lactation is
associated with a chronic hypercorticalism (Lightman et al.,
2001), which involves a flattening of the diurnal rhythm of
secretion. Corticoids can exacerbate the KA-induced damage
(Goodman et al., 1996) through enhancing pro-inflammatory
responses (Dinkel et al., 2003), but effects reported here appear
to be in opposition to this. Among many other functions, corti-
costerone has a role in the modulation and enhancement of
maternal behavior (Graham et al., 2006). The protective effects
of lactation against KA-induced excitotoxicity or damage by
other agents seem to be a significant adaptation to preserve
maternal behavior and other processes necessary for successful
breeding.

The two main hormones involved in lactation are prolactin
and oxytocin. Release of both hormones is affected by KA
administration (Pinilla et al., 1998; Zelena et al., 2003), and the
sensitivity of oxytocin magnocellular neurons to KA is altered
during lactation (Israel and Poulain, 2000). Oxytocin triggers
uterine contraction and milk ejection. Apart from the neuroen-
docrine projection, oxytocinergic neurons project centrally and
fibers reach the hippocampus (Buijs, 1978). Oxytocin has
effects on the hippocampus that improve memory and learning
by promoting the establishment of long-lasting connections
between neurons in the hippocampus (Furuta and Bridges,
2005) and it reduces the restraint stress-induced c-fos expres-
sion within the dorsal hippocampus (CA1–CA4, and dentate
gyrus) (Windle et al., 2004). Evidence exists that, oxytocin
inhibits glutamate activation (Condes-Lara et al., 2003);
nevertheless oxytocin can show both inhibitory and excitatory
actions, depending on the state of the animal and the dose
employed (reviewed by Armstrong and Hatton, 2006).

Prolactin promotes milk secretion, and central actions of this
hormone related to maternity include maternal behavior and
grooming (Bridges and Ronsheim, 1990). Prolactin is centrally
released in response to suckling and psychological stress, and its
hypothalamic expression is enhanced in pregnant and lactating
animals (Torner and Neumann, 2002). As is the case for
oxytocin, chronic intra-cerebral administration of prolactin
blocks restraint stress-induced neuronal activation within CA3
and the dentate gyrus of the dorsal hippocampus. Furthermore,
reduced c-fos expression in the ventral hippocampus under
basal conditions suggests that prolactin modulates inputs to the
hippocampus (Donner et al., 2007). Hypoxia/ischemia induces
a robust activation of prolactin in regions of the cerebral cortex,
and unlike growth hormone, prolactin is not involved in
neuronal rescue but in the gliogenic response during recovery
from cerebral injury (Moderscheim et al., 2007).

In conclusion, the data presented here document the
neuroprotective effects of lactation against KA excitotoxic
damage in the dorsal hippocampus of the rat. Lactation is
associated with increased levels of oxytocin, prolactin, proges-
terone, and glucocorticoids that are maintained by suckling
stimulation and reinforced by external signals from the litter. As
demonstrated for other hormonal-induced alterations of struc-
ture and function of hippocampal neurons (Berzaghi Mda et al.,
1987; Furuta and Bridges, 2005; Graham et al., 2006; Kinsley
et al., 2006; Pawluski and Galea, 2006; Standley, 1999), the
phenomenon studied here could begin during pregnancy. After
parturition, suckling and external stimulation provided by the
pups during lactation, together with the hormonal actions, would
sustain such modifications and preserve the protection against
the KA-induced excitotoxic damage. The present results also
indicate that this protection lasts through to the end of this
period, since lactating rats were close to the weaning phase.

Lactation is the feature by which the mammals are distin-
guished and represent a natural model for plasticity because of
the new requirements for maternal behavior and nursing.
Changes in the hippocampus as a result of motherhood include
dendritic architecture (Kinsley et al., 2006; Pawluski and Galea,
2006), synaptic plasticity (Tomizawa et al., 2003), and a
decrease on cell proliferation in the hippocampus during the
lactation period (Leuner et al., 2007). We can speculate that the
protective effect of lactation on the neurons of the hippocampus
described here, together with the diminished cell proliferation
(Leuner et al., 2007) and attenuation of stress response (Torner
and Neumann, 2002) could serve the purpose of maintaining
neurons that have undergone pregnancy-induced changes
necessary for the expression of behavioral and endocrine
changes that occur during this time.

Further studies are needed to determine whether the damage
induced by KA is decreased during lactation or only delayed,
and the possible role of each of the hormones involved in the
initiation and maintenance of lactation in the neuroprotective
effects described here is currently under investigation in our
laboratories.
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a b s t r a c t

Estrogen receptor (ER)-mediated neuroprotection has been demonstrated in both in vitro and in vivo
model systems. Two types of estrogen receptors, ER� and ER�, are the major mediators of the biological
functions of estrogens. In the hippocampus, ER� is prevalent over ER�. Recently, we reported that during
the final phase of lactation there is a neuroprotective mechanism in the hippocampus of the adult female
rat against neuronal damage induced by systemic kainic acid administration vs. virgin (metestrus) rats. In
this study, we assessed differential ER expression and localization in CA1, CA3 and dentate gyrus regions
of dorsal hippocampus of metestrus and lactating adult rats at day 19 of lactation, during basal conditions
(metestrus and L19, respectively) and 24 h after systemic kainate administration. ERs were assessed by
E
Dactation western blot and immunohistochemistry. We found a significant increase in the expression of ERs in the

hippocampus during lactation as compared with metestrus. ER� was significantly increased in the CA1
and CA3 of lactating rats after the kainic acid insult. In addition, we observed a relocalization of ER�
from the cytoplasm to the nucleus of neuronal cells. Our results suggest that there is a strong correlation
between expression of ERs, especially ER�, in lactating CA1 and CA3 hippocampus regions in response to
kainate administration, and neuroprotection observed during this reproductive period. This may be one
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Estrogens modulate gene expression in different tissues, the
ore studied effects are found in the reproductive tract and in

he central nervous system (CNS) [1,2]. Estrogens exert their effects
hrough two subtypes of estrogen receptors (ERs), ER� and ER�.
Rs belong to the nuclear receptor superfamily and are widely dis-
ributed in the brain and spinal cord [2].

Estrogens and their receptors can activate cell functions via
enomic and non-genomic mechanisms. The genomic mechanism
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genomic mechanisms consist of the activation of different signaling
pathways including mitogen activated protein kinases (MAPK), Akt,
cAMP-responsive element binding protein (CREB) and regulation
of intracellular ion concentration through ion channel modulation,
and Ca2+ homeostasis. In addition, they can also modulate anti-
apoptotic genes, such as members of the Bcl-2 family of proteins
and caspases [3–6].

Estrogen receptors mediate different effects on the structure
and function of the central nervous system, including excitability,
neurotransmitter release, memory processes, spine density, synap-
sis, neurogenesis and neuroprotection [7–14]. In the rodent brain,
estrogen receptors have been identified by autoradiography assay
using [3H]estradiol [15]. High expression of ERs was found in differ-
ent limbic system regions such as the hippocampus, amygdala and
lateral septum. These findings were later confirmed using immuno-
histochemical and in situ hybridization techniques [16,17].
ptors increased expression during hippocampal neuroprotection
mb.2009.02.015

It has been accepted that estrogens, through ERs, participate 51

in neuroprotection in different neurodegeneration models and 52
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Recently, we reported that during lactation there is a neuro-
rotective effect against cell damage induced by kainate in dorsal
ippocampus. Using different methods to assess cell damage, we
stablished that the brain of the lactating rat was significantly
ess sensitive to excitotoxic damage induced by kainate than the

etestrus rat [21]. The aim of the present study was to deter-
ine changes in the expression of ERs and their distribution in the

ippocampus of normal and kainic acid treated lactating rats, to elu-
idate the possible contribution of ERs in neuroprotection against
ainic acid cell damage observed in lactating rats.

. Materials and methods

.1. Animals

Adult virgin or pregnant (18–20 days) female Wistar rats
250–300 g) were housed individually under controlled tempera-
ure and lighting conditions (12:12 h light:dark cycle, lights on at
6:00 h), with food and water available ad libitum.

Lactating rats at the final phase of lactation were chosen for this
tudy based on the expected steroid hormone levels in compari-
on to metestrus rats. Similar levels of sexual steroid hormones,
stradiol (10.5 ± 6.3 pg/ml vs. 15.0 ± 5.7 pg/ml) and progesterone
<10.0 ng/ml) are exhibited under both conditions, but circulating
evels of corticosterone (>300 ng/ml in lactating vs. <300 ng/ml in

etestrus rats) are chronically higher during lactation [21,22]. Each
xperimental or control group contained five animals.

For lactating rats, 1 day after parturition, litter sizes were culled
o 8–10. Mothers were kept undisturbed with the litters, and they
ere used for experiments on lactating day 19, considered as the
asal condition. Treated animals received an intraperitoneal (i.p.)

njection of vehicle (PBS) or kainate (7.5 mg/kg) and were sacrificed
4 h later.

Vaginal smears of virgin female rats (200–250 g) were followed
or at least four cycles. Metestrus was considered to be the basal
ondition. Animals on this day of the oestrous cycle received the
ame treatment with vehicle (PBS) or KA (7.5 mg/kg) as above, and
ere perfused 24 h later.

The Institutional Animal Care and Use Committees of the
chool of Chemistry and Institute for Neurobiology at the National
utonomous University of Mexico approved all experimental
rotocols. Animals were handled in accordance with the National

nstitutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
nimals and the Official Mexican Guide of the Ministry of
griculture (SAGARPA NOM-062-Z00-1999) published in 2001

http://www.sagarpa.gob.mx/ganaderia/NOM/029zoo.pdf]. All
fforts were made to minimize the number of animals used and
heir suffering.

.2. Western blot

Dorsal hippocampal regions, CA1, CA3 and dentate gyrus (DG),
rom lactating and virgin animals were dissected according to the
ein [23] procedure. Tissue was homogenized by sonication (four
ycles at 100% of amplitude during 20 s) in 200 �l of lysis buffer.
omogenates were centrifuged at 12,500 rpm during 15 min at
◦C and supernatants recovered. Thirty �g of total protein was

eparated by 8% SDS-PAGE for ER� and ER� detection. Following
ransfer onto PVDF membranes, blots were blocked with 10% dry

ilk in TBS-0.1% Tween and incubated overnight at 4 ◦C in pri-
U
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ary antibodies against ER� (1:400, Santa Cruz Biotechnology),
R� (1:500, Santa Cruz Biotechnology) and �-actin (1:500, Santa
ruz Biotechnology) followed by horseradish peroxidase (HRP) con-

ugated secondary anti-rabbit or anti-mouse secondary antibodies
1:10,000, Santa Cruz Biotechnology). Immunoreactivity was visu-
O
O
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alized using enhanced chemiluminescence. Data were expressed as
ratios of �-actin.

2.3. Tissue preparation

Rats were deeply anesthetized with pentobarbital (Sigma–
Aldrich, St. Louis, MO) to carry out transcardiac perfusion with
250 ml of 0.1 M PBS (pH 7.4) followed by 250 ml of 4% paraformalde-
hyde in PBS (pH 9.5, 10 ◦C). Brains were removed, postfixed in the
same fixative overnight and cryoprotected using 20% sucrose for
2–3 days at 4 ◦C. Coronal sections (30 �m) were cut through the
dorsal hippocampus on a freezing microtome, and six series were
collected and stored in cryoprotectant solution (30% ethylene gly-
col and 20% glycerol in PBS) at −20 ◦C. One of the six series was
employed for each staining, such that consecutive slices of tissue
were analyzed by the different methods. Before any procedure, free-
floating sections were rinsed 3 times for 10 min in PBS buffer. The
sections were mounted on poly-lysine slides, dried, and kept in PBS
overnight to eliminate residual cryoprotectant.

2.4. Immunohistochemistry

Immunoreactivity for estrogen receptor-alpha (ER�) and estro-
ptors increased expression during hippocampal neuroprotection
mb.2009.02.015

western blot in CA1, CA3 and DG hippocampal regions of virgin and lactating rats
during basal conditions (metestrus and lactation day 19, respectively) and 24 h
after vehicle (V) or kainate (K) administration. A representative western blot of
five independent experiments is shown. (B) Western blot densitometric analysis.
Data represent the mean ± S.D. of five animals/treatment. Metestrus vs. lactation:
*p < 0.001; a vs. b: p < 0.01; c vs. d: p < 0.05.

dx.doi.org/10.1016/j.jsbmb.2009.02.015
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ith several washes in PBS. The tissue was then incubated
ith blocking solution (5% BSA/2% goat or rabbit serum/1%

riton X-100 in PBS) for 1 h to decrease non-specific label-
ng.

Sections were incubated with primary antibody in block-
ng solution at 4 ◦C overnight. After washing, primary antibody
as detected with the biotinylated secondary antibody and the

vidin/biotin system (Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories,
urlingame, CA). Sections without primary antibodies or with pri-
ary antibodies preadsorbed with the corresponding peptide were

rocessed in parallel as negative controls.
U
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.5. Statistical analysis

Western blot densitometric results for each group are presented
s mean ± S.D. Statistical significance between groups was estab-
munohistochemistry in dorsal hippocampus of virgin metestrus (a–l) and lactating
) administration, in pyramidal cells of CA1 region (a, e, i, m, q and u) and CA3 stratus
nd x). ER� is preferentially located in the nuclei of neurons. Bar = 100 �m.

lished with a one-way ANOVA followed by the Bonferroni multiple
comparisons test. p < 0.05 was considered significant.

Positive cell nuclei for ER� immunolabeling count were per-
formed with microscopic images obtained from pyramidal cell
layers in CA1 and CA3 and hilus and granular cell layers in DG
subdivisions of the hippocampus using 40× magnification. Statisti-
cal significance between groups was established with a one-way
ANOVA followed by the Bonferroni multiple comparisons test.
p < 0.05 was considered significant.

3. Results

3.1. Cellular localization and expression assessment of ER˛ in
hippocampal areas
ptors increased expression during hippocampal neuroprotection
mb.2009.02.015

The level of ER� in total protein extracts from dorsal hippocam- 171

pal regions was analyzed by western blot (Fig. 1A). The results 172

showed that during metestrus, there was an increased expres- 173

sion of ER� in the CA1 region as compared with the CA3 region. 174

Decreased expression of ER� was observed in CA3 and DG hip- 175
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western blot in CA1, CA3 and DG hippocampal regions of virgin and lactating rats
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ocampal regions 24 h after systemic kainic acid administration
Fig. 1B).

Lactating rats on day 19 showed a similar expression of ER� to
he metestrus rats in CA3 and DG hipocampal regions, while the
A1 region showed a lower expression of the receptor (Fig. 1A and
). Vehicle treatment did not affect ER� expression. After kainate
reatment, we observed a significant decrease in ER� expression
n the CA3 region as compared with basal conditions and vehicle
reatment (Fig. 1B).

To assess ER� distribution in the hippocampus, we employed
n immunohistochemical approach. ER� was detected at high lev-
ls in the nuclei of pyramidal neurons of the CA1 and CA3 regions
nd the DG granular and hilar neurons in virgin animals during
asal conditions (Fig. 2a–d). After 24 h of vehicle administration, an

ncrease in cytoplasmic ER� in the CA1 and CA3 pyramidal neurons
nd hilar neurons was observed in the hippocampus of diestrus
ats, where immunoreactivity extends into axonal projections of
he neurons (Fig. 2e–h). This change, from preferentially nuclear to
uclear–cytoplasmic distribution of ER�, was prevented by kainate
reatment. The hippocampus of metestrus animals, 24 h after sys-
emic administration of kainic acid, showed a preferential nuclear
attern of ER� distribution, similar to basal conditions (Fig. 2j–l).

Hippocampal regions of lactating animals, in basal conditions
lactating day 19), showed ER� immunoreactivity in pyramidal neu-
on nuclei of the CA1 and CA3 regions and in the nuclei of granular
nd hilar neurons of the dentate gyrus, with slight reactivity in the
ytoplasm (Fig. 2m–p). The nuclear–cytoplasmic distribution pat-
ern of ER� in lactating rats shows no change after vehicle (Fig. 2q–t)
r kainate administration (Fig. 2s–x).

.2. Cellular relocalization and expression changes of ERˇ in
ippocampal areas after kainic acid administration to lactating
ats

Expression of ER� was measured in total protein extracts from
orsal hippocampal regions by western blot (Fig. 3A). Metestrus
ats showed low expression levels in the CA1 hippocampal region
s compared with the CA3 and DG regions under basal conditions.
fter 24 h of vehicle administration, on diestrus day of the oestrous
ycle, we observed an increase in ER� expression in the CA1 region
nd a decrease in the DG region, whereas ER� expression in the CA3
egion was not modified. The systemic administration of kainic acid
nduced a decrease in ER� concentration in the CA1 region while an
ncrease in ER� expression was observed in the DG region (Fig. 3A
nd B).

During lactation, ER� protein in the hippocampus showed sim-
lar levels to those during metestrus, as detected by western blot,
n all the studied areas. Vehicle administration did not affect ER�
xpression in the CA1, CA3 and DG regions of lactating rats. After
4 h of kainic acid administration, a significant increase in ER� pro-
ein levels was detected in the CA1 and CA3 dorsal hippocampal
egions (Fig. 3A and B).

Localization of ER� in dorsal hippocampus in virgin and lac-
ating rats was visualized by immunohistochemistry. Virgin rats
n metestrus day showed a marked perinuclear localization of
R� protein in CA1 and CA3 pyramidal neurons. Additionally,
mmunoreactivity was positive in interneuron strata (data not
hown). In the dentate gyrus, ER� expression showed perinuclear
mmunoreactivity both in granular and hilar neurons (Fig. 4a–d).
reatment with vehicle or kainate did not affect perinuclear distri-
ution of ER� protein (Fig. 4e–l).
U
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The hippocampus of lactating rats under basal and vehicle con-
itions showed perinuclear distribution in the soma of pyramidal,
ranular and hilar neurons of the CA1, CA3 and DG regions (Figs.
m–t and 5A). Immunoreactivity was positive for axonal projec-
ions in the principal strata of the hippocampus. In addition, we

264
D
 after vehicle (V) or kainate (K) administration. A representative western blot of

five independent experiments is shown. (B) Western blot densitometric analysis.
Data represent the mean ± S.D. of five animals/treatment. Metestrus vs. lactation:
*p < 0.05, **p < 0.001; a vs. b: p < 0.05; c vs. d: p < 0.01; e vs. f: p < 0.05; g vs. h: p < 0.01.

observed ER� in interneuronal strata (data not shown). Kainic acid
systemic administration dramatically changed the distribution of
ER� in CA1, CA3 and DG regions (Fig. 5A). About 30% of the cells
in the principal strata of hippocampal regions showed cytoplas-
mic localization of ER� before kainate treatment (Fig. 5B). After
24 h of kainate administration, the principal strata of the hip-
pocampus showed a redistribution of ER� protein from cytoplasmic
localization to a nuclear–cytoplasmic distribution in about 75% of
pyramidal granular and hilar neurons (Figs. 4u–x and 5).

4. Discussion

In the present study we demonstrate that estrogen receptor beta
expression is significantly increased in the CA1 and CA3 regions of
the hippocampus in lactating rats after treatment with kainic acid,
but not in the DG. In contrast, the expression of estrogen receptor
alpha decreased significantly after kainic treatment in CA3, in both
metestrus and lactating rats, and in the DG of the metestrus rats.
In addition, a signicant relocalization of ER� from the cytoplasm
to the nucleus was observed in hippocampal neurons, suggesting
the participation of ER� in neuroprotection against kainic acid cell
death induction in this brain area.

Recently, we reported that the dorsal hippocampus of the
mother is protected against cellular damage caused by systemic
administration of KA, as compared to virgin rats during metestrus
phase of the oestrous cycle, and the mechanisms that participate
in this process are not fully understood [21]. However, the hor-
ptors increased expression during hippocampal neuroprotection
mb.2009.02.015

mones involved in lactation, such as steroid hormones, are thought 265

to participate in this phenomenon. 266

Given that contribution of both estrogen receptor subtypes 267

to neuroprotection in the hippocampus has been demonstrated 268
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Fig. 4. ER� cellular localization in the hippocampus. ER� protein was detected in situ by immunohistochemistry in dorsal hippocampus of virgin (a–l) and lactating (m–x)
rats, under basal conditions (a–d; m–p), and after vehicle (e–h; q–t) or kainate (i–l; u–x) administration, in pyramidal cells of CA1 (a, e, i, m, q and u) and CA3 stratus (b,
f h, l, p
h axona
s In con
f treatm
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ippocampus, ER� immunoreactivity was detected in the perinuclear region and in
trata. The localization pattern of ER� in virgin rats was not affected by treatments.
rom a perinuclear pattern to a nuclear and cytoplasmatic distribution after kainate

20], in the present study we sought to evaluate the changes in
he expression of estrogen receptors alpha and beta in order to
etermine their contribution to the neuroprotection observed in

actating animals against kainic acid cell death induction.
Our finding that ER� was significantly increased in hippocampal

reas after kainate administration is on-line with previous observa-
ions about the important role of this receptor in this brain region.
lthough both ER� and ER� are involved in mechanisms leading to
strogen-inducible neuronal responses, it has been demonstrated
hat they exhibit different signaling responses. The recent and
mportant work of Zhao and Brinton, demonstrated that there is
greater potentiation of physiological glutamate-induced increase

n intracellular Ca2+ exerted by an ER�-selective agonist, suggesting
hat ER� may be more involved than ER� in promoting mechanisms
U
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hat modulate estrogen-inducible neuronal morphological plastic-
ty and memory function [25]. This finding is also consistent with

number of in vivo animal observations, which demonstrate the
mportant role of ER� in regulating neurogenesis and brain devel-
pment [26–28].
, f and x). ER� was found in a perinuclear pattern in virgin rats while in lactating
l projections of pyramidal and granular neurons. ER� was detected in interneuron

trast, in the hippocampus of the lactating rats, a relocalization of ER� was observed
ent. Bar = 100 �m.

In other brain injury models, such as ischemia, it has been
demonstrated that estrogen receptors mediate neuroprotection.
Interestingly, Cimarosti et al. [29] reported changes in the expres-
sion of ER� and ER� in rat organotypic hippocampal slice cultures
treated with estradiol and subsequently exposed to oxygen–glucose
deprivation (OGD). The levels of ER� protein were significantly
reduced after OGD in both vehicle- and estradiol-treated cultures,
whereas ER� was significantly up-regulated in the estradiol-treated
cultures. These findings suggest that estrogen-induced neuropro-
tection against ischemia might involve regulation of ER�, and
consequently, of the genes influenced by this receptor. In a very sim-
ilar way, in the present study we found that while ER� presented
only small changes in expression after treatment with kainic acid
in the hippocampus of normal and lactating rats, ER� was signifi-
ptors increased expression during hippocampal neuroprotection
mb.2009.02.015

cantly up-regulated in the CA1 and CA3 regions of the hippocampus 302

of lactating rats after kainic acid exposure, highlighting the impor- 303

tance of this protein in neuroprotection processes. Furthermore, the 304

major finding of the present work was the fact that ER� presented 305

a relocation from cytoplasm to the nucleus in different areas of the 306
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Fig. 5. Relocation of ER� in hippocampal neurons. (A) Hippocampus of metestrus
rats showed preferential cytoplasmic localization of ER� protein in the principal
strata of hippocampal regions (a and b), and the treatment with kainate did not affect
distribution of the ER� protein (c and d). The hippocampus of lactating rats showed
cytoplasmic distribution in the soma of pyramidal, granular and hilar neurons of the
CA1, CA3 and DG regions (e and f). Interestingly, positive neurons for nuclear ER�
immunoreactivity increased significantly after 24 h of kainic acid administration
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Tg and h). (B) Percentage of positive neurons for nuclear ER� immunoreactivity in

A1, CA3, hilus and DG regions of metestrus (M) and lactating (L) rats. Vehicle (V)
s. kainate (KA) treatment: *p < 0.001. Arrowheads indicate cells with cytoplasmic
taining; arrows indicate cells with nuclear staining.

ippocampus in the lactating rats after kainic acid administration,
ndicating the possibility that ER� may acquire some new functions
uring excitotoxicity (Fig. 5).

Furthermore, other studies on estrogen-mediated neuroprotec-
ion in the hippocampus of post-ischemic adult macaque monkeys
howed that ER� was present in control CA1 pyramidal neu-
ons, decreasing after ischemia. In contrast, ER� immunoreactivity
ncreased remarkably in the radiate and molecular layers of the CA1,

here it was present in astrocytes and microglia. ER� was neg-
igible in both control and post-ischemic monkeys. These results
uggest that ER� is the major receptor responsible for the direct
strogen actions on the monkey hippocampus [30].

The Bcl-2 protein family has been implicated in the regulation
f apoptosis [31]. Bcl-2 is the main antiapoptotic protein, and it has
een shown to be involved in maintaining cellular viability in the
rain [32]. Early observations about the role of Bcl-2 expression

n experimental brain injury models were described by Nakamura
33]. The neuroprotective actions of ER� and more recently of ER� in
europrotective models include regulation of Bcl-2 protein expres-
ion [34,35]. Recent results from our group showed increased Bcl-2
mmunolabeling in CA1 in the hippocampus, cerebral cortex (Ctx),
U
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nd piriform cortex (Pyr ctx) in lactating rats suggesting that Bcl-
protein participates in the protection against damage induced

y KA [21]. However, more studies are necessary to confirm this
bservation and to determine the role of estrogens in this pathway.
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The overall results of our study indicate that changes in the
expression and relocalization of ER� from the cytoplasm to the
neuronal nucleus, occurring during excitotoxicity by kainic acid
treatment in lactating rats, may be involved in neuroprotection
observed in the hippocampus, and further support the idea that this
receptor plays a major role in neuroprotection in this brain region.
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