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RESUMEN

La experiencia reproductiva induce modificaciones morfolégicas y funcionales en diversas
areas del cerebro de la hembra en los mamiferos. Durante la fase de lactancia, las
hormonas y el estimulo de succién, tienen un papel preponderante en los procesos de
plasticidad cerebral de la madre. Estudios previos de nuestro grupo han documentado que la
lactancia protege al hipocampo dorsal de la rata contra dafio excitotdxico inducido por la
administracion sistémica o intracerebral de acido kainico (AK), en comparacion con ratas
virgenes en diestro. La lactancia se caracteriza por fluctuaciones hormonales altas,
principalmente; prolactina, oxitocina, estrogenos, progesterona y corticosteroides. En el
presente estudio nos interesd determinar si la ausencia de hormonas ovaricas durante la
lactancia incrementaba el dafio excitotdxico en el hipocampo dorsal de la rata lactante. Para
ello, se utilizaron ratas lactantes ovarectomizadas (OVX) el dia dos post parto o intactas
(SHAM) y fueron inyectadas el dia 15 post parto con una unica dosis sistémica de 7.5 mg/kg
p.c de AK y con su vehiculo correspondiente. El dafio celular fue determinado en las areas,
CA1, CA3 y CA4 del hipocampo por conteo del numero de células tefiidas con la tincion de
NISSL.

Los resultados mostraron que el dafio excitotdxico causado por el AK fue mayor en las ratas
lactantes OVX, ya que el numero de células en las diferentes regiones del hipocampo
analizadas (CA1, CA3 y CA4) fue menor en las ratas OVX-AK, en comparacion con el grupo
de las ratas intactas (SHAM). Por otro lado, los grupos que recibieron unicamente solucion
salina (SHAM-SAL), no mostraron diferencias significativas entre ellos.

Los resultados obtenidos mostraron que la pérdida celular en las regiones analizadas del
hipocampo de ratas lactantes ovarectomizadas OVX-AK fue similar al de las ratas virgenes
en la fase de diestro tratadas con AK (Virgen-AK). Estos resultados sugieren que las
hormonas ovaricas, en efecto, participan en el fenomeno de neuroproteccion durante la
lactancia, ya que la falta de exposicion a las hormonas ovaricas en esta fase, hizo mas

vulnerable al hipocampo de las hembras ante la lesion excitotdxica.

Financiado por PAPIIT-UNAM IN 202812 y CONACYT 128090.
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I. INTRODUCCION.

Durante la experiencia reproductiva se generan modificaciones anatdémico-funcionales en el
cerebro de las hembras de los mamiferos. Estos cambios inician con la fecundacion y
finalizan con el destete [1]. Las modificaciones que se llevan a cabo en el cerebro de la
madre, favorecen un mejor desempeno y adaptacion para el cuidado de la progenie durante
las primeras etapas del desarrollo [2]. Los cambios adaptativos que se presentan durante la
maternidad incluyen modificaciones fisiolégicas, anatémicas y conductuales, dando como
resultado la aparicion de conducta maternal y lactogenesis (lactancia). Los cambios
endocrinos mas importantes, se presentan durante el embarazo y la lactancia. Estos
cambios en las concentraciones hormonales, implican a las hormonas esteroideas (como
estrégenos, progesterona y cortisol), y a las hormonas peptidicas (como la prolactina y
oxitocina) [3, 4]. La alta fluctuacion de hormonas, genera procesos de neuroproteccion como
parte de la plasticidad cerebral que se lleva a cabo durante estos periodos [5]. En este
sentido, las mayores modificaciones estructurales y funcionales que se dan en el cerebro de
la madre, ocurren durante la lactancia debido a la estimulacion de succion brindada por la
progenie, generando a su vez los altos niveles hormonales. La lactancia representa un
estado en donde sefiales internas desencadenan una reorganizacién sistematica, que es
mantenida por estimulos aferentes (entrada), incluyendo la succién, produciendo respuestas
eferentes (salida) adaptativas. El trabajo de plasticidad en el cerebro materno se ha centrado
en el hipotadlamo y estructuras limbicas asociadas con la fisiologia de la lactancia [6, 7]. Las
alteraciones morfolégicas inducidas por la lactancia incluyen remodelacién de la estructura
celular en los nucleos del hipotalamo y otras areas del cerebro especialmente del sistema
limbico, en donde los cambios funcionales incluyen una gran variedad de modificaciones
relacionadas con la neurotransmisién, estrés, ansiedad, desempefio cognitivo como el
aprendizaje y memoria, y particularmente aquéllas relacionadas con la conducta maternal [8,
9]. A raiz de esto, estudios recientes han examinado los cambios dinamicos y las
consecuencias de éstos en el cerebro materno, especialmente en el hipocampo. De la
misma manera, estudios previos de nuestro grupo han demostrado que el hipocampo dorsal
de la rata lactante es menos sensible ante el dafio excitotoxico por la administracion de

acido kainico [10, 11].



1.1 Conceptos Teodricos

1.1.1 Lactancia
«Creo que mejor me dedicaré a estudiar el otro misterio

mds grande de la humanidad: la mujer»

DR. EMMETT BROWN.

La lactancia es la fase final del ciclo reproductivo de los mamiferos, y es un estado
fisiolégico hiperprolactinémico y transitorio que tiene como finalidad proporcionar
alimentacioén y un desarrollo sano a las crias recién nacidas [3]. La lactancia en las hembras
de los mamiferos se presenta posterior al parto y es generada por factores endocrinos
(secrecion de hormonas) y externos (estimulacion de las crias). Este periodo es fundamental

para la vida y supervivencia de las crias y por lo tanto, de la especie misma [4].

La lactancia es una de las caracteristicas mas importantes dentro del desarrollo de la
conducta materna debido a que es exclusiva de las hembras. Durante este periodo los
factores endocrinos y exteroceptivos, generan modificaciones anatémico-funcionales en el
cerebro de la madre con la finalidad de promover el cuidado y produccion de leche para la
progenie [4]. Las hembras de los mamiferos, desde los roedores hasta los humanos, pasan
por importantes cambios fisioldgicos y conductuales durante su ciclo reproductivo. El ciclo
reproductivo comprende varias fases estrechamente relacionadas como son: la gestacion, el
parto y la lactancia. La transiciéon entre estas fases implica que, lo que antes era un
organismo dedicado a satisfacer unicamente sus necesidades y ver por su supervivencia,
ahora necesita adaptarse a las demandas de su progenie y redirigir todos sus recursos
disponibles para procurar la supervivencia de la misma [3, 4]. Tales adaptaciones conllevan
a cambios en la fisiologia general de la madre, en especial, en aspectos metabdlicos,
neuroendocrinos y conductuales [12-14]. Asimismo, antes del nacimiento, el consumo
energético de la madre es mayor que el del macho para proveer de los recursos suficientes
a la progenie durante la lactancia. En los roedores, las hembras prefiadas, aumentan su
ingesta diaria de calorias en un rango de 18% a 25% comparado con el de los machos o

hembras virgenes [1].

En los mamiferos, el gasto energético en las hembras alcanza su pico maximo durante la
lactancia alcanzando de 2.5 a 5 veces mas, en comparacion con las hembras que no se
encuentran en estado de reproduccién. Ademas su ingesta cal6rica se incrementa en un

200%, dependiendo parcialmente del tamafio de la camada [1]. Los primeros cambios en los



factores endocrinos y fisiolégicos durante el ciclo reproductivo de la hembra son iniciados
primeramente, por la fecundacion e implican principalmente a las hormonas esteroideas
como son los estrégenos, la progesterona, el cortisol y también a las hormonas peptidicas;
oxitocina y prolactina que preparan a las glandulas mamarias para la lactancia. Durante la
lactancia la madre también se encuentra expuesta a un ambiente enriquecido ya que las
crias durante este periodo mantienen estimulando todos sus sentidos [4]. Las hembras
lactantes pueden mostrar cambios fisiolégicos marcados como hipertrofia en el higado,
rinones, 6rganos del tracto digestivo, ademas de afectar la fecundidad a través de varios
mecanismos [15, 16]. De la misma manera, la estimulacion en los pezones de la madre
genera cambios hormonales que prolongan el periodo post-lactante de anestro e impide una

siguiente prenez [110].

La lactancia es sin duda uno de los procesos mas importantes en la vida de cualquier
mamifero ya que al nacer depende totalmente de la alimentacién brindada por la madre.
Esta alimentacion, proporciona diversos nutrientes y sustancias bioactivas como factores de
crecimiento, proteinas, hormonas y péptidos biolégicamente importantes para el crecimiento
de la progenie que se transmiten a través de la leche [17, 18]. Estos factores que se
encuentran en la leche durante este periodo son mayores a diferencia de los que se
encuentran en el plasma materno[19]. Algunos de estos nutrientes son transportados a la
leche por medio de la circulacion sin sufrir cambios en su estructura y otros al parecer son
modificados a través de glicosilacién, fosforilacidon y protedlisis, dentro de la glandula
mamaria (Tabla 1). Estas concentraciones elevadas de factores de crecimiento en la leche
son relevantes por tres aspectos; 1) Los factores bioactivos de la leche pueden influir en el
desarrollo/funcion de la gandula mamaria. Por ejemplo, las concentraciones altas de factores
de crecimiento insulinico (IGFs) en las glandulas mamarias, coincide con el desarrollo y
crecimiento de éstas durante el final del embarazo, 2) el mantenimiento y el cese de la
lactancia, esta fuertemente influenciado por factores de crecimiento presentes en las
secreciones mamarias, 3) las sustancias bioactivas de la leche, funcionan transfiriendo
nutrientes en la regulacién de crecimiento y diferenciacion de varios tejidos en los neonatos
[19]. La produccién y expulsién de leche depende parcialmente de factores endocrinos para
que se pueda llevar a cabo. Dentro de estos factores endocrinos u hormonales se encuentra
la prolactina y la oxitocina, que son hormonas producidas y secretadas por la adenohipodfisis
[17]. Con base en esto y considerando la diversidad bioldgica de las especies de mamiferos
existentes, podemos decir, que la lactancia es uno de los procesos mas importantes tanto en

la ontogenia como en la filogenia de los mamiferos.



®  Prolactina (PRL), hormona del crecimiento (GH),

Hormona estimulante de la tiroides (TSH),

®* *Hormonas hipofisiarias Hormona foliculo estimulante (FSH), Hormona
Luteinizante (LH), Adrenocorticotropina (ACTH),
Oxitocina.

®*  *Hormonas esteroideas ®  Estradiol, Estriol, Progesterona, Testosterona,

corticosterona, Vitamina D.

® Hormona estimulante de la tiroides (TRH),

Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH),
®* *Hormonas hipotalamicas Factor inhibidor de Prolactina, Factor liberador de|
prolactina, Hormona liberadora de la hormona de

crecimiento (GRF).

* *Péptidos gastrointestinales ®  Gastrina, bombesina, péptido inhibitorio gastrico,

sustancia P, Neurotensina.

®* *Factores de crecimiento ®  Factores de crecimiento insulinico (IGFs).

®* *Hormonas tiroideas y paratiroideas ® T3, T4, rT3, Calcitocina, PHT.

®*  *Otros ®  Prostaglandinas (PGE), cAMP, cGMP,

Eritropoyetina.

TABLA 1. Sustancias bioactivas en la leche. Se muestran las principales sustancias que se
encuentran dentro de la leche, todas ellas importantes para el fortalecimiento y

crecimiento de la progenie. (Modificado de Grosvenor y cols., 1992).

Dada la reorganizacion anatémica y funcional en el cerebro de la hembra de los mamiferos
durante el ciclo reproductivo, éste se ha considerado un modelo natural de plasticidad
morfolégica, neuroquimica, y funcional del SNC. A raiz de estos eventos, existe una
remodelacion en areas cerebrales que regulan el aprendizaje, la memoria, la agresividad
(para proteccién de la camada), conducta depredadora, la respuesta neuroendocrina al
estrés y al miedo, dando como resultado una atenuacién en éstos ultimos dos. De la misma
manera, se ha demostrado que algunos de estos cambios que le confieren ventajas
cognitivas a la madre persisten a largo plazo, aun cuando la hembra ha llegado a la vejez.

Esta etapa, es un ejemplo del fendmeno conocido como plasticidad cerebral [4, 20].



1.1.2 Plasticidad Neuronal

«Ciencia es el largo camino que recorremos para aprender
a no enganarnos a nosotros mismos»

RICHARD FEYNMAN.

El sistema nervioso tiene propiedades para adaptarse a los cambios generados en el medio
ambiente y en el mismo organismo, dentro de estas propiedades se encuentra la “plasticidad
neuronal” [20].

La plasticidad es la propiedad o capacidad intrinseca del sistema nervioso (SN), de generar
cambios bioquimicos, moleculares, celulares, estructurales y funcionales con la finalidad de
adaptarse a las variaciones del medio ambiente y minimizar los efectos aversivos en caso de
una lesion y/o envejecimiento [20]. El término plasticidad fue dado por primera vez por el
Psicélogo Americano William James al referir la susceptibilidad de modificacién de la
conducta humana, refiriéndose mayormente a modificaciones conductuales [21].

El cerebro es la fuente de la conducta humana, su estructura es influenciada por cambios
ambientales, por la experiencia y también por modificaciones psicoldgicas, entre otras. En
otras palabras, estas modificaciones son similares a los mecanismos que se presentan a lo
largo del desarrollo ontogénico o al momento de adquirir un nuevo aprendizaje. De esta
manera, todos los cambios que se generen en las aferencias (entrada) de cualquier sistema
neuronal, aunado a los objetivos o demandas de las conexiones eferentes (salida) van a

llevar a que el sistema presente una reorganizacion en sus redes neuronales.

Este tipo de cambios 6 reorganizacién pueden ser demostrables en niveles conductuales,
anatémicos, fisioldgicos, celulares y moleculares [20]. Los procesos neuronales que se
engloban dentro de la plasticidad neuronal son; crecimiento dendritico, arborizacion,
sinaptogénesis, neurogénesis, cambios en las funciones de las células gliales y mecanismos

de proteccién neuronal (neuroproteccion) [2, 20, 22].

De la misma manera, el desarrollo de nuevas tecnologias ha brindado la ventaja de poder
estudiar este fendmeno en diferentes niveles y enfoques experimentales, los cuales pueden
ser: farmacoldgico, fisiolégico, bioquimico, conductual, inmunolégico y molecular
(Brailowsky, 1998). Sin lugar a dudas, la plasticidad es una forma en que nuestro organismo
y principalmente el cerebro nos muestra su capacidad para realizar modificaciones en sus

funciones y compensar en un momento dado danos en el mismo [22]. Otro factor importante,



es que el cerebro tiene la capacidad de protegerse a si mismo para aminorar dainos en un
momento determinado. Se piensa que el estudio de estos mecanismos protectores ayudaria
en gran forma a entender y explicar los procesos de muerte neuronal que se generan en

diversas enfermedades neurodegenerativas.

Una de las formas como se hace mas evidente la plasticidad es cuando ocurre una lesion
cerebral, enfocandose a atenuar las consecuencias de la lesion. Sin embargo, la plasticidad
cerebral es un proceso que se encuentra activo durante toda la vida, generando cambios
que favorecen la adaptaciéon ante situaciones novedosas. Este mecanismo, puede
observarse a cualquier edad y varia segun el ambiente, género y estado fisioldgico o

endocrino del organismo; un ejemplo claro de esto, es la lactancia [2, 20, 23].

1.1.3 Plasticidad del hipocampo en la lactancia

Como ya se mencioné anteriormente, la transicion a la maternidad que se lleva a cabo en las
hembras de los mamiferos, genera una serie de adaptaciones neurobiolégicas para poder
satisfacer las necesidades que les impone su descendencia. En algunas cepas de roedores,
se han observado modificaciones conductuales durante estos periodos, acompanadas de
cambios en ciertas areas del cerebro como el hipocampo, amigdala e hipdfisis, generando
neuroplasticidad mas alla de las alteraciones hipotalamicas esperadas [2]. Los cambios en el
hipotalamo, incluyen cambios conductuales en la madre y cambios en el volumen celular del
area preoptica medial, asi como una reorganizacion de las células oxitocinérgicas de los
nucleos supraoptico y paraventricular durante el embarazo y la lactancia. Ademas, atenua la
respuesta al estrés y a la ansiedad [14, 24].

Por otra parte, el hipocampo es una de les estructuras implicitas en procesos cognoscitivos,
principalmente, en el aprendizaje y la memoria. Diversos estudios han reportado, que
durante la maternidad se genera una modificacién en la concentracion de las espinas
dendriticas en el area CA1 del hipocampo [9]. De la misma manera, se observa un mejor
desempefio en tareas de aprendizaje espacial y una disminucidn en marcadores de

envejecimiento neuronal [24].



1.1.4 Neuroproteccion

« El cerebro es mi segundo drgano en importancia.»

WOODY ALLEN

Uno de los procesos neuronales englobados dentro de la plasticidad neuronal del SNC es el
de la proteccion neuronal o neuroproteccion. Se piensa que este mecanismo se ha
desarrollado a lo largo de la evolucion y tiene como funcién principal la proteccion y

adaptacion ante factores dafinos [20].

La neuroproteccion ha sido definida como el conjunto de mecanismos celulares dirigidos a
prevenir, limitar o aminorar las lesiones que se puedan desencadenar como resultado de
algun dafo o muerte neuronal [25]. Estos mecanismos les permiten a los organismos
cambiar su medio interno para poder adaptarse de manera mas facil y rapida al medio
externo; dentro de estos mecanismos se encuentran los factores enddégenos
neuroprotectores. Esto es un claro ejemplo del tipo de ajustes que los organismos realizan

para evitar o aminorar algun dafo.

Los factores de neuroproteccion varian en menor o mayor grado, dependiendo de diversos
factores como el ambiente, la edad, el género y el estado fisiolégico del organismo. Este
ultimo, es muy evidente en el caso de las hembras de los mamiferos, ya que dentro de su
ciclo reproductivo presentan fluctuaciones hormonales y cambios fisiolégicos derivados de
las diferentes etapas del mismo. Existe evidencia de que algunas hormonas, como el caso
de los esteroides ovaricos y hormonas peptidicas, otorgan proteccion neuronal al disminuir
las consecuencias de una lesion cerebral por hipoxia/isquemia o lesién traumatica y dafo
excitotéxico [10, 11, 26].

Durante el ciclo reproductivo de los mamiferos, se sabe que la gestaciéon y la lactancia
ofrecen una proteccién significativa ante factores de dafno como la excitotoxicidad y estrés
[5, 10, 27-30].



1.1.5 Excitabilidad Neuronal y Excitoxicidad

«La ciencia es la estética de la inteligencia»

BACHELARD GASTON

Sin duda alguna, la comunicacién neuronal es basica y de gran importancia para los
procesos que se llevan a cabo en el SNC. La comunicacion que se genera entre las
neuronas depende de la excitabilidad de cada una de ellas y de la interaccién con su medio
externo [31].

Para que se lleve a cabo esta comunicacion, es necesario que se realicen diversos procesos
que involucran el intercambio de iones (moléculas cargadas eléctricamente) entre el medio
externo e interno de la célula. Este intercambio de iones se encuentra mediado por un
equilibrio entre dos fuerzas opuestas: la difusion y la presion electrostatica (gradiente
electroquimico [110].

El equilibrio que se presenta es dinamico, debido a que la concentracion de los iones entre
el medio extracelular e intracelular son diferentes, es aqui donde la presion electrostatica y la
difusién juegan su papel equilibrando el intercambio de estos iones a través de la membrana
celular. Por otro lado, la célula cuenta con mecanismos propios que ayudan en este
equilibrio como las proteinas que trabajan a partir de ATP, llamadas bombas ATP-asas. Los
principales iones implicitos en este proceso son algunos de los aniones organicos que se
encuentran dentro de la célula, el potasio (K+), el sodio (Na+), el calcio (Ca+), el cloro (Cl-) y
en casos particulares el magnesio (Mg+). Todos estos iones se encuentran en mayor o

menor concentracién dentro y fuera de la célula (Fig. 1a).

Los cambios de concentracion de los iones a través de la membrana se expresan como
energia eléctrica; esta energia generada, es expresada en milivoltios mV (milésimas de un
voltio). La energia se genera debido a que existe una diferencia de carga entre el interior de
la célula y el exterior; en el interior de la célula se encuentra una carga negativa de -70mV
aprox. con respecto al medio extracelular. A esta carga negativa dentro de la célula se le
conoce como “potencial de membrana en reposo”. Este término de potencial hace referencia
a que existe una fuente de energia almacenada, que en este caso, es energia eléctrica; para

ejemplificar éste término o principio imaginemos la funcién que tiene una pila.



El rompimiento del equilibrio entre el medio intracelular (carga negativa) y extracelular (carga
positiva) genera un cambio en la polaridad en la membrana de la célula, debido a que la
membrana se vuelve mas permeable, permitiendo pasar los cationes dentro de la célula y
los aniones fuera de ella, esto a su vez, vuelve el interior de la célula positivo y el exterior
negativo por un momento, debido a la difusion y a la presién electrostatica. A este cambio de
corrientes entre el interior de la célula y el exterior se le conoce como potencial de accion
[31].

El potencial de accién solamente se puede llegar a producir si la membrana recibe un
estimulo lo suficientemente fuerte para generar una carga positiva dentro de la célula, dando

como resultado el intercambio de iones del medio extracelular al intracelular (Fig. 1b).
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FIGURA 1. a) Concentracién de iones en ambos lados de la membrana. E1 equilibrio
en la concentracién de iones en ambos lados de la membrana, se mantiene gracias a
la difusién y a la presidén electrostdtica dando como resultado un potencial de
carga llamado, potencial de membrana en reposo. La concentracién estable de iones
(valores dado en mM= milimolar) a ambos lados de la membrana dard lugar al
potencial de membrana en reposo. b) Si los cambios del voltaje en la célula son
pequenos (potencial post-sindptico excitatorio), despolarizan de forma incompleta
la membrana dando una propagacion de voltaje pasiva sufriendo una atenuacioén en el
tiempo (inicios fallidos); si por el contrario el estimulo sobrepasa el umbral, se
produce el potencial de accién. (Modificado de Alberts, 2006).

Los mecanismos en la generacion de los potenciales de accion involucran la apertura de
canales idnicos (canales con un ion6foro) en donde se generan diferentes tipos de corrientes
i6nicas, principalmente las de Na+, K+, Cl- y Ca+. Las corrientes de Ca+ son de suma
importancia debido a que el ingreso de Ca+ al citosol a través de éstos canales ionicos,

actua como una sefal que desencadena procesos intracelulares, como la secrecion de
moléculas de sefRalizacion.



Cuanto menor sea la concentracion basal de Ca+ libre en el citosol, mayor sera la
sensibilidad de la célula a un aumento del nivel citosdlico de Ca+. Las células eucariontes
(como las neuronas), en general mantienen una concentracion citosolica de Ca+ libre muy
reducida (10-7 mM) en contraste con una concentracion de Ca+ extracelular mucho mayor
(1-2 mM) (véase Fig. 1a). Esta concentracion se logra en gran medida por medio de bombas
de Ca+ impulsadas por ATP localizadas en la membrana plasmatica y en la membrana del
reticulo endoplasmatico que bombean activamente Ca+ desde el citosol hacia el exterior de
la célula [110]. Estas bombas permiten mantener los niveles 6ptimos de dicho catién, ya que
si los niveles de Ca+ aumentan debido a una sobre estimulacién, mas alla de excitar a la
neurona, ésta sufrira desintegracién del reticulo endoplasmatico, detoxificacién, liberando
téxinas como especies reactivas de oxigeno 6 bien sufrira disfuncion mitocondrial, seguida
de apoptosis y necrosis [32].

Como se menciond anteriormente, para que un potencial de accién se lleve a cabo, los
cationes deben traspasar la membrana a través de canales como resultado de un
desequilibrio en el gradiente electroquimico o bien, por la uniéon de un ligando a su receptor

(un neurotransmisor, por ejemplo).

El principal ligando excitador en el sistema nervioso central (SNC) es el glutamato. El
glutamato es un aminoacido que debido a su polaridad no puede atravesar la barrera
hematoencefalica y por consiguiente solamente es sintetizado en el SNC a partir del acido
gamma-aminobutirico GABA. La sintesis y metabolismo del glutamato depende de la
activacion de dos receptores, acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
(AMPA) y kainato, y uno metabotropico (receptor metabotrépico de glutamato) en las
interacciones entre terminales nerviosas y células gliales (astrocitos). La liberacién de este
neurotransmisor es dependiente de Ca+ y su inactivacién se produce principalmente por la
captura dependiente de Na+. Las excesivas cantidades de neurotransmisores excitatorios
como el glutamato desencadenan mecanismos de muerte neuronal debido a la
sobreexcitacion, esta accién ha sido determinada como excitotoxicidad por glutamato. El
término excitotoxicidad fué originalmente utilizado en referencia a la capacidad del glutamato

y sus agonistas para intervenir en procesos de muerte neuronal [33, 34].

En otras palabras, el término excitotoxicidad puede ser definido como el dafo neuronal

causado por la sobre-activacion de los receptores excitatorios, principalmente AMPA y
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kainato [35-37]. Asi como la prolongada activacion de los receptores N- Metil-D-aspartato
(NMDA) que permiten un incremento en el influjo de Ca+ hacia el interior de la célula.

Existen muchos estudios donde se sugieren que la excitotoxicidad mediada por receptores
glutamatérgicos puede ser la principal caracteristica de patologias y degeneracion
incluyendo enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, y Huntington
[32]. Los receptores AMPA y kainato estan presentes, con una distribucién heterogénea en
las dendritas de las neuronas piramidales del hipocampo. Se conoce que la administracion
sistémica o intracerebral de AK (un agonista glutamatérgico) a roedores causa muerte de
neuronas piramidales en las regiones hipocampales CA1 y CA3. Uno de los datos
importantes es que la distribucion especifica de los receptores AMPA/Kainato y NMDA en el
hipocampo son factores importantes en la susceptibilidad selectiva de neurodegeneraciéon en

estas neuronas debido a la permeabilidad de Ca+ [38].

11



1.1.6 Daino Neuronal

«Todo hombre puede ser, si se lo propone, escultor de su propio cerebro. »

SANTIAGO RAMON Y CAJAL

Existen diversos factores que pueden desencadenar procesos de dafo cerebral durante el
paso del tiempo, estos factores pueden ser de diversa procedencia causando alteraciones
estructurales o fisiolégicas en el SNC. Debido a esto, es importante estudiar y conocer estas
alteraciones o enfermedades ya que tienen una elevada incidencia en el mundo. Entre estas
alteraciones se incluyen las enfermedades neurodegenerativas, los accidentes cerebro-
vasculares (falta de irrigacién sanguinea), los traumatismos cerebrales, las lesiones en la
médula espinal, la fiebre y el estrés, entre otros. De la misma manera también existen

factores que dafan al SNC al comprometer el aporte de oxigeno (hipoxia/isquemia).

Como resultado de estos factores de dano neuronal, se pueden identificar dos patrones de
dano posteriores a episodios destructivos: un dafo primario, como consecuencia temprana
del episodio patoldgico, y una degeneracion neuronal secundaria (DNS) . Esta DNS consiste
en un grupo de episodios patoldgicos que inducen la degeneracion tardia en células que no
fueron afectadas por el dafio primario o que sélo fueron parcialmente danadas. La DNS es
proporcional al dano que se da en primera instancia (dafio primario). El dafio neuronal
primario inicia un proceso de degeneracion y muerte celular con la liberacion de mediadores
quimicos al entorno extracelular. Se describe, que incluso después de la interrupcién del
estimulo desencadenante de dafio neuronal primario, puede seguirse produciendo dafo a
las neuronas aledafias debido a la liberacion de estos agentes toxicos liberados por las
primeras [39]. Estos agentes tdxicos son principalmente sustancias que se encuentran
dentro del nucleo de la célula danada. Un ejemplo de esto es, el caso de la hipoxia en donde
se genera una disminucién en la concentracion de oxigeno en los tejidos, provocando
muerte celular. Otro ejemplo de esto son las isquemias cerebrales; la isquemia se
caracteriza por una merma transitoria 0 permanente de irrigacion sanguinea teniendo como
consecuencia, la generacién de procesos hipoxicos y de excitotoxicidad por la sobre-
activacién de receptores excitatorios liberando glutamato y especies reactivas de oxigeno
(ROS), dando como resultado final, muerte tisular por la activacion de los mecanismos

celulares que desencadenan necrosis y apoptosis.
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Como se menciond previamente, el glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el
SNC, se encuentra involucrado en funciones cognitivas superiores como el aprendizaje y un
tipo de memoria a largo plazo representada por un fenémeno conocido como potenciacion a
largo plazo. Uno de los aspectos importantes en la regulacién de éste aminoacido es que si
se llega a presentar un desequilibrio en sus acciones, puede llevar a procesos excitotoxicos
que contribuyen a una gran variedad de condiciones neurodegenerativas. Esto debido a que
las concentraciones elevadas de glutamato pueden inducir lesiones toxicas en neuronas que
podrian asociarse a varias enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis lateral
amiotréfica, Huntington y muy probablemente también Alzheimer. La comprension de este
tipo de mecanismos de muerte neuronal durante el desarrollo de cuadros patologicos, nos
puede brindar informacion para favorecer el mecanismo de la neuroproteccion y

eventualmente generar mejores estratégias en la reparacion del Sistema Nervioso.

13



I.2. Hipocampo

«Cada uno tiene el mdximo de memoria para lo que le
interesa 'y el minimo para lo que no le interesa»

ARTHUR SCHOPENHAUER

El hipocampo es una estructura que forma parte del sistema limbico localizada en la parte
medial e interna del I6bulo temporal bajo la superficie cortical. Por otro lado, forma parte de
un conjunto de regiones que en conjunto dan lugar a la formaciéon hipocampal [40]. Este
conjunto de regiones son de suma importancia ya que se encuentran implicadas en

procesos cognoscitivos como el aprendizaje y la memoria [41].

La formaciéon hipocampal esta compuesta por cuatro regiones de la corteza relativamente
simples. Estas incluyen: 1) La corteza entorrinal, 2) la circunvolucién dentada, (6 giro
dentado) 3) el hipocampo, que esta compuesto por subdivisiones conocidas como: CAf1,
CA2, CA3 y CA4, ademas del complejo subicular, que a su vez también esta dividido en 3
partes: a) subiculo, b) presubiculo y c) parasubiculo [42]. El hipocampo esta en intima
relacion anatémica y funcional con la corteza entorrinal (CE). En los roedores esta region se
encuentra dividida en subdivisiones medial y lateral [40]. La formacién hipocampal en la rata
es una estructura que mide aproximadamente 1.2 cm?. Su ubicacion obedece a dos ejes, el
longitudinal en forma de “C” limitandose rostro-dorsalmente con el septum pasando por
detras y a lo largo del diencéfalo, este gran eje corre en direccion septo-temporal. En el eje
transversal es donde se encuentra el giro dentado en su extremo proximal y el surco rinal en
el extremo distal. El hipocampo se pliega hacia arriba y hacia adentro en la porcion interna
de la corteza temporal para formar la superficie ventral del asta anterior del ventriculo lateral.
Un extremo limita con los nucleos amigdalinos y uno de sus bordes se fusiona con la
circunvoluciéon parahipocampica, que forma la superficie de la corteza ventromedial del
I6bulo temporal [11, 43] (Fig. 2).
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a) b)

Eje transversal

Eje Longitudinal.

Fig. 2. Ubicacién de la formacién hipocampal. a) Se muestran los
ejes longitudinal y transversal y b) los limites septal, giro
dentado, surco rinal y lébulo temporal de la FH en la rata.
(Modificado de Amaral, 1989).

El hipocampo tiene una forma de C en un corte coronal, el contorno del mismo semeja un
cuerno de carnero y por eso en ocasiones, es llamado cuerno de Ammon, que es el nombre
de una deidad Egipcia con cabeza de carnero [44]. Una de las caracteristicas particulares de
la formacién hipocampal, es que cada campo se vincula a través de proyecciones
excitatorias unidireccionales (Fig. 3 A).

Los trabajos pioneros de Ramoén y Cajal, Lorente de N6 y algunos trabajos de degeneracion
mediante la técnica de Golgi, dieron a conocer que la corteza entorrinal es una de las
regiones de la formacién hipocampal que juega un papel muy importante por su funcion [42,
45, 46]. Estos estudios demostraron, que a partir de la corteza entorrinal se origina una
proyeccion hacia el giro dentado y posteriormente al hipocampo a través de una via que se
conoce como “via perforante”. Este tipo de estudios mostraron que las fibras que emanan de
la corteza entorrinal contindan viajando principalmente a través de un haz compacto que
Ramoén y Cajal llamé “haz angular”. Las fibras de la via perforante viajan dorsalmente y
hacen un giro dentro de un plano transversal, perforando la lamina piramidal del subiculo
hasta entrar al giro dentado y posteriormente al hipocampo. Estas fibras se distribuyen
dentro de la capa molecular del giro dentado, del estrato hipocampal y del la capa molecular
del subiculo [47-49]. La CE tiene a su vez, interconexidon con muchas otras partes de la
corteza cerebral. Por ello, se ha propuesto que la CE sirve como la principal interface entre

el hipocampo y otras partes del cerebro [40, 50, 51] (Fig. 3 B).
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Fig. 3. A) Microfotografia de una seccion horizontal de la formacién hipocampal de
la rata. La formacién del hipocampo se compone de cuatro regiones distintas en su
citoarquitectura: a)la corteza entorrinal (CE), b) el giro dentado (DG), c) el
hipocampo (dividido en campos CA4, CA2, CA3 y CAl) y el complejo subicular que se
subdivide en; d) subiculo (S), e) presubiculo (PrS) y el f)parasubiculo (PaS). B)
Una de las caracteristicas principales de la formacién hipocampal es que cada uno
de sus campos se relacionan mediante proyecciones excitatorias unidireccionales.
(Modificado de Amaral et al, 1989).

Por otro lado, el giro dentado se divide en tres capas: la capa molecular, en donde se
originan las fibras musgosas, la capa de las células granulares que son el principal tipo de
células del giro dentado y por ultimo, una capa profunda o polimérfica formada
principalmente por una variedad de interneuronas [52]. Las células del hipocampo son
neuronas piramidales que se agrupan en una capa morfoldgicamente estrechamente
relacionada. En lo profundo de la capa de las células piramidales se encuentra el “stratum
oriens” en donde las dendritas basales de las células piramidales descienden y coexisten
con una serie de neuronas no piramidales [40]. La region en que se encuentran las dendritas
apicales de las células piramidales se divide en un estrato mas profundo el radiatum y un
estrato superficial el lacunosum-moleculare [42]. Justo a la altura de CA3, la region que se
localiza por encima de la capa de las células piramidales, contiene las fibras musgosas del
giro dentado y se llama estrato lucido (Fig. 4). Las células piramidales de CA3 tienen
axones de asociacion colaterales que proyectan dentro de CA3 y dan lugar a la mayor

entrada de CA1, las llamadas colaterales de Schaffer [53].
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Figura 4. Las regiones del hipocampo. Diagrama del hipocampo que muestra las dos
neuronas principales del hipocampo Piramidales y Musgosas asi como el stratum
oriens (OR), el stratum radiatum (RD), el stratum lacunosum (LC) y el stratum

piramidales. (SP) de la regién del hipocampo que proyectan de CA3 hacia CAl
(Modificado de Berberich et al, 2005).
Como ya se mencioné anteriormente, en la formacién hipocampal el flujo de informacion es
en gran medida unidireccional dando muchas veces la idea de un circuito cerrado. Este flujo
de informacion se lleva a cabo con senales que se propagan a través de una serie de capas
de células empaquetadas. Este flujo de informacion comienza primero en el giro dentado,
mandando sus aferencias a la capa de células piramidales localizadas en CAS3,
posteriormente, esta informacion viaja a través de las colaterales de Schaffer hasta la capa
continua localizada en CA1, ésta informacién entra al subiculo y sale para llegar de nuevo a

la CE (Fig. 5).

Figura 5. El circuito del hipocampo y la corteza entorrinal.

a)En éste clasico esquema de Ramén y Cajal se observa como la
Corteza entorrinal (CE) proyecta hacia el giro dentado (DG),

éste hacia la capa CA3 y esta a su vez proyecta hacia la capa
de CAl y después hacia el Subiculo (Sub) para regresar de

nuevo hacia la CE. b)También se pueden observar otras

proyecciones que pueden ir directas de la EC a CA3 sin pasar

por el DG o de la EC al campo CAl asi como de CAl a la EC.
(Modificado de Ramén y Cajal, 1911).

La formacion hipocampal es una de las estructuras mas estudiadas debido a que se
encuentra estrechamente relacionada con numerosas enfermedades y patologias como las

enfermedades neurodegenerativas, la epilepsia, entre otras. Ademas de que existe el
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conocimiento de que en esta estructura radica la memoria y se generan los principales
procesos de aprendizaje [54]. También es una estructura que facilita su estudio por medio de
aproximaciones in vitro, a través de la utilizacion de rebanadas con diferentes tipos de cortes
o con diferentes tipos de técnicas [50, 51] (Fig. 6). Durante los ultimos 30 afos las células
piramidales del hipocampo han sido las neuronas mas ampliamente estudiadas, como
resultado de esto; existe gran informacién acerca de su desarrollo, sinaptogénesis,
receptores, neurotransmisores, canales idnicos y microcircuitos Ademas del gran numero de
estudios sobre aprendizaje y epilepsia que existen. Estos y otros hallazgos es lo que hacen
de ésta estructura un area de gran interés y un excelente modelo para el estudio de los

mecanismos de plasticidad [50, 51, 55].

Fig. 6. Aspecto de un cultivo de rebanada de hipocampo de rata. Se muestra un cultivo
maduro (es decir, 21 dias in vitro) de hipocampo que se tifie con NeuN (inmunohistoquimica)
para ilustrar su citoarquitectura. Las neuronas piramidales se muestran en las 4dreas CAl y

CA3 y las granulares en el giro dentado (DG). Notese también la presencia de miltiples
interneuronas. La barra de escala representa 250 micras (Modificado de Mitchel et al,

2010).

En los ultimos 15 afos, el hipocampo ha sido estudiado en relacién con la reproduccion y se
ha encontrado que durante éste periodo le ocurren algunas adaptaciones morfolégicas,
fisiolégicas y funcionales. Este tipo de adaptaciones se encuentra principalmente
relacionada con la neurogénesis, la neurotransmision, el aprendizaje y la memoria que se
lleva a cabo durante las diferentes etapas del ciclo reproductivo [4]. Estudios del mismo
autor han demostrado que durante el embarazo, las hormonas que se encuentran implicadas
en este estado tienen la capacidad de modificar la concentracién de espinas dendriticas en

el hipocampo [4].
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1.2.1 Hipocampo y glutamato.

Una de las caracteristicas principales del hipocampo es que mayoritariamente todas sus
neuronas poseen receptores excitatorios. La afinidad de estos receptores son principalmente
por glutamato. Como ya se mencion6 anteriormente, el glutamato es el principal aminoacido
excitador del SN y es una de las llaves mediadoras de comunicacion intercelular, plasticidad
neuronal, desarrollo, diferenciacion neuronal y particularmente se encuentra implicito en
procesos de aprendizaje y memoria. Esto explica en gran medida, el porque que haya tantos
receptores a él en el hipocampo [56]. Los receptores glutamatérgicos, NMDA, AMPA y
kainato tienen una distribucién diferencial dependiendo del nivel rostro-caudal y del area
hipocampal.

Hoy en dia se conocen varios tipos de agonistas glutamatérgicos y uno de ellos es el acido
kainico (Fig.7). El AK es un agonista del glutamato proveniente de las algas marinas, éste es
cerca de 50 veces mas potente que el glutamato mismo y su inyeccién intracerebral produce
destruccion selectiva de cuerpos neuronales, dafos electrofisiolégicos y conductuales [57].
Este tipo de efectos neurotdxicos han sido utilizados a nivel experimental para inducir
lesiones en sistemas de los cuales queremos ver su funcién. Diversos estudios han
reportado la susceptibilidad del hipocampo tras la administracion de AK, en particular en las
areas CA1, CA3 y GD [58-60].
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Fig. 7 Moléculas de Acido kainico (a) y 4dcido glutdmico (b) (glutamato).
Notese la gran similitud entre ambas moléculas con relacién a su estructura

molecular.
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1.3 Modelo experimental

1.3.1 Justificacion del modelo experimental

Nuestro equipo de trabajo se interesa principalmente en analizar los mecanismos
neuroendocrinos de proteccién que se presentan durante la maternidad, especialmente
durante la lactancia en la rata. Durante este periodo reproductivo se presentan varios
cambios que modifican la fisiologia de la madre generando cambios en su metabolismo, asi
como en su conducta para poder afrontar las demandas que esta condicién genera. Este tipo
de adaptaciones, cambios conductuales y emocionales se dan en gran medida por la
fluctuacion de los niveles hormonales; principalmente de las hormonas esteroideas
(estradiol, progesterona y corticosterona) y peptidicas (oxitocina y prolactina). Por otro lado,
las aferencias que recibe la madre del medio circundante como la estimulacion otorgada por
las crias tiene un papel de suma importancia en la regulacion de estas funciones. Estudios
previos de nuestro grupo han documentado que durante la lactancia, el hipocampo de la rata
lactante es mas resistente al dafio excitotdxico inducido por AK en comparacion con el de las
ratas virgenes en estado de diestro [10, 28]. Por lo que la lactancia es un modelo fisioldgico

para el estudio de la plasticidad cerebral relacionada con mecanismos de neuroproteccion

[5].

Il. ANTECEDENTES:

1.1.1 Hormonas durante el ciclo reproductivo

Una de las caracteristicas principales que tienen las hembras de los mamiferos desde los
roedores hasta los humanos, es que a lo largo de su vida presentan en menor o mayor
grado variaciones en sus niveles hormonales. El inicio de estas variaciones hormonales son
mas notables durante la pubertad. Una vez que la pubertad se presenta, las hembras en los
mamiferos comienzan a desplegar una ciclicidad y con ello la capacidad de reproduccion.
Esto significa, que dentro de esta ciclicidad o periodos, se secretan hormonas que le dan la
capacidad para que el ciclo reproductivo se lleve a cabo. Los cambios hormonales
generados por el ciclo reproductivo se presentan de manera ciclica durante cierto tiempo o
periodos de manera regular y son dirigidos por factores endocrinos [4]. A pesar de que
durante estos periodos hay cambios en los niveles hormonales, estas fluctuaciones tienen

regularidades dentro del mismo periodo. Estas variaciones en los niveles hormonales
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también tienen la capacidad de generar un gran impacto en la fisiologia del organismo,
generando incluso modificaciones conductuales.

Las etapas del ciclo reproductivo comprenden varias fases subsecuentes estrechamente
relacionadas como lo son: el apareamiento, el embarazo, el parto y la lactancia. La transicion
entre estas fases implica que lo que en un momento era un organismo dedicado a satisfacer
unicamente sus necesidades metabdlicas y supervivencia, ahora necesita adaptarse a las
demandas que las crias le imponen y también a redirigir todos sus conductas y recursos
disponibles para asegurar la supervivencia de su camada [3, 4]. Tales adaptaciones inician
con el embarazo y finalizan con el destete e inciden en la fisiologia de la madre, en
particular, sobre aspectos metabdlicos, regulacion endocrina y generacién de conducta
maternal [12-14, 61]. Una vez que se lleva a cabo la fecundacion, se comienzan a generar
cambios de mayor magnitud en la fisiologia de la madre como resultado de la gestacion. Uno
de los principales cambios que se presentan durante la gestacion es la fluctuacion de
algunas hormonas (cambios endocrinos). Las fluctuaciones hormonales durante la gestacion
0 embarazo tienen como principal caracteristica la participacion de hormonas ovaricas
(estradiol y progesterona) y peptidicas (prolactina y oxitocina). Durante el embarazo, se
mantienen niveles altos de estrogenos, progesterona, prolactina y lactégeno placentario, que
realizan su labor al preparar las glandulas mamarias de la madre para la lactancia.

En el caso particular de la rata, el embarazo es establecido y mantenido por hormonas
secretadas por la adenohipdfisis y por el estradiol durante la primera mitad y posteriormente
durante la segunda mitad, las unidades fetoplacentarias toman el control sobre el ovario
incrementando los niveles de hormonas esteroideas, principalmente de progesterona [62,
63], inhibiendo la accién lutedlica pituitaria hasta el final del embarazo cuando el parto es
iniciado [64, 65]. La progesterona posterior a la copula tiene un incremento rapido
manteniéndose en una meseta para el dia 15 (15-20), declinando poco antes de llegar al

término del embarazo (Fig. 8).
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Fig. 8 Concentraciones hormonales plasmaticas durante el embarazo en la rata.
Progesterona (Pepe y Rothchild, 1974), estradiol 17 B (Shaikh, 1971), y prolactina
(Mirishige y cols., 1973). Modificado de Rosenblat y cols., (1979).

Posterior al parto, los niveles de hormonas feto-placentarios tienen un decremento y se inicia
la lactancia dejando a la hipdfisis como la encargada de generar la retroalimentacion
positiva, generada principalmente por la prolactina a medida que su secrecion aumenta. A
partir de ese momento, la secrecion lactea es dependiente totalmente del estimulo brindado
por la succion de las crias. La transferencia de leche de la madre a las crias se lleva a cabo
mediante un proceso de evacuacion lactea que se da por la succion, para la cual la oxitocina
es fundamental. Este proceso representa uno mas de los reflejos neuroendocrinos clasicos
de los organismos, donde el estimulo dado por la succiéon de las crias, es recibido por
receptores especificos y las eferencias son enviadas al SNC llegando al hipotalamo que es
la via final de esta estimulacion [3, 12]. De este mismo lado, durante la lactancia se genera
una reorganizacion en las redes neuronales, en particular con las involucradas en mantener
las demandas sobre el metabolismo y el balance hidrico de la madre [12].

Durante la lactancia se hace una divisidén en tres etapas subsecuentes y con caracteristicas
especificas en relacion a las fluctuaciones circulantes de prolactina, oxitocina, estrogenos y
progesterona. En relacién con las hormonas ovaricas, el nivel circulante de estrogenos
aumenta en demasia al momento del parto y se mantiene alto durante los primeros dias
posteriores. Por otro lado, los niveles de progesterona a pesar de que tienen un gran
decremento en relacién con los niveles que presenta durante el embarazo, se mantienen

significativamente elevados en comparacién con los niveles basales del proestro, gracias al
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mantenimiento del cuerpo luteo y a la liberacién de prolactina que se da como respuesta a la
succion de las crias durante la lactancia (Fig. 9). Por otra parte, la concentracion de oxitocina
se incrementa para la induccion del parto, contrayendo el utero y dilatando la vagina, y
durante la lactancia promoviendo la expulsion de leche. Estos niveles se mantienen

elevados durante el tiempo que el estimulo de succion se encuentra presente [15, 66].
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Fig.9 Concentraciones de plasma de 1783 estradiol y progesterona en ratas virgenes y ratas

lactantes tomadas durante los 10 dias posteriores al parto (Tomado de Orpen y Furman 1987).

1.1.2 Hipocampo y hormonas en la lactancia

Durante la maternidad los altos niveles hormonales principalmente de hormonas peptidicas
(prolactina, oxitocina) y esteroideas u ovaricas (estrogenos y progesterona), tienen un gran
impacto en la fisiologia de la madre generando cambios estructurales y funcionales en
algunas areas del cerebro materno. Estos dos factores; 1) niveles altos de hormonas y 2)
modificaciones estructurales y funcionales, tienen el propdsito de preparar a la madre para el
nacimiento de su prole, generando posteriormente conducta maternal y lactogenesis durante
la lactancia [66, 67].

Una de las estructuras que presentan mayor modificacion durante este periodo,
principalmente en los roedores es el hipocampo. Las modificaciones en el hipocampo
ayudan a la madre a adaptarse a las demandas que les genera su camada ya que tiene que
recordar la ubicacién de fuentes potenciales de comida, agua, de descanso y de lugares
peligrosos por la presencia de depredadores. Todas estas cuestiones se resumen en un
incremento en las habilidades cognitivas de la madre [2]. Se ha reportado que el embarazo y
el estimulo brindado por la cria(s) durante la lactancia, facilitan el aprendizaje espacial y la

memoria en la rata [8, 68] de la misma manera, la respuesta ante el estrés y la ansiedad es
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atenuada en hembras con experiencia reproductiva [69]. Estas modificaciones en el
hipocampo facilitan las habilidades de navegacion necesarias para adaptarse [8, 68].

Todas estas adaptaciones son facilitadas en gran medida por los altos niveles de hormonas
que se presentan durante el embarazo y la lactancia. El hipocampo es una de las estructuras
donde se llevan a cabo el mayor numero de cambios y donde las hormonas actuan de forma
directa para establecer aprendizajes y en términos generales una facilidad para adaptarse

de manera mas exitosa.
1.1.3 Hipocampo y esteroides

Todas las hormonas esteroideas son sintetizadas a partir del colesterol, que es el principal
metabolito, y forman parte de la familia de los pregnanos. Estas hormonas comparten la
caracteristica principal de ser hormonas lipofilicas, dando como resultado, la capacidad de
atravesar libremente la membrana plasmatica debido a que su principal receptor se
encuentra dentro de la célula, ya que es un receptor citoplasmatico (nuclear), aunque
también pueden generar sus efectos a través de receptores membranales (Fig. 10). Este
complejo, hormona-receptor, tiene su mecanismo de accién en el ADN, lo que provoca la

activacion de genes y/o modulacion en la transcripcién del mismo [70].
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FIGURA 10. Receptores dependiendo el tipo de hormona. Cada tipo de hormona genera su accion
dependiendo el tipo de receptor al que se una. La activacién de receptores membranales
genera su actividad a través de segundos mensajeros como el Ca+, cAMP, IP3, entre otros.
Por otro lado, los receptores nucleares se encuentran dentro de las células, estos
receptores son especificos de las hormonas que tienen la capacidad de cruzar la membrana

por su naturaleza lipofilica (solubles en la fase lipidica de la membrana celular).

Dentro de la familia de los esteroides, existen 5 categorias de hormonas esteroides: 1)
Progestinas, 2) Glucocorticoides (cortisol y corticosterona), 3) Mineralocorticoides

(aldosterona), 4) Androgenos (Testosterona, Di-hidrotestosterona, Androsterona y 5)
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Estrogenos (estradiol, estriol, estrona). Diversos estudios han demostrado que en el
hipocampo se sintetizan gran cantidad de estos esteroides [4, 71-74].

Una de las hormonas que tiene una mayor interaccion con el hipocampo son los estrogenos.
Estudios realizados por McEwen, han documentado la presencia de receptores a estrogenos
(ERs) alfa y beta en todas las partes de las neuronas del hipocampo [75, 76]. Se sabe
también que existe una variante en los niveles de estrogenos dependiendo de la etapa del
ciclo estral en plasma, en ERs y en la espinogénesis de dicha estructura. Ademas, de que
los animales tienen un mejor rendimiento en tareas de aprendizaje, cuando los niveles de
estrégenos se encuentran mas elevados. En contraparte, también se ha encontrado que la
memoria espacial se ve afectada en animales con deficiencia estrogénica experimental,
apoyando estas hipotesis.

Esto coincide con una facilitacion del aprendizaje que se da en las mujeres las primeras dos
semanas del ciclo menstrual, que son los dias en donde los niveles séricos de estrogenos se
encuentran en sus niveles mas altos. En mujeres post-menopausicas bajo tratamiento de
sustitucién hormonal con estrogenos, se observa una mejoria en funciones cognitivas como
la memoria verbal de corto y largo plazo [77] y también aminora las deficiencias en el
aprendizaje y memoria relacionadas con el envejecimiento [24].

Esto puede ser explicado debido a que el estradiol es un inductor de la sinaptogénesis,
acompanado de la facilitacién de la induccion de potenciacion a largo plazo (LTP) al tener
acciones sobre receptores NMDA, incrementando las corrientes de Ca+. El estradiol también
afecta a las células piramidales, probablemente a través de la inhibicidon de interneuronas
GABAérgicas. Esto también modula inespecificamente sistemas activadores que contribuyen
significativamente con la neuroplasticidad [78]. Ademas, el receptor a estrégenos se modifica
en presencia de un agente téxico como el kainato [79]. Por otro lado, otra de las hormonas
esteroideas que tienen mayor impacto en el hipocampo es la progesterona, debido a que se
encuentra implicita tanto en la expresion de genes, como en la concentracion de espinas

dendriticas en diversas etapas del ciclo estral en la rata [9, 80].

1.1.4 Acciones de los estrégenos

Los estrégenos forman parte de las principales hormonas ovaricas, como ya se menciono,
son sintetizados a partir del colesterol formando parte de la familia de los pregnanos. Existen

dos tipos de receptores de estrogenos (ERs) que son los ER« y los ER mediando la mayor

parte de las funciones biolégicas generadas por los estrégenos. Estos receptores son parte
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de la familia de los receptores nucleares y son ampliamente distribuidos en el cerebro y
médula espinal [72, 81]. En el hipocampo hay una prevalencia de receptores de tipo ERR en
relacion con los ERx. Los estrégenos tienen la caracteristica de modular la expresion de
genes en diferentes tejidos, sus efectos mas estudiados se encuentran en el tracto
reproductivo y en el sistema nervioso central SNC [82]. Los estrégenos y sus receptores
activan funciones celulares a través de mecanismos genoémicos y no gendémicos. Los
mecanismos gendmicos requieren de una serie de pasos como la uniéon de los estrogenos
con su receptor, la translocacién de los receptores dentro del nucleo, dimerizacion y la
interaccidn con sitios especificos de uniéon a los receptores de estrogenos, para los
promotores de genes regulados por estrégeno. Por otra parte, los mecanismos de acciéon no
gendmicos consisten en la activaciéon de diferentes vias de sefalizacion incluyendo la
activaciéon de protein-cinasas (MAPK), adenosin monofosfato ciclico (AMPc), como
respuesta vinculante a la proteina de unién (CREB) y regulando concentraciones iénicas
intracelulares a través de la modulacién de canales ionicos y homeostasis de Ca+. En
adicién, los estrégenos son capaces de modular genes antiapoptéticos como las proteinas
de la familia Bcl-2 y caspasas [83]. Los receptores de estrégenos son mediadores de
diferentes efectos en la estructura y funcién del SNC, incluyendo excitabilidad, liberaciéon de
neurotransmisores, procesos de memoria, densidad en las espinas dendriticas, sinapsis,
neurogénesis y neuroproteccién [84, 85]. Durante la lactancia diversos estudios a través de
hibridacién in situ han encontrado dentro del sistema limbico una gran expresion de ERs,
principalmente en las areas del hipocampo, amigdala y septum lateral [86, 87]. Hoy en dia
es mas que aceptado que los estrogenos a través de sus receptores participan en procesos
de neuroproteccion en diversos modelos de neurodegeneracion y de isquemia [88, 89].
Estos mecanismos de neuroproteccion por parte de los ERs se ha relacionado con la

regulacion de la transcripcién de moléculas anti-apoptéticas y pro-apoptéticas [90].

1.1.5 Acciones de la progesterona

La progesterona es la segunda de las hormonas ovaricas, de la misma manera es una
hormona esteroidea y también forma parte de la familia de los pregnanos, sus metabolitos
son la alopregnenolona y la dihydroprogesterona [91]. Asi mismo, se conoce que estos
metabolitos disminuyen significativamente la pérdida de células en el hipocampo después de
la induccién de AK. La progesterona es sintetizada principalmente en el ovario (cuerpo luteo)

en la mujer y en los testiculos y corteza adrenal en el hombre. Los mecanismos por los
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cuales la progesterona ejerce sus efectos, es a través de sus receptores (PRs) que al igual
que los receptores de estrégenos (ERs) han sido descritos como factores de transcripcion
nuclear mediante elementos especificos de respuesta. En otras palabras la progesterona
ejerce de igual manera sus efectos mediante la regulacién de la transcripcion en las regiones
promotoras. Este mecanismo puede ser relevante para la regulacion en la expresion de
neurotrofinas que también parece ser regulada por la progesterona [92].

La progesterona al igual que los estrogenos, tiene la capacidad de actuar a través de
mecanismos nucleares 6 gendmicos y no gendmicos, como la activacion de factores de
crecimiento asociados a vias de transduccién de sefiales y la activacion de diversas vias de
sefalizacion de supervivencia neuronal como las cinasas [93]. También se sabe que es
capaz de regular sistemas GABAérgicos, ya que uno de sus principales metabolitos es la
alopregnanolona y éste es el alostérico GABAérgico mas potente que se conoce. El
tratamiento con progesterona también tiene la caracteristica de reducir las crisis convulsivas
en una variedad de modelos experimentales, incluyendo el modelo de epilepsia por la
induccién de AK, donde se ha visto reduce el dafio en el hipocampo [94]. También estimula
la proliferacién de las espinas dendriticas en el hipocampo [95-97], recordando que las
espinas dendriticas son sitios importantes para mejorar la eficacia sinaptica de las redes
involucradas en el aprendizaje y la plasticidad neuronal [98-100], y por ultimo como posible
fuente de aprendizaje Hebbiano [101-103].

Otros estudios han hecho ver que la progesterona también se ha mostrado como factor
neuroprotector mediante la activacion de vias de sefializacidn especificas relevantes en la
neuroproteccion como las CREB [93] y también incrementando la expresion de proteinas
antiapoptoticas como las Bcl2 [104].

Recientemente se comenzé a implementar el uso de progesterona en ensayos clinicos de
nivel tres para contrarrestar los efectos nocivos posteriores a lesiones traumaticas en el
cerebro, como accidentes cerebrales vasculares, entre otros [105, 106]. Las hormonas
esteroideas son capaces también de modificar potenciales de membrana y actividad
eléctrica en diversas regiones del cerebro [92, 107-110]. Estudios recientes del mismo autor
han demostrado que la progesterona reduce significativamente la apoptosis en el nucleo
estriado mediante el bloqueo de canales de Ca+ tipo L dependientes de voltaje, evitando asi,

la activacién de procesos nucleares activados por Ca+ [92] (Fig. 11).
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Fig. 11. Supuesto mecanismo por el cual la progesterona ejerce sus efectos neuroprotectores. E1l dano
excitotéxico es caracterizado por un alto flujo de iones de Na+ y Ca+ a través de los receptores
glutamatérgicos. Seguido de la despolarizacién se genera una apertura de canales de Ca+ tipo L. E1l
flujo constante de Ca+ a través de los canales tipo L contribuye a una incremento de Ca+ intracelular
activando vias de sefalizacidén de muerte neuronal activadas por el mismo catidén. La aplicacién
extracelular de progesterona bloquea los canales de Ca+ tipo L, inhibiendo el flujo de los cationes de

Ca+ protegiendo asi a la neurona de muerte por excitotoxicidad (Luoma, 2011).

1.1.6 Neuroproteccion durante la lactancia

Estudios previos de nuestro grupo han reportado que la lactancia previene el dafo celular
por excitotoxicidad inducido por AK en areas CA1, CA3 y CA4 del hipocampo dorsal,
comparado con ratas virgenes en fase de diestro. Se ha puesto de manifiesto que las
fluctuaciones altas de hormonas, como las hormonas esteroideas (estrogenos vy
progesterona) y hormonas peptidicas (prolactina y oxitocina) tienen un roll de

neuroproteccion en el hipocampo durante la lactancia [10, 11, 28].
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Ill. JUSTIFICACION

«La mejor estructura no garantizard los resultados ni el rendimiento.
Pero la estructura equivocada es una garantia de fracaso»

PETER DRUCKER.

La maternidad ocasiona cambios y adaptaciones en el cerebro de la madre que sirven para
poder satisfacer la demanda que se presenta durante la reproduccion. Estas adaptaciones
estan dirigidas a preservar la integridad de la madre asi como la supervivencia de la camada
(Morales, 2011).

Algunos estudios reportan que durante la lactancia se presentan procesos que brindan
proteccion neuronal como resultado de la plasticidad cerebral que se da durante esta etapa.
Del mismo lado las hormonas que participan en ella, tienen un papel fundamental en ésta
neuroproteccion [10, 28]. Una de las maneras por las cuales se ha demostrado que las
hormonas brindan proteccion a las neuronas durante este periodo, ha sido mediante la
administraciéon de (AK), un agonista glutamatérgico que induce muerte neuronal por
excitotoxicidad. Esto se explica debido a que durante la lactancia se presentan altos niveles
de hormonas brindando un soporte a las modificaciones funcionales y estructurales en el
cerebro de la madre debido a la plasticidad cerebral que se genera en este periodo.

Durante esta etapa, la exposicion cronica y los niveles elevados de hormonas ovaricas
(estrégenos y progesterona), asi como la regulacion de los receptores glutamatérgicos son
de suma importancia, ya que se sabe que tienen una estrecha relacién en la proteccion de
dafio generado por kainato. Por ejemplo, se sabe que la progesterona tiene efectos
neuroprotectores al inhibir la muerte neuronal bloqueando canales de calcio (Ca+)
dependientes de voltaje, activar vias de sefalizacion relacionadas con factores de
supervivencia neuronal y modulacion del sistema GABAérgico. Otras hormonas cuya
secrecion se encuentra aumentada durante esta fase, son la prolactina, oxitocina,
glucocorticoides, adrenocorticotropina, hormona del crecimiento, hormonas tiroideas e
insulina que en conjunto se denomina “complejo hormonal galactopoyético”. Por otro lado, la
prolactina es una de las hormonas que se sabe que tiene varias acciones centrales
afectando la conducta maternal, la respuesta emocional y que también ha reportado tener
efectos neuroprotectores al aumentar la tasa de supervivencia de las neuronas en el

hipocampo. Ademas de generar efectos en la regulacion de la expresion de crisis
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convulsivas y propuesto como un agente potencial para la remielinizacion (en el caso de la
enfermedad de esclerosis multiple).

Debido a que durante la lactancia se observa un proceso de neuroproteccion en el
hipocampo de la madre ante la administracién de AK y que las hormonas tienen un papel
relevante en este fendmeno, es importante analizar si las hormonas ovaricas otorgan una

proteccion en esta estructura durante la lactancia.

Asi, el objetivo principal de este estudio es estudiar la proteccién neuronal que aportan las
hormonas ovaricas (estrogenos y progesterona) durante este periodo. Para ello, se utilizo el
modelo de la rata (madre) lactante ovarectomizada. Este modelo es util, ya que cuenta con
toda la complejidad hormonal y sensorial que representa la lactancia, pero sin la presencia
de las hormonas ovaricas, en especial de la progesterona, que es la que se encuentra

elevada en madres lactantes intactas durante la mayor parte de la fase de lactancia.

IV. HIPOTESIS.

La ausencia de hormonas ovaricas durante la lactancia, aumentara la neurodegeneracion o

muerte neuronal inducida por la administracién de AK en el hipocampo dorsal de la rata.

V. OBJETIVOS.
V.1.1 General.

* Determinar si las hormonas ovaricas generan un efecto neuroprotector en el hipocampo

dorsal de la rata durante la lactancia por la induccion de AK.

V.2.1 Particulares

* Comparar la neurodegeneracion generada por AK en el hipocampo dorsal de ratas
lactantes intactas y ratas lactantes ovarectomizadas.

* Estimar un nivel de neuroproteccion que brindan las diferentes hormonas implicitas durante
la lactancia.

* Comparar si existe alguna diferencia en la tasa de crecimiento de las crias debido a la falta
de hormonas ovaricas durante la lactancia, como consecuencia del retiro de estas durante la

lactancia.
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VI. MATERIAL Y METODO

VI.1. Animales

Los animales empleados en el presente estudio fueron 25 ratas hembras virgenes (en fase
de diestro) y lactantes (5 x grupo) de la cepa Wistar (lco: WI (IOPS AF/Han) con pesos
aproximados a 250-300 grs de peso corporal, mantenidas en ciclo L-O (12:12) y temperatura
ambiental controlada (24°+-2°C). Los animales tuvieron acceso ad libitum de agua y comida
(Rat chow, Purina) y estuvieron alojados en cajas de acrilico transparente de 47cm. x 25.5 x
20 cm. de altura.

Las ratas lactantes se sometieron a una cirugia en donde se les extrajeron los ovarios
(ovarectomia), dos dias después de haber parido a sus crias.

La distribucién de las diferentes condiciones experimentales se esquematiza en la siguiente
figura (Fig. 12).

Lactantes Lactantes
SHAM ovX

Tratamiento

Vehiculo. Acido Vehiculo. Acido
Kainico Kainico

Fig. 12. Diferentes condiciones experimentales. Se presenta la distribucidn
de las cuatro condiciones experimentales a)SHAM-SAL/Vehiculo, b)SHAM/AK,
c)0OVX-SAL/Vehiculo, d)OVX/AK.

Todas las manipulaciones a las que se sometieron los animales se hicieron de acuerdo con
la guia para el cuidado y uso de mamiferos en Investigacion en Neurociencias y Conducta
del National Research Council; y el protocolo fue revisado por el comité de Bioética del

Instituto de Neurobiologia.
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VI.1.1 Ratas lactantes intactas y ovarectomizadas (OVX)

Las ratas lactantes que se utilizaron en este estudio se dividieron en cuatro grupos. 1) Ratas
lactantes intactas (Sham) / Vehiculo, 2) Ratas lactantes intactas (Sham) / acido kainico, 3)
Ratas lactantes (ovarectomizadas)/Vehiculo, 4) Ratas lactantes (ovarectomizadas)/acido
kainico. Cada grupo estuvo formado por 5 animales y se ajusté su camada a 10 crias a partir
de su nacimiento respectivamente. Las ratas fueron sometidas a la cirugia “sham” o a la
ovarectomia 2 dias posteriores al nacimiento de las crias. El disefio experimental que se

realizd para ambos grupos se esquematiza en la siguiente figura (Fig. 13).

OVX/SHAM AK-VEH. Perfusion
Dia-0 Dia-2. Dia 15 Dia 18.
/\\ o /\
\\\‘X x" /
\
\.//

Fig. 13. Diseflo experimental. Esquema de la ovarectomizacién/sham y lesién
excitotoxica, en las cuatro condiciones experimentales. A partir del primer dia.
Donde inicia, el dia del nacimiento de las crias, al dia 18 que finaliza la
lactancia, donde se perfunde a los animales y se extrae el cerebro.

VI.1.2 Ratas Virgenes
Por ultimo, se obtuvo un grupo de ratas virgenes en fase de diestro (nuliparas) / AK, con el

fin de obtener un grupo control y poder tener una comparacién del dafo excitotoxico

producido por la administracion de AK con respecto a las ratas lactantes.

V1.2 Paradigmas experimentales

*Dario excitotdxico por la administracion intraperitoneal (sistémica) de AK:

Los animales recibieron una inyeccién intraperitoneal (ip.) de acido kainico de 7.5 mg/kg. pc

el dia 15 posterior a que nacieron las crias (post-parto). Todos los animales fueron
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perfundidos 48 horas después de haber recibido la administracién de acido kainico, la cual

se realizé a las 11am. en todos los casos.
VI.3 HISTOLOGIA

VI1.3.1 Perfusion y obtencién de cortes

Cuarenta y ocho horas después de la administracion de acido kainico/vehiculo, los animales
fueron anestesiados y perfundidos con 250 ml de solucion salina isotdnica (0.9%), seguido
de 250 ml de PBS (buffer de fosfatos, Sigma) con PAF (paraformaldehido, Sigma).
Posteriormente los cerebros se removieron y se fijaron en PAF 4% durante 12 horas. Al dia
siguiente, para su crioproteccion se suspendieron en PBS con un gradiente de sacarosa al
10% manteniendo siempre el tejido en refrigeracién a (4°C). Posterior a la crioproteccién del

cerebro se preparo para realizar los cortes y comenzar con los protocolos de histologia (Fig.
14).

Fijacién (4°C)

Lesion i4 . y i
“excitotoxica” Perfusion. Crioproteccion (-20°C)
/ |:|' » X X |:>
E !
KA N\ -

{4

6 series de 30um “Cortes coronales
Congelados”

L . p Tejido guardado en
Tincion de violeta de cresilo.
“Nissl” buffer crioprotector a -20°C

/70N
/ \
N
ol N Sl

Anélisis de imagen (Image-J)

Nimero de célilas

ROI ANOVA

0 # > +
|:> W“”“”d“.‘“ﬁ Test de Bonferroni

20X

Fig. 14. Procesamiento del tejido. Nimero de pasos a los que se sometié el tejido
a partir de la lesidén excitotdéxica inducida por la administracién de acido Kainico
para obtener los pardmetros de cuantificacién de células y pixeles.

Se realizaron cortes de hipocampo dorsal coronales de 30 um de espesor con un micrétomo
de congelacion. Los cortes del hipocampo se colectaron en 5 series en una caja estéril para
cultivo (cajas Costar, 6x5 pozos) a modo de tener una serie representativa del hipocampo
(Fig. 15). De esta manera, cada serie contiene un corte cada 150 um y la serie de tejido

siguiente corresponde a secciones consecutivas. Esto a su vez, otorga una reconstruccion
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tridimensional del hipocampo. Los cortes fueron almacenados en solucion crioprotectora
(600 ml de etilenglicol, Fisher Scientific, 300g de sacarosa Sigma, 500ml PBS y 500 ml de
H20 desionizada).

v

G000

v

DISICIOIC

v

®)(s)5)(5)(5)

v

(B

Serie 1 [~ @ + @ — NISSL

Fig. 15. Almacenamiento de tejido, “Muestreo 1 en 5”.

Orden de colocacién de los cortes del tejido hipocampal en la caja de cultivo,
entre cada serie hay 150um de diferencia. Una vez almacenados, el tejido se
almacena a -2092 C hasta su procesamiento para los diferentes protocolos
experimentales (este tipo de muestreo permite hacer una reconstrucciodn
tridimensional con el tejido recolectado).

VI1.3.2 Tincion de Nissl

La tincion de Nissl es una técnica histolégica desarrollada por el neurélogo Aleman Franz
Nissl en el siglo XIX. Esta tincién utiliza sustancias o colorantes basicos que tifien
principalmente las acumulaciones basoéfilas, llamadas también “cuerpos de Nissl”, ubicados
en el nucleo de las células nerviosas. Estas acumulaciones 6 “cuerpos de Nissl” son el
reticulo endoplasmatico rugoso, lugar en donde se da una intensa sintesis de proteinas (Fig.
16).

Esta técnica nos permitié tenir las células del hipocampo, lo que nos dio un indicador de la
morfologia gruesa y de muerte neuronal por dano excitotéxico.

Nuestro protocolo hace uso de un tren de tincidon para someter el tejido a los siguientes
pasos: 1) Lavado con Buffer de fosfatos, 2) montaje sobre porta objetos, 3) secado a
temperatura ambiente, 4) lavado con H20D, 5) deshidratacién gradual en gradientes de
concentracion creciente de etanol (50%, 70%, 95%, y 100%), 6) aclarado con xileno, 7)

Rehidratacion gradual en gradientes de concentracién decrecientes de etanol (100%, 95%,
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70% y 50%), 8) Tenido en solucién de tionina [(0.25%) violeta de cresilo] durante diez
minutos, 9) lavado con H20D, 10) Deshidratacion gradual en gradientes de concentraciéon
creciente de etanol (50%, 70%, 95% y 100%), 11) aclarado con xileno, 12) inclusién con
resina (DPX, Electron Microscopy Science-BDH, mountant for microscopy) y cubre objetos,
13) Secado de laminillas 14) Observacion en microscopio de campo claro y fluorescencia 15)
captura de imagenes digitales de las areas de interés 16) Analisis de imagenes y areas de

interés.

Fig. 16. Tincién de Nissl. Imagen de una seccioén histolégica del hipocampo de
roedor con tincién de Nissl mostrando varios tipos de neuronas (nudcleos).

V1.4 Obtencion de Datos

Los datos se obtuvieron mediante imagenes tomadas en microscopio de campo claro de las
diferentes areas hipocampales CA1, CA3 y CA4 (Fig. 17,a). Estas imagenes se digitalizaron
y se analizaron con el programa Image J, contabilizando el numero de células tefidas bajo
un protocolo establecido. Para cada area hipocampal se establecid una regidn
representativa, region de interés (ROI) en donde se cuantifico el numero de células.

Se cuantificaron 6 rebanadas de 30 um por cada animal de las areas CA1, CA3 y CA4 para
el andlisis estadistico (Fig. 17,b). Por otra parte, también se obtuvieron datos con los pesos
de las crias lactantes. Esto con el principal objetivo de saber si la retirada de las hormonas
ovaricas, tenia algun efecto sobre la tasa de crecimiento de las crias. Esto se obtuvo
registrando el peso corporal de las crias por las mafianas cada tercer dia, durante los 18

dias que durd el experimento (lactancia).

35



CAl.
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CA4.

b Ndmero de céltlas =~~~

' ROl i

Fig. 17. Areas hipocampales bajo estudio. a) Corte coronal de hipocampo dorsal de
30 um que muestra las tres regiones estudiadas. b) Se muestra el tipo de imagen
analizada, “campo claro” en las que se observan las dimensiones de la regidén de

interés (ROI), en donde se cuantifico el numero de células. Dichas imdgenes fueron

procesadas con el software “Image-J”.

V1.4 Analisis estadistico

Utilizando el programa estadistico Graph Pad PRISM se aplicaron analisis de Varianza de
una via, seguidas de la prueba de comparacion multiple Bonferrioni, para cada uno de los
grupos experimentales (OVX-AK, OVX-SAL, SHAM-AK, SHAM-SAL) (Fig. 18). Las gréficas
representan el promedio + error estandar, a partir de una p<0.05 que fue considerada

estadisticamente significativa. Se utilizé también una T de Student para la comparacion de
pares entre grupos (Fig. 22).
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VIl. RESULTADOS
VII.1.1 Tincion de Nissl

El conteo celular realizado en las laminillas procesadas mediante la técnica histolégica de
Nissl, nos reveld, que la administracion sistémica de acido kainico, indujo degeneracion en el
hipocampo dorsal causado por dafio excitotoxico. En las figuras siguientes se pueden
observar las diferencias de dafio que presentaron los grupos experimentales. En donde las
condiciones de las ratas lactantes intactas/kainico (SHAM-AK) y el grupo de lactantes
Intactas/salina (SHAM- SAL) fueron los grupos que presentaron menor degeneracion en las
areas del hipocampo dorsal analizadas. De la misma manera se puede observar que el
grupo de ratas ovarectomizadas que se les administré6 Uunicamente solucion salina (OVX-
SAL), no presentaron diferencias significativas con respecto al grupo de ratas lactantes
intactas (SHAM-AK; SHAM-SAL) sobre el numero de células por region de interés (ROI).

Por otro lado, en los grupos de ratas lactantes ovarectomizadas (OVX-AK) se encontraron
diferencias significativas con los grupos mencionados a excepcion del grupo de ratas
virgenes en fase de “estro”, en las tres areas hipocampales bajo estudio (*=P<0.05 y
***=P<0.001). Estas diferencias, nos indican que durante la lactancia, las hormonas ovaricas
se encuentran brindando un efecto de proteccidn neuronal, ya que en este caso se
encuentran ejerciendo su efecto neuroprotector en el hipocampo dorsal, amortiguando el
dafio excitotoxico del AK (Figuras 18 y 19). Ademas se realiz6é un estimado porcentual de las
células que no fueron dafadas entre el grupo que cont6 con la exposicion a las hormonas
ovaricas (SHAM-AK) durante la lactancia en comparacion con el grupo que no la tuvo (OVX-

AK) (Fig. 20).
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Fig. 18,19,20. Tincién de Nissl. Cuantificacién del numero de células por regidn

de interés (ROI) en las dreas hipocampales CAl, CA3 y CA4, de las 5 condiciones

experimentales (OVX-AK; OVX-SAL; SHAM-AK; SHAM-SAL y Virgen-AK). Nivel de

significancia *=P<0.05 y #*#**=P<(0.001.
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VIRGEN-KA OVX-KA OVX-SAL SHAM-KA SHAM-SAL

Fig. 21. Tincién de Nissl. Fotografias digitales capturadas en
microscopio de campo claro de las areas hipocampales CAl, CA3 y CA4,
que muestran la técnica histoldégica de las 5 condiciones
experimentales; Virgen-KA,OVX-KA,OVX-SAL,SHAM-KA y SHAM-SAL
respectivamente. Amplificacién 20x P= <0.05 y 0.001
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Fig. 22. Porcentaje de células. Porcentaje de células entre los grupos en donde
hubo exposicién a las hormonas ovaricas (SHAM) y en donde no hubo durante la

lactancia (OVX) Las barras representan la desviacién estdndar N=5; *=P<0.05.
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VIl.1.2 Tasa de crecimiento de las crias

Otro de los aspectos que se investigaron en este estudio, fue la tasa de crecimiento de las
crias durante la lactancia (peso en gramos). Debido a que en algunos grupos, a las ratas
lactantes se les removieron los ovarios con el fin de eliminar la principal fuente de hormonas
ovaricas durante la lactancia. Se investigé si la falta hormonas ovaricas influye en el
crecimiento de las crias durante la lactancia. Los resultados que se obtuvieron durante la
lactancia mostraron que no hubo diferencias significativas entre las crias de las ratas
lactantes intactas y las ratas lactantes ovarectomizadas (* P>0.05). Esto nos indica, que la
falta de hormonas ovaricas durante la lactancia no influye en la tasa de crecimiento de las

crias de ninguna forma (Fig. 23).
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Fig.23. Tasa de crecimiento. Las siguientes gradficas representan el promedio de la tasa de
crecimiento de las crias durante la lactancia. Se representan las diferentes condiciones
con sus diferentes grupos. Como se puede observar no se presentaron diferencias
significativas entre las diferentes condiciones. Lo que nos sugiere que la falta de
hormonas ovaricas no afecto el crecimiento de las crias durante la lactancia ya que todas

presentaron la misma tasa de crecimiento N=5; P>0.05.
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VIil. DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue determinar si la ausencia de hormonas ovaricas
durante la lactancia, incrementaba el dafo excitotoxico en el hipocampo dorsal de la rata
lactante por la administracién de acido kainico. El resultado final mostré que las hormonas
ovaricas, en efecto, participan en el mecanismo de proteccién que se presenta durante la
lactancia. Esto debido a que el dafio excitotdxico causado por la administracion de acido
kainico fue mayor en las ratas lactantes que tuvieron una ovarectomizacién (OVX), en
comparacién con el grupo de ratas lactantes intactas (SHAM). Por otro lado, las condiciones
en donde se administré unicamente solucion salina (SHAM-SAL, OVX-SAL) con fines de
control experimental, no registraron diferencias significativas con sus similares en términos
de numeros de células marcadas por regidon analizada en las diferentes areas del hipocampo
(CA1,CA3 y CA4). Por otra parte los resultados muestran una gran pérdida de células en los
grupos de ratas OVX-AK y Virgen-AK, reafirmando la vulnerabilidad selectiva de esta area
hipocampal [111]. Una posible interpretacion de estos resultados, es que la falta de
hormonas ovaricas durante la lactancia hizo mas vulnerable al hipocampo de las madres.

Es sabido que las experiencias reproductivas en las hembras de los mamiferos generan
diversas modificaciones anatémicas y funcionales en el cerebro de la madre [4, 9]. Estas
modificaciones favorecen el cuidado de la progenie [5, 63]. La lactancia es la fase final del
ciclo reproductivo de los mamiferos, y se caracteriza por ser un estado hiperprolactinémico y
transitorio que tiene la finalidad de proporcionarle alimentacién y un desarrollo sano a las
crias recién nacidas [3, 4]. Esta alimentacion brindada a través de la leche proporciona
diversos nutrientes y sustancias bioactivas como factores de crecimiento, proteinas,
hormonas y péptidos biolégicamente importantes para la progenie [17, 18]. Por otro lado, es
durante este periodo donde ocurren las mayores modificaciones estructurales y funcionales
en el cerebro de la madre debido a la estimulacion por la succidén de las crias generando
también altos niveles hormonales. Debido a que durante esta fase del ciclo reproductivo se
presenta esta reorganizacién anatomica-funcional, este periodo ha sido considerado un
modelo natural de plasticidad morfolégica, neuroquimica y funcional del sistema nervioso
central [4, 9]. La plasticidad cerebral es la capacidad o propiedad intrinseca del Sistema
Nervioso de generar cambios bioquimicos, moleculares, celulares, estructurales vy
funcionales con la finalidad de adaptarse a las variaciones del medio y minimizar los efectos
aversivos en caso de una lesion y/o envejecimiento. Los procesos neuronales que ocurren
dentro de la plasticidad neuronal son: crecimiento dendritico, arborizacion, sinaptogénesis,

neurogénesis, cambios en las funciones de las células gliales y mecanismos de proteccion
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neuronal (neuroproteccién) [20, 22]. Esto ultimo, tiene como funcién la proteccion y facilidad
de adaptacion ante factores daininos, por lo que la neuroproteccion ha sido definida como el
conjunto de procesos orientados a prevenir, limitar o aminorar las lesiones que se puedan
desencadenar como resultado de algun dafio o muerte neuronal [25].

Por otro lado, la administracion intracerebral o intraperitoneal de acido kainico genera una
serie de manifestaciones clinicas y cambios patolégicos en roedores, como ataques
epilépticos recurrentes, cambios conductuales, estrés oxidativo incluyendo la generacion de

radicales libres, muerte neuronal y activacion glial [38].

Estudios de nuestro grupo han demostrado que la lactancia genera procesos de proteccion
neuronal en el hipocampo dorsal al aminorar el dano selectivo por excitotoxicidad por la
administraciéon de acido kainico [10, 28]. La explicacion a esto es que durante la lactancia se
presentan niveles hormonales altos, principalmente de hormonas como la prolactina,
oxitocina, glucocorticoides, adrenocorticotropina (ACTH), hormona del crecimiento,
hormonas tiroideas, insulina y hormonas ovaricas (estrégenos y progesterona), que en
conjunto es denominado complejo hormonal galactopoyetico [3]. Ademas se sabe que
algunas de ellas pueden tener acciones neuroprotectoras. Asi, este complejo hormonal
puede tener acciones protectoras como resultado de la reestructuracion que se da en el
cerebro de la madre durante éste periodo [4, 10]. Las principales hormonas que
mayoritariamente generan estos efectos neuroprotectores durante la lactancia son la
prolactina y las hormonas ovaricas (estrogenos y progesterona), ya que tienen acciones que
favorecen la supervivencia neuronal [11, 105]. Durante la lactancia los niveles de prolactina
se mantienen elevados como respuesta de la estimulacion de succion de las crias [15]. Por
otro lado, en relacién con las hormonas ovaricas, el nivel circulante de estrégeno aumenta al
momento del parto manteniéndose alto durante los primeros dias posteriores y por ultimo los
niveles de progesterona a pesar de que tienen un gran decremento en relacién con los
niveles que presenta durante el embarazo, en la lactancia se siguen manteniendo elevados
en comparacion con los niveles basales del estado de proestro gracias al mantenimiento del
cuerpo luteo y a la liberacion de prolactina que se libera por la succion de las crias [66].

En el caso de las hormonas ovaricas, la progesterona es la que tiene mayor participacion
durante la lactancia, debido a que se presenta con mayor concentracion y tiempo en
comparacién con su similar el estradiol (estrogenos) [15, 16, 66]. Existe mucha informacion
que demuestra que las hormonas ovaricas (estrogenos y progesterona) poseen

caracteristicas en el ambito de la proteccion neuronal [93, 106]. Sin embargo, por otro lado la
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prolactina también ha mostrado tener efectos protectores contra el dafo excitotoxico por
acido kainico.

Esto nos sugiere en gran medida que la fluctuacion de hormonas ovaricas, principalmente la
progesterona, tiene una participacion considerable en la proteccién que se esta llevando a

cabo en la lactancia [11, 66].

Por otro lado no podemos decir con exactitud de que manera las hormonas ovaricas se
encuentran generando este proceso de proteccion durante la lactancia, esto en base a que
la técnica utilizada nos brinda unicamente informacion morfolégica de las estructuras
analizadas, ya que su caracteristica principal es la de tedir los nucleos (reticulo
endoplasmico) de aquellas células que no fueron afectadas por el acido kainico. Sin
embargo la explicacion de este mecanismo se puede dar parcialmente en base a los
mecanismos de muerte por excitotoxicidad que se tienen sabidos, teniendo como fuentes
primarias la activacion de vias de senalizacion y factores de muerte neuronal como la
apoptosis y necrosis por el incremento intracelular de Ca+ debido a la sobre estimulacién de
receptores glutamatérgicos. Sobre este contexto podemos decir que las hormonas ovaricas
pudieran estar ejerciendo su efecto a través de algunos de estos mecanismos ya que
diversos estudios indican que tienen la capacidad de modular la entrada de algunos iones,
principalmente el Ca+ mediante el bloqueo de ciertos canales [92, 107].

En base a esta informacion, podemos decir que las hormonas ovaricas son de importancia
para que la proteccion durante la lactancia se lleve a cabo. Sin embargo, no podemos
afirmar que éste fendmeno de neuroproteccion es llevado unicamente por estas dos
hormonas, ya que como mencionamos anteriormente, estas hormonas son solo una parte de
un complejo hormonal que se presenta durante este periodo (complejo hormonal
galactopoyetico), ademas de que la prolactina también ha mostrado tener propiedades de
neuroproteccion y también presenta niveles altos en sus concentraciones durante la
lactancia pudiendo estar ayudando en gran medida o porcentaje a la proteccion de manera
mas integral [11]. Apoyando esto, estudios previos de nuestro equipo han mostrado con la
misma técnica, que se genera una pérdida similar al 50% de células en las regiones
analizadas en ratas en estado de diestro [28], esto en comparacion de un 75-80% que se
obtuvo en el grupo de las ratas lactantes OVX-AK.

El presente modelo de la rata lactante ovarectomizada fue de utilidad para estos estudios, ya
que la lactancia representa una situacién compleja donde varias hormonas influyen en el

cerebro de la madre, al igual que la estimulacion externa (succién de las crias y sefiales
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exteroceptivas). En este trabajo, también se evalud la tasa de crecimiento de las crias
durante el periodo de lactancia, con el objetivo principal de saber si la retirada de hormonas
ovaricas tendria algun impacto en su crecimiento. Los resultados mostraron que todas las
crias independientemente de la condicion experimental de la madre, tuvieron un crecimiento
similar que no se afectdé por la ovarectomia. Esto nos permite decir que las hormonas

ovaricas no afectaron el aporte nutricional para las crias de las ratas lactantes.

En sintesis, los resultados presentados en este trabajo, muestran diferencias
estadisticamente significativas de que las hormonas ovaricas generan un efecto de
neuroproteccion en el hipocampo dorsal durante la lactancia en la rata hembra siendo parte
importante del fendmeno de neuroproteccion que se da durante la lactancia. Este junto con
otros estudios previos, sugieren que la exposicion hormonal crénica es importante en la
neuroproteccion, lo cual hace interesante contar con mas estudios sobre estas hormonas

para abordarlas desde otras perspectivas.
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IX. CONCLUSIONES

El acido kainico mostro el dafio excitotoxico esperado en los grupos control. Este efecto se
tradujo en una disminucién en el numero de células en las zonas hipocampales estudiadas
(CA1,CA3 y CA4) durante la lactancia.

De manera general, observamos que la falta de hormonas ovaricas durante la lactancia,
incremento en gran medida la degeneracion en dichas zonas del hipocampo. Sugiriendo que
durante la lactancia las hormonas ovaricas (estrégenos y progesterona) generan en gran
medida la proteccién dada durante esta fase del ciclo reproductivo. Por otro lado, el
crecimiento de las crias durante la lactancia fue similar entre cada uno de los grupos,
concluyendo que la falta de hormonas ovaricas durante la lactancia no genera cambios en la
tasa de crecimiento de las crias.

En conclusion, los resultados del presente estudio muestran que las hormonas ovaricas
previenen el dafo excitotdxico por la administracién de acido kainico durante la lactancia y la

falta de éstas no afectan el desarrollo de las crias durante la lactancia.

- Estradiol.

- Progesterona.

= Prolactina.

= Corticosterona

Mayor sensibilidad a la

X excitotoxicidad en comparacion |

Lactante OVX:
Nulipara.

Acido Kainico

con las ratas lactantes intactas.
Acido Kainico

* *
x4 K e
*
= Lactante:
* Sensible a la excitotoxicidad. * Menor sensibilidad a la excitotoxicidad.
* Bajos niveles de: Estradiol,
progesterona y pro|actina. * Niveles medios de estradiol.
* Altos niveles de progesterona,
* Niveles normales de corticosterona prolactina y corticosterona.
* Complementariamente: Estimulacién
exteroceptiva por la succién de las crias.

Esquema. El1 presente diagrama nos muestra los diferentes resultados del
tratamiento con dcido kainico en las ratas nuliparas, lactantes y lactantes OVX.
Las ratas lactantes que no tienen exposicién a las hormonas ovaricas durante la
lactancia tienen mayor sensibilidad al dafo excitotdéxico que las ratas lactantes

intactas, teniendo un dafo similar al de las ratas nuliparas.
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