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LISTA DE ABREVIATURAS

AMPA a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazole-acido propionico

BDNF Brain derivd neurotrophic factor o factor neurotréfico derivado del cerebro
BFM  Botones gigantes de las fibras musgosas

CAl Cornu Ammonis 1 6 campo CAl

CA2  Cornu Ammonis 2 6 campo CA2

CA3  Cornu Ammonis 3 6 campo CA3
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CEM  Corteza entorrinal medial

CpP Célula piramidal
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D Diestro
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ER Receptores a estrogenos (a, B)

ERK  Extracellular signal-Regulated kinases
Es Estro
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IGF-1 Factor de crecimiento parecido a la insulina
GABA Acido gamma amino butirico

CE Corteza entorrinal

GD Giro dentado

HD Hipocampo Dorsal

LAM Laberinto acuatico de Morris

LH Hormona luteinizante

LTP Potenciacion a largo plazo

MT Metalotioneinas
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SLM  Stratum lacunosum moleculare
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SUB Subiculum



RESUMEN
El 17 - estradiol (E,), es una hormona sexual con capacidad neuroprotectora, es capaz de
modular la neurogénesis del giro dentado y la plasticidad de las espinas del area CA1 del
hipocampo durante el ciclo estral de la hembra. El sistema de fibras musgosas (FM) es
plastico en el cerebro del adulto y responde al aprendizaje, la memoria y estrés, pero no se
conoce si el E; es capaz de modular la plasticidad anatémica y sinaptica de las FM a través
del ciclo estral. En 5 grupos de hembras entre 70 - 90 dias de edad de la cepa Sprague-
Dawley se estudi6 el efecto del E; en tres etapas del ciclo estral: diestro (D), proestro (P) y
estro (Es) comparadas con grupos de ratas Ovariectomizadas (Ovx) y suplementadas con
una dosis de 10 pg/K de Benzoato de estradiol (OvxE). Se midid en el hipocampo: 1) la
actividad de la NOS constitutiva dependiente de Ca>” por conversion de la L-arginina en
NO y L-citrulina, 2) la cantidad de zinc por espectrofotometria de absorcidon atdmica, 3) el
area de las FM en el stratum lucidum (SL) del CA3 (con la técnica del Timm) y 4) el
numero total de sinapsis en el SL en las etapas de P y Es comparados con los grupos Ovx y
OvxE. Por otra parte, se midi6 el aprendizaje y la memoria espacial en dos grupos (Ovx y
OvxE) con la prueba del laberinto acuatico de Morris (LAM). Las comparaciones entre los
grupos indican que en el hipocampo, tanto la actividad de la NOS, la cantidad en el
contenido total de zinc (nug/g de tejido) el area de las FM y el niimero de sinapsis se
redujeron por falta de el E; en los grupos D, Es y Ovx y que la suplementacion del E; en el
grupo OVXE restituye los niveles semejantes al del grupo P. Por otro lado el grupo Ovx fue
deficiente en la prueba del aprendizaje y memoria y el grupo OvxE tuvo un mejor
desempefio. Estos resultados sugieren que el E, juega un rol importante en la
neuroproeccion y en el mantenimiento de la morfologia, el contenido de zinc y en la
conectividad sinaptica del area de las FM del CA3 del hipocampo dorsal de la rata y esta

asociado con un mejor rendimiento en el aprendizaje y la memoria.

XI



SUMMARY
17p - estradiol (E;) is a sex hormone with neuroprotective capacity, able to modulate
dentate gyrus neurogenesis and spine plasticity on hippocampal CA1 area during the female
estrous cycle. The mossy fiber system (MF) in the adult brain is plastic and responds to
learning, memory and stress, but it is not known whether E, is able to modulate the
anatomical and synaptic plasticity of MF through the estrous cycle. The effect of E2 was
studied in 5 groups of females 70-90 days old of the Sprague-Dawley strain at three stages
of the estrous cycle: diestrus (D), proestrus (P) and estrus (Es), compared with
ovariectomized rats (Ovx) and supplemented with 10 pg / K estradiol Benzoate (OvxE).
The following measurements were performed in the hippocampus: 1) NOS activity was
assayed by measuring the conversion of L-arginine to NO and L-citrulline, 2) Zinc
determination was assayed in an atomic absorption spectrophotometer, 3) the MF area of
CA3 stratum lucidum (SL) was measured with the Timm’s technique and 4) the total
number of synapses in the SL in D, P, and Es stages compared with Ovx and OvxE groups.
In addition, learning and memory were evaluated in a spatial task in the Morris water maze.
Comparisons between groups indicate that hippocampal NOS activity, zinc determination
(mg / g tissue) in the MF area and the number of synapses were reduced by the absence of
E2 in D, Es and Ovx groups, and was restored by supplementation in the OvxE group
reaching the P group levels. Moreover the Ovx group performed deficiently in the learning
and memory test and the OvxXE group performed better. These results suggest that E2 plays
an important role in the neuroprotection and maintenance of morphology, the amount of
zinc and synaptic connectivity, the MF to CA3 area of the dorsal hippocampus of the rat

and is associated with better performance in learning and memory.

X



I. INTRODUCCION

Se han demostrado los efectos no reproductivos del 17 - estradiol (E;) en el sistema
nervioso central (SNC) por su control en la actividad neuronal relacionada a procesos de
cognicion, la modulacion del estado de 4animo, asi como el mejoramiento del aprendizaje y
la memoria. Se sabe que durante las fluctuaciones hormonales del ciclo menstrual de la
mujer se presentan deficiencias cognitivas leves, como la dificultad para concentrarse y la
disminucién de la memoria verbal y conforme se van perdiendo los niveles de E, durante la
premenopausia, estos sintomas se acenttian (Foy, 2001; Sherwin, 2009). Por lo que es
relevante la terapia de reemplazo (neuroproteccion) que se administra a mujeres mayores
después de la menopausia. Ademas, esta terapia, puede retrasar o prevenir la aparicion de la
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y Alzheimer (Pike, et al., 2009). El E,
tiene efectos directos en el sistema limbico, hipotdlamo, hipdfisis y la formacion
hipocampal (FH), que controla el estado de animo y la cognicidon y en donde se localizan
receptores a estrogenos (ER por sus siglas en inglés). Parte de la FH es el hipocampo, una
de las estructuras mas estudiadas en el SNC por su organizacion celular (clara
estratificacion), ademads de ser el sitio anatomico en donde se consolida la memoria de corto
a largo plazo y de tener una funcidén importante en la memoria de tipo espacial (Moser &
Moser, 1998). Se ha demostrado que el H conserva su plasticidad en el cerebro adulto por
que responde de manera directa, a cambios en el medio ambiente, la edad, el aprendizaje, la
memoria y las hormonas; entre €stas las sexuales como el E,. Este mecanismo plastico del
hipocampo puede ser regulado a través de factores troficos como es el BDNF (Brain
derived neurotrophic factor) o por el 6xido nitrico (NO por sus siglas en ingles) el cual
ademas de su papel como neurotransmisor y su relacion con los estrégenos y las
neurotrofinas en el hipocampo de los murinos, permite modular procesos de aprendizaje y
memoria (Hu & Zhu, 2014; Maur et al., 2015). Los estrogenos también pueden producir
cambios plasticos que se traducen en modificaciones en la estructura, distribucién y nimero
de sinapsis, lo que sugiere una relacion entre los cambios bioquimicos, morfologicos y la
formacion de la memoria (Foy, 2001; Brinton, 2009). En la rata adulta, se han reportado
cambios plasticos por la influencia de los estrogenos durante el ciclo estral y en ratas
ovariectomizadas (Ovx) y suplementados con E, (OvxE) en el campo CAl y en el giro

dentado (GD) del hipocampo dorsal (HD), pero hasta el momento hay poca informacién



sobre cambios plasticos morfologicos en el sistema de fibras musgosas (FM) del HD. La
finalidad de este trabajo es determinar la influencia que tiene el E; en la organizacién
anatomica y la conectividad sindptica de las FM durante las diferentes etapas del ciclo

estral.



II. ANTECEDENTES

1. Formacion hipocampal (FH) de la rata

La FH es parte del sistema limbico y de la arquicorteza, junto con el subiculo y el giro
dentado (GD), es una estructura pareada con dos mitades que son imagenes especulares en
ambos hemisferios cerebrales. La invaginacion del giro parahipocampal en el cuerno
inferior del ventriculo lateral forma 3 regiones: el hipocampo propio, el giro dentado o area
dentada y el subiculo. La FH tiene una importancia primordial, pues es un centro de
memoria y aprendizaje, siendo el hipocampo el sitio de regulacion de la memoria de corto

plazo y cuya alteracion da inicio a la enfermedad de Alzheimer.

Anatomicamente la FH est4 constituida por una serie de estructuras conectadas entre
si a través de un patrén intrinseco, cada una tiene una organizacion citoarquitectonica
especial que le atribuye diferentes funciones cognitivas. Entre las funciones complejas que
le confieren son la navegacion espacial (Gothard et al., 1996), el aprendizaje (Moser et al.,
1993; Bunsey & Eichenbaum, 1996; Duva et al., 1997); la memoria episddica de corto
plazo o memoria declarativa (Squire et al., 1993; Eichenbaum, 2001) y la elaboracion de un
mapa cognitivo de la experiencia del animal en un ambiente determinado (O’Keefe, 1990;
Nadel, 1992). La FH, tanto en humanos como en primates, se localiza en la parte medial o
interna del 16bulo temporal, bajo la superficie cortical, la forma de caballito de mar es tipica
de primates, pero en otros mamiferos tiene formas variadas. En otro contexto historico se le
compar6 con un cuerno de carnero por los cuernos de la antigua deidad egipcia Ammon. En
los roedores es una estructura en forma de “C” que se ubica en el diencéfalo mide
aproximadamente 1.2 cm’ en la rata adulta y tiene una posicion rostro caudal desde la altura
de los polos septales siguiendo un eje caudo ventral hacia el 16bulo temporal, el polo septal
esta localizado en la parte dorsal del encéfalo y es mas anterior al resto del hipocampo y el
polo temporal se localiza en la parte ventral y caudal del encéfalo (Scharfman & Myers,
2012) (Figura 1). La FH, se encuentra formada por las cortezas entorrinal (medial y lateral),
perirrinal y parahipocampal, el complejo subicular (subiculum, pre y parasubiculum), y el
propio hipocampo o Cornu Ammonis (CA) con sus cuatro campos en el humano y tres en

la rata (CA 1-3) y el GD ver Figura 2 (Amaral et al., 2007).



1.1 Hipocampo o Cornu Ammonis (CA) de la rata

Desde hace mas de 50 afios que el hipocampo es motivo de estudio y el caso H.M. (Henry
Molaison) dio gran informacion sobre su funcidn, cuando fue sometido a la extraccion del
l6bulo temporal medial como tratamiento de una epilepsia intratable, H.M. perdi6 gran
cantidad de memorias y fue incapaz de consolidar nuevas experiencias. Desde entonces y
hasta ahora, la cantidad de informacion sobre el funcionamiento del hipocampo que tiene
en los procesos cognitivos en humanos, primates y roedores como la rata ha sido

enriquecedora (Scoville & Milner, 1957; Squire, 1992).

DG . /0 | e

Figura 1. Esquema de la formacion hipocampal. Los colores muestran las diferentes estructuras, giro
dentado (DG; café obscuro), CA3 (café claro), CAl (naranja). El complejo subicular se divide en subiculum
(Sub; amarillo), presubiculum (PrS; azul claro) parasubiculum (PaS; azul obscuro). También se observa la
corteza entorrinal lateral (LEA; verde obscuro) y la medial (MEA; verde claro), la corteza perrinal se observa
en morado y rosa. Los numeros romanos (I-VI) corresponden a las capas de la corteza entorrinal (Esquema
modificado de van Strien et al., 2009).

En la rata por ejemplo, se ha demostrado que el dafo permanente, produce
deficiencias cognitivas en memorias dependientes del hipocampo. Segun Squire (1992) el

hipocampo esta implicado en la memoria declarativa y juega una funcion crucial en la



codificacion y formacién de memorias de tipo espacial, segun el procesamiento mnemonico
en la formacion hipocampal solo es temporal y necesario para que las memorias sensoriales
multimodales se almacenen en estructuras no hipocampales como la corteza prefrontal a
través de la consolidacion. Funcionalmente se le divide en tres compartimentos: ventral,
intermedio y dorsal, el hipocampo ventral se relaciona con las emociones el estrés y el
afecto, el hipocampo intermedio es una zona de transicion donde se sobrelapan las regiones
dorsal y ventral. El hipocampo dorsal desempefia funciones cognitivas que se relacionan

con el procesamiento de informacion (Fanselow & Dong 2009).

La disposicion en la citoarquitectura del hipocampo hace que su estudio sea
especifico, en la rata los estratos principales y las regiones anatomicas neuronales se
definen por sus conexiones especificas, las que se distribuyen en tres grandes regiones o
aras; el regio superior que corresponde al campo CAl; el regio inferior (campos CA2 y
CA3) y el giro dentado (GD) con el Ailus. En el humano, el mayor tamafio corresponde al
area CAl, que esta entre el subiculo y el hipocampo propiamente tal. Tiene relevancia por
se sensible a la hipoxia (producida por aterosclerosis), siendo €sta una causa de la demencia
senil, por la disminucion de la irrigacion de las neuronas que estdn comprometidas en el

control de la memoria a corto plazo.

1.1.2 CA1-CA3

En los dos regios (superior CAl e inferior CA3) se localiza la capa celular principal, el
stratum piramidale (SP), conformada por los somas de las células piramidales (CP), las
células en el CA3 se encuentran poco mas separadas que en el CAl, que esta constituido
por CP grandes y pequefias y de acuerdo a su tamaiio, se organizan en tres capas; la mas
superior es densa, otra de menor tamaio y una capa de mayor tamafio aunque menos densa
ubicada en el nivel mas abajo, solamente las neuronas de este estrato envian sus
prolongaciones fuera del hipocampo y son las unicas que responden a los estimulos que
llegan al hipocampo; ademas, sus axones van a constituir el alveus y la fimbria, por lo tanto
la CP es una neurona principal, extrinseca o de proyeccion, Golgi tipo II. E1 CA2 es menos
marcado y presenta dos capas de células piramidales. Las CP del CA3, presentan un claro

arbol dendritico, dirigido hacia el GD, sus dendritas presentan numerosas espinas y las



cercanas al soma se modifican como excrecencias espinosas, de mayor tamafio e inervadas

por las FM, sus axones forman las colaterales de Shaffer que inervan a las CP del CA1.

En la organizacion laminar del campo CA3, ademads del estrato piramidal (somas),
se localiza el molecular (dendritas apicales y las excrecencias espinosas) y el polimorfo o
stratum oriens (SO) que contiene varias clases de interneuronas y las dendritas basales de
las CP, asi como las conexiones de asociacion y las conexiones del CA3 al CAl
(colaterales de Schaffer), es la zona mas superficial y estd constituida por neuronas de
diferentes formas y tamafios, tiene neuronas intrinsecas o Golgi tipo I porque sus axones no
salen del hipocampo, se arborizan alrededor de las CP del segundo estrato, formandoles una
especie de canasta alrededor, cuya funcion es liberar al neurotrasmisor inhibitorio el 4cido
gamma amino butirico (GABA), son controladoras de las CP inhibiéndolas, cada célula
GABA se relaciona con 200 a 500 CP. Solo en el campo CA3 hay una zona acelular, el
stratum lucidum (SL), localizado justo por arriba de la capa de CP y a esta llegan las FM.
En el CAl, el estrato molecular se distingue como stratum radiatum (SR) corresponde a la
region suprapiramidal en donde se encuentran localizadas las conexiones entre los dos
hipocampos de asociacion y las conexiones a los campos CA3 y CAIl que son las
colaterales de Schaffer y la capa mas superficial, el stratum lacunosum-moleculare (SLM)
es en donde las fibras de la corteza entorrinal terminan (patron perforante), ademas de las
conexiones aferentes de otras regiones como el nucleo reuniens de la linea media del
talamo que hace sinapsis tanto con el SR como en el SLM y ambos strata, contienen una

amplia variedad de neuronas (Amaral et al., 2007)

1.1.3 Giro Dentado

El area dentada o GD en el humano, corresponde a la sustancia gris de la arquicorteza que
se extiende hacia atréds, formando la fasciola cinerea (giro fasciolar) y luego el inducio gris
sobre el cuerpo calloso. Es una estructura comun a todos los mamiferos, como parte de la
FH recibe informacion de la corteza entorrinal la cual procesa y detecta la informacién de
las experiencias nuevas de las ya almacenadas para transmitirlas al campo CA3 del
hipocampo (Bischofberger et al., 2006; Treves et al., 2008). E1 GD, tiene una organizacion

laminar de tres capas: molecular, granular y polimérfica (Figura 4), la mas externa es la



molecular y en la rata mide aproximadamente 250 um de ancho y esta formada por
dendritas terminales de las células granulares (DG), fibras del patrén perforante que se
originan en la corteza entorrinal, interneuronas y terminaciones de conexiones extrinsecas.
La capa principal intermedia esta compuesta por 4-8 capas de CG. En la capa granular
también se localizan interneuronas del tipo de CP en canasta cerca del borde del hilus. La
ultima capa es la polimérfica en ésta se encuentran varios tipos celulares, la mas
predominante es la célula musgosa (Amaral et al., 2007). E1 GD es una estructura capaz de

formar neuronas nuevas en el adulto, proceso llamado “neurogénesis”.
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Figura 2. Esquemas del hipocampo. Se muestra en 1, la posiciéon y forma del hipocampo en el cerebro de la
rata, con los elementos neuronales principales y sus conexiones intrinsecas en la formacion hipocampal.
Abreviaciones. Campos hipocampales principales (CA1, CA3), giro dentado (DG), subiculo (S), fibras
musgosa (mf), colaterales de Schaffer (sc), patron perforante (pp). (Andersen et al, 2004). En 2 se muestran
de secciones coronales de hipocampo dorsal (A) y ventral (B) indicando las areas CAl y CA3 y su
correspondiente limite en Bregma (Esquema modificado de Paxinos & Watson, 1982).

1.2 Circuito hipocampal

Los mecanismos por los cuales el sistema hipocampal media las diferentes funciones en la
memoria depende de la informacién guardada y el flujo de informacion fuera y a través del
sistema. La representacion clasica de la organizacion en el sistema de memoria hipocampal

es referido como el “circuito trisinaptico” el primer punto empieza en la corteza entorrinal



(CE) y termina en el giro dentado (GD). El segundo se origina en las células granulares del
GD y termina en las CP del CA3, el tercero ocurre entre las CP del CA3 y las CP del CA1
(Figura 3). Esto es un esquema simplificado de lo que realmente esta ocurriendo (Naber et
al., 2000) ya que solo se toman en cuenta las sinapsis glutamatérgicas excitatorias
principales. Asi a esta via trisindptica clasica se le deben adicionar otras conexiones como
las de las células musgosas a las células granulares y por otra parte las de las interneuronas
o de las mismas conexiones excitatorias recurrentes de las CP del CA3. También las dos
proyecciones de la corteza entorrinal, ambas referidas como vias del patron perforante el
cual proyecta a todos los campos del hipocampo y el subiculo (SUB). Las neuronas de la
capa II de la corteza entorrinal proyectan al GD y al CA3 en contraste con las células de la
capa III que proyectan directamente al &rea CA1 y al SUB. Estos dos componentes de la via
perforante se originan de la corteza entorrinal lateral (CEL) o de la corteza entorrinal
medial (CEM), respectivamente. Se ha sugerido que las dos vias transmiten diferentes tipos
de informacion (Mcnaughton, 1980; Colino & Malenka, 1993) La CEL procesa
informacion no espacial como objetos y olores y la CEM informacion espacial (Witter et
al., 1989; Hargreaves et al., 2013). La diferencia entre las dos vias DG/CA3 y CA1/SUB es
mas funcional. Hay una via larga polisinaptica que atraviesa todo el hipocampo
(EC/DG/CA3/CA1/SUB) la otra ruta representa una via corta monosindptica que empieza
en la CE y termina directamente en el CA1/SUB (CE = SUB). Las dos vias funcionan
independientes una de la otra sin embargo; una puede modular la otra. E1 SUB es el ultimo
relevo en el hipocampo y da lugar a las conexiones de salida hacia el area septal, nucleo

acumbens e hipotdlamo entre otras areas (Naber et al., 2000).
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Figura 3. Circuito neural en el hipocampo del roedor. En la ilustracion del circuito hipocampal. b
Diagrama de la red neural hipocampal. La via tradicional excitatoria trisinaptica (Corteza entorrrinal (EC)-
DG-CA3-CA1-EC) es representada con flechas sélidas. Los axones de las neuronas de la capa Il en la EC
proyectan al GD a través de la via del patron perforante (PP), incluyendo la via lateral perforante (LPP) y la
via medial perforante (MPP). El GD manda proyecciones a las células piramidales en CA3 a través de las
fibras musgosas. Las neuronas piramidales de CA3 relevan la informacion a las neuronas piramidales de CA1
a través de las colaterales de Schaffer. Las neuronas piramidales envian de regreso proyecciones en la capa
profunda de las neuronas de la CE. CA3 también recibe proyecciones directas de capa CE de las neuronas de
la capa II a través del patron perforante. CA1 recibe entradas de la capa III de las neuronas a través de la via
temporo ammonica. Las células granulares del GD también proyectan a las células musgosas en el Ailus e
interneuronas hiliares las cuales envian proyecciones excitatorias e inhibitorias respectivamente de regreso a
las células granulares (Esquema modificado de Deng et al., 2010).



Figura 4. Corte coronal del hipocampo y giro dentado. Donde se observan los diferentes estratos. El
stratum piramidale (CP), stratum lucidum (SL), stratum radiatum (SR) y stratum oriens (SO). Se observan los
campos CA1l, CA3 y CA4 del hipocampo y del giro dentado (GD) se observan los estratos: granular (G) con
las células granulares (CQG) y estrato molecular (SLM). (Esquema modificado de Berberich, 2007).

1.3 Neurogénesis del GD

Una caracteristica del GD es que persiste la neurogénesis incluso en el adulto (Rapp &
Gallagher, 1996). Se estima que cada dia se generan nuevas neuronas en el GD, un proceso
complejo que se inicia con la proliferacion de precursores neurales en la capa subgranular
aunque el 50% de células nuevas mueren durante los primeros dias (Dayer et al., 2003). Las
células que sobreviven, se diferencian en neuronas granulares y viven durante meses,
integrandose en los circuitos hipocampicos mostrando propiedades fisiologicas similares a
las neuronas granulares maduras (Ramirez-Amaya et al., 2006; Laplagne et al., 2006), se ha
postulado que las neuronas nacidas en el hipocampo adulto pueden participar en los
procesos de memoria y aprendizaje y también que la tasa de neurogénesis se correlaciona
de forma positiva con el aprendizaje de tareas mediadas por el hipocampo; también el
aprendizaje especial, incrementa tanto la proliferacion como la supervivencia de las nuevas

neuronas (Gould et al.,1999; Dalla et al., 2007) (Figura 5).
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Figura 5. Neurogénesis en el giro dentado adulto y sinaptogénesis. Semana 0 Las células progenitoras
neurales generan a las células granulares del GD (en verde), se producen cambios graduales morfologicos y
fisiologicos. Semana 1. Las células del GD extienden sus dendritas dentro de la capa granular (GCL) y
molecular (MOL) proyecta su axén hacia el Ailus y el area CA3. Las células del DGC reciben proyecciones
inhibitorias GABAérgicas de interneuronas locales (en azul). Durante la tercera semana las DGC reciben
entradas glutamatérgicas (Glu) de la via del patron perforante en este momento las entradas GABA dejan de
ser excitatorias para ser inhibitorias. Las sinapsis eferentes y aferentes se forman a partir de los dias 24-26.
Alrededor de los 2 meses de edad las propiedades fisiologicas son iguales a una CG madura. Abajo se ilustra
la formacion de nuevas sinapsis en P24 a P25. Izquierda se muestra un boton pequefio (en verde) del axén de
una CG nueva que contacta con una excrecencia espinosa de una neurona piramidal del CA3 (en gris) se
observa un botén axonal existente de la CE (en rojo). Derecha, se observan filopodios (en verde), que se
extienden a un botén axonal en rojo que se asocia con otra espina existente (en amarillo) (Esquema
modificado de Deng et al., 2010).
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1.3.1 La célula granular

El tipo celular principal del GD es la célula granular (CG) que presenta un soma eliptico de
10 um de ancho por 18 um de largo, por su conexion directa con el campo CA3, existe una
relacion entre el numero de células granulares y las CP ademas su distribucion es diferente,
asi cerca del area septal la relacion de CP y CG es de 12:1 y en la zona del area temporal es
de 2:3, el numero de capas de CG es de 6 a 8 colocadas de manera muy cercana una célula
de la otra, el arbol dendritico apical tiene forma conica y sus ramas se extienden a lo largo
de la capa molecular (Gonzales et al., 2001; Amaral et al., 2007). El axén de la CG se
origina en el GD y hace sinapsis tanto con las células musgosas del 4ilus, como con las CP

del SL del CA3 del hipocampo (Figura 6).

Las entradas a las CP del CA3 es diverso y si bien el que recibe del GD por medio
de la via de las fibras musgosas es escaso (Kee et al., 2007), éste es determinante para la
funcion del CA3 (Clelland et al., 2009). Solamente entre 10 a 18 sinapsis musgosas hacen
contacto con cada CP, mientras que el nimero de sinapsis que llegan a las CP de vias mas
débiles como las colaterales del CA3 o las vias provenientes del CA1, estd en el orden de

los miles (Tashiro et al., 2007).

Figura 6. Esquema de giro dentado. Células granulares (cg) y las diferentes capas; molecular; ml, granular;
gr y polimorfica, pl. En rojo se observan las fibras musgosas hacia el estrato /ucidum (gris) de las células
piramidales (cp) del CA3. Un plexo colateral hace mas de 200 sinapsis con la capa polimoérfica o hilus
(Esquema modificado de Amaral et al., 2007).
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1.3.2 Las fibras musgosas (FM)

La funcion principal de la formacion hipocampal es el aprendizaje y el paso de memoria de
corto a largo plazo, esta funcion se inicia por la entrada de la informacion multimodal de la
corteza entorrinal hacia la capa molecular del GD y de ésta al area del CA3 en donde se
filtra la informacion relevante, por lo tanto esta sinapsis entre las FM y el CA3 (FM-CA3)
tiene un papel importante para el almacén y recuerdos de la informacion de tipo espacial en
las redes del hipocampo, como una funcidn critica en la que se identifica como el patron de
completacion y de separacion asi como el almacenamiento de secuencias de eventos
(Lisman, 1999; Nicoll & Schmitz, 2005; Bischofberger et al., 2006; Si & Treves, 2009).
Los modelos programados por computaciéon han formulado las hipdtesis de que las FM
ayudan a implementar e integrar un nuevo patron de separacion en las CP del CA3 que
representan una nueva memoria, la cual prevalece a pesar de la interferencia que producen
las memorias almacenadas a través de las conexiones colaterales recurrentes del CA3
(Treves et al., 2008). El sistema de FM es una estructura altamente compleja que conecta la
corteza entorrinal con las CP glutamatérgicas e interneuronas GABAérgicas en la region
hilar o hilus y del SL de la subregion del CA3. Se supone, que una CG inerva
aproximadamente de 12 a 15 CP del CA3 y cada CP puede recibir cerca de 50 llegadas de
las FM (Claiborne et al., 1990; Ishizuka et al., 1990); También existen pequefias terminales
que asemejan botones de otras neuronas hipocampales y éstas, hacen contacto con las

interneuronas del CA3 (Figura 7), (Henze et al., 2000).

Los axones que forman las FM fueron descritos primeramente por Golgi y Salas y
después fueron nombradas por Santiago Ramoén y Cajal por su parecido anatémico de las
fibras encontradas en el cerebelo. Cada CG, da origen a un solo axon desmielinizado de
aproximadamente de 0.2 pm de didmetro que origina una serie extensa de colaterales finas,
las cuales inervan diferentes tipos de células en la region hilar y contintian formando
contactos en el SL para hacer sinapsis dentro de las primeras 100 um de la dendrita apical
de la CP del CA3 y en algunas zonas también en las dendritas basales. Otro aspecto
anatomico importante de la via de las FM es que éstas generalmente estan restringidas a

una banda estrecha que corre en el SL. Cabe destacar que el desempefio de las pruebas
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espaciales en los roedores, sugieren una correlacion con la magnitud de llegadas de las FM

en el SL y en el SO (Nerad et al., 1996; Henze et al., 2000).

Figura 7. Fotografias de células granulares en las tres capas de giro dentado. Capas: molecular (m);
granular (g) y polimorfica o Ailus (h). La flecha indica las fibras musgosas; las cabezas de flecha blancas
indican colaterales en la region del hilus y la region CA3 del hipocampo dorsal. En el recuadro de la derecha
se observa una ampliacion de una terminal musgosa (flecha) en la region hilar, la doble cabeza de flecha
indica una extension filopodial y las cabezas de flechas blancas indican pequefios botones en passant. Escala
de la barra 10 um (Esquema modificado de Acsady et al., 1998).

Las FM presentan tres especializaciones presindpticas a todo lo largo de su axon
principal; la primera, son botones gigantes de las FM (BFM), que inervan tanto a las células
musgosas como a las CP del CA3, en la region hilar los BFM miden entre 4 a 10 pm, el
nimero total a lo largo de un simple ax6n es de 10 (7 -12) y su contacto principal es la
cé¢lula musgosa, en la subregion del CA3 en el SL el principal sitio de sinapsis es con la CP
y el numero de BFM es de 14 (11-18). La segunda son pequefios botones en passant y la
tercera son extensiones de filopodios que se proyectan desde los BFM de los cuales salen
de 2 a 3 extensiones de filopodios, que son moviles, ambas miden de 0.5 pm — 2.0 pm de
largo (Figura 8). Las extensiones filopodiales y los botones en passant inervan
selectivamente a interneuronas inhibitorias en el Ailus y en el SL (Amaral, 1979; Claiborne

et al., 1990; Frotscher, 1991; Acsady et al., 1998;). Estas terminales forman casi siempre
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sinapsis asimétricas y perforadas en los cuerpos celulares de las dendritas y espinas de
interneuronas GABA¢érgicas. Las FM son glutamatérgicas pero también contienen GABA
(Sandler & Smith, 1991; Frotscher et al., 2006; Jaffe & Gutierrez, 2007) y el péptido
opiaceo dinorfina (McGinty et al., 1983; Drake et al., 2007). Como resultado, el nimero
mayor de contactos de las FM en el CA3 es con interneuronas inhibitorias mas que con CP

(Henze et al., 2000).

Filopodios

Dendritas

Figura 8. Dibujo de dos especializaciones sinapticas de las fibras musgosas (FM). Extensiones
filopodiales en color amarillo; de los botones gigantes de las FM en azul; espinas y dendritas de neuronas
GABA¢érgicas en naranja (Esquema modificado de Mcbain et al.,1999).

1.4 La célula piramidal del CA3

El tipo principal de neurona en el hipocampo es la célula piramidal (CP) cuyo tamafio y
organizacion es variable, tiene dendritas basales que se extienden dentro del SO y un arbol
dendritico apical que se abre formando el SLM. Las CP del CA3 localizadas cerca del giro
dentado son de menor tamafio y con arboles dendriticos que miden entre 8-10 mm, pueden
recibir informacidon proveniente de la corteza entorrinal a través del patron perforante
(Figura 9). Hay células pequefias que se encuentran cerca de los borde del giro dentado, el
soma mide 300 um” o0 20 um de didmetro; las células mas grandes se encuentran distales en
el campo y el tamafio del soma puede ser de hasta 700 um?® 030 um de diametro. Las CP

reciben una gran cantidad de terminales de las fibras musgosas (FM) en su arbol dendritico
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apical y basal y las que se encuentran mas distales reciben informacion de las FM solo en la

dendrita apical (Ishizuka et al., 1990; Henze et al., 2000).

Figura 9. Dibujo en cimara liicida de una neurona piramidal de CA3. La localizacion en los diferentes
estratos: radiatum (Sr); lucidum (S1); oriens (So) y de células piramidales (Cp). Se observan las excrecencias

espinosas en su mayoria localizadas en la dendrita apical en su porcién proximal. La barra = 100um
(modificado de Ishizuka, 1990).

Los botones de las FM son estructuras Unicas en una variedad de formas, ademas de
los contactos sinapticos como los filopodios contienen una gran densidad de vesiculas
electrodensas y redondas que expresan mas de una zona activa y envuelven una compleja
espina de las ramas dendriticas que surge de las CP del CA3 (Amaral, 1979; Amaral &
Dent, 1981). Los estudios a nivel de microscopia electronica muestran que los BFM
contienen reticulo endopldsmico liso y un gran nimero de mitocondrias (Chicurel & Harris,
1992). En esta sinapsis, el elemento posindptico es una estructura altamente ramificada
llamada excrecencia espinosa parecido a un gran complejo espinoso que se encuentra en la
parte proximal de la dendrita apical de la CP de CA3 (Figura 10) estas estructuras también
se encuentran en un numero menor en las dendritas proximales basales. La excrecencia
invagina en las terminaciones presinapticas y presentan dos tipos de especializacion en
membranas llamadas zonas activas, estos son sitios de liberacion del transmisor y puncta
adherentia que son complejos de adhesion (Urban & Henze, 2001; Mcbain, 2009;
Lawrence et al., 2003; McBain, 2008).
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Figura 10. Fotomicrografias electronicas y reconstruccion tridimensional del complejo sinaptico. Entre
la presinapsis de la fibra musgosa (FM) y la posinapsis de la excrecencia espinosa (Ee), en la dendrita (DEN)
de la célula piramidal del CA3. A, La presinapsis se identifica por la terminal de la FM, con numerosas y
pequedias vesiculas (v), y por las mitocondrias (M). Con la Ee, se observan algunas uniones simétricas entre la
DEN vy los botones de las FM representativos de puncta adherentia (cabezas de flecha) notese que no hay
vesiculas a su alrededor, en contraste con las uniones asimétricas (flechas) que si las tienen. B, representacion
esquematica del complejo pre y posinaptico. (modificado de Henze et al., 2000). C, Microscopia electronica
de dos botones de FM adyacentes (MFB1,2) ambos botones en amarillo terminan en diferentes segmentos
dendriticos (azul y naranja), las onas activas sindpticas se marcan en rojo. Escala 1 um (modificado de
Rollenhagen y Liibke (2007). En D Inervacién densa y multiples botones de las FM (MFBs) de diferente
forma y tamafio (en varios colores) que hacen sinapsis con la dendrita (azul) Escala 1 pum E,
1.Reconstrucciones tridimensionales de un botéon de la FM (amarillo), sobre la dendrita (azul) 2. La
distribucion de las dos membranas (zonas activas en rojo) y puntia adherentia (en naranja). En 3,
organizacion de las vesiculas sinapticas (puntos verdes) y de las mitocondrias (en blanco) de cada boton
sindptico de la FM y en la rata adulta (modificado de Rollenhagen et al., 2010).
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1.5 La célula musgosa

En la capa polimorfica también se encuentra una gran variedad de tipos neuronales la mas
comun es la célula musgosa, la cual es tal vez la que Santiago Ramon y Cajal describio
como célula estelada o triangular cuyo soma es grande (25 a 35 pum) y su forma es
triangular o multipolar. Su 4rbol dendritico se extiende a todo lo largo de la capa
polimoérfica y ocasionalmente hasta la capa molecular y nunca entran al campo CA3
adyacente. Una caracteristica muy distintiva de las células musgosas son las enormes
espinas llamadas excrecencias espinosas de las dendritas proximales que son grandes y
complejas, este tipo de espinas también se observa en las CP del CA3 pero no tan densas y

tan complejas (Figura 11).

e/

Figura 11. Fotomicrografia de una célula musgosa (A) y su dibujo en camara licida (B). Se aprecian las
excrecencias espinosas en las porciones proximales de las dendritas. Las dendritas se extienden en la capa
polimorfica (pl) del kilus en el giro dentado y otras hasta las capas granular (gl) y molecular (ml). Barra = 25
um (A) y 50 um (B). (Esquema modificado de Amaral et al., 2007).

1.5.1 Proyecciones de las células musgosas

En el interior de la capa molecular recibe proyecciones que se originan exclusivamente de
neuronas en la capa polimorfica (Frotscher, 1991; Buckmaster et al., 1992; Buckmaster et
al., 1996). En la rata las proyecciones se originan tanto del lado ipsilateral como del lado

contralateral del GD a esto se le llama proyeccion de asociacion/comisural hay evidencia de
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que las proyecciones emergen de la capa polimoérfica y casi exclusivamente de las células
musgosas (Amaral et al., 2007). Las células musgosas son excitatorias € inmunoreactivas a
glutamato (Frotscher et al., 1994). Se ha demostrado su naturaleza excitatoria al inervar a
las CG (Scharfman, 1994), también pueden inervar a otras cé€lulas glutamatérgicas y a
células GABA¢érgicas (Buckmaster et al., 1996). Las células musgosas reciben una
inervacion masiva de las CG en el mismo nivel a través de las FM colaterales en la capa
polimorfica. No hay un consenso acerca de cudl es la funcion exacta de las células
musgosas; lo que se sabe es que inhiben localmente y estimulan distalmente a las CG, por
lo que podrian participar en una modulacion efectiva de la red del GD que promueve el

patron de separacion por las CG (Scharfman & Myers, 2012).

1.6 Interneuronas del giro dentado

1.6.1 Células piramidales en canasta

La interneurona mas estudiada es la célula piramidal en canasta, se encuentra a lo largo de
la capa granular (Figura 12). Estas células tienen un soma de forma piramidal que mide
entre 25 y 35 wm de didmetro y el axon de estas células rodea las sinapsis con los somas de
las CG; Santiago Ramon y Cajal fue el primero en describirlas, sus dendritas no presentan
espinas y algunas de las dendritas basales se ramifican y extienden hacia la capa
polimérfica, la mayoria de estas células contienen GABA como neurotransmisor inhibitorio
en sus terminales. Estas sinapsis forman contactos simétricos con las CG localizados
principalmente en los somas celulares y en las dendritas proximales de la dendrita apical

(Seress & Ribak, 1983).
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Figura 12. Localizaciéon de la célula piramidal en cesta (pbc) dentro del giro dentado. En A,
impregnacion argéntica de Golgi y ensamble de una pbe después de una inyeccion de neurobiotina y su dibujo
en B con camara lucida mostrando sus caracteristicas anatomicas y su posicion en los diferentes estratos del
giro dentado: molecular (ml), granular (gl) y polimérfico (pl). La flecha indica el origen del ax6n. La barra de
calibracion = 25 wm. (Esquema modificado de Amaral et al., 2007).

1.6.2 Otras Interneuronas

Anatomicamente se describen 21 tipos diferentes de interneuronas en la formacion
hipocampal de la rata (Amaral, 1978; Freund & Buzsaki, 1996). Las interneuronas
hipocampales forman una poblacion heterogénea que lleva a cabo diferentes funciones; las
interneuronas se diferencian entre si por sus terminaciones nerviosas, por las bases de sus
impulsos o por sus caracteristicas electrofisiologicas, muchas tienen altas frecuencias y
disparan en relacion con el ritmo theta, razén por la cual son llamadas células theta (Sik et
al., 1997), que liberan GABA. En el giro dentado, se han descrito 21diferentes tipos de
interneuronas, de acuerdo a su localizacion, a la forma del soma, a su estructura dendritica

y la presencia o no de espinas (Amaral, 1978; Houser, 2007) (Figura 13).
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Figura 13. Dibujo de la region hilar mostrando los tipos de interneuronas del hilus en el giro dentado.
Células piramidales (1-3), gigante estrellada sin espinas (4), piramidal no alineada (5), musgosa (6),
multipolar espinosa (7), ovoide (8), pequefias células estrelladas sin espinas con un plexo axonal (9),
suprapramidal sin espinas (10), estrellada del 4pex con axon descendente (11), fusiforme (12), esferoide (13),
2 tipos de piramidales en cesta (14, 15), y horizontal en cesta (16), interneuronas limitantes (17,18). Célula
Granular (cg) del giro dentado y capa granular (LG), axones de las cg, las fibras musgosas (FM), y capa
polimorfa (PL). (Esquema modificado de Amaral, 1978).

2. PLASTICIDAD

La plasticidad del Sistema Nervioso Central (SNC) es la capacidad de las células nerviosas
para cambiar sus propiedades, desarrollando nuevas sinapsis, modificando la forma o la
funcion de las existentes o desarrollando nuevos procesos, como resultado de la experiencia
(aprendizaje), las lesiones, o procesos degenerativos. En el cerebro del adulto, la plasticidad
es el resultado de cambios en la fisiologia y / 0 en la bioquimica de los circuitos neuronales
asi como cambios en la estructura fisica establecida durante el desarrollo (Arnold &
Breedlove, 1985; McEwen et al., 1991). Estos cambios en las propiedades neuronales,
hacen posible la organizacion de las funciones cognitivas (sistemas funcionales complejos)
el cual puede ser visto desde distintos niveles de analisis, desde el nivel molecular, con la
liberacion de factores troficos (promotores del crecimiento) como respuesta al dafio
cerebral; el nivel bioquimico, en donde se producen cambios en el flujo de iones; los
niveles de neurotransmisores y la estructura pre y posinaptica, como respuesta al dafio

cerebral o el nivel anatdmico en donde se establecen nuevas conexiones o vias en forma
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espontanea en respuesta a cambios medio ambientales, hasta el nivel psicologico en donde
se producen cambios en los aspectos perceptivos, cognitivos y emocionales de la conducta
tras una experiencia. Esta propiedad del SNC de modificarse como consecuencia de su
propia actividad, ha permitido entender los mecanismos que subyacen en areas especificas
como el hipocampo, una de las areas principales de plasticidad en el cerebro y cuya
estructura es fundamental para el almacenamiento de la memoria explicita. La
neuroplasticidad del hipocampo se ha probado en diversos acercamientos experimentales
desde estudios conductuales hasta los analisis de actividad y expresion de proteinas,
acompaniada de modificaciones en las conexiones de los circuitos neurales implicados, en
donde las sinapsis posibilitan la interaccion funcional para estos procesos de aprendizaje y
memoria. Durante procesamiento de memoria, las neuronas hipocampales del CAl
desempefian un papel crucial en la integracion sinaptica excitatoria de entrada proveniente
del CA3 y la corteza entorrinal. Estas neuronas reciben entrada excitadora casi
exclusivamente en las espinas dendriticas, cuya formacion y eliminacion (plasticidad

estructural) son el reflejo de los cambios de la red del hipocampo (Gu et al., 2014).

2.1 Plasticidad sinaptica en la conexion FM-CA3 e interneuronas

La mayoria de los modelos computacionales sugieren que la subregion CA3 puede ser
representada como una red atractora auto asociativa en el sistema de memoria, se asume
que el CA3 opera de esta forma por las conexiones excitatorias recurrentes entre las células
piramidales del CA3 la presencia de la potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en
inglés), las modificaciones sindpticas y asociaciones tipo Hebbian las cuales estan formadas
entre las células pre y posinapticas en conjuncion con un set de procesos inhibitorios (Rolls
& Kesner, 2006; Hunsaker et al., 2007) a todo esto en su conjunto se le llama plasticidad
sindptica. La neurotransmision excitatoria de las FM, depende de la liberacion de glutamato
y de la activacion de receptores posindpticos a glutamato. El principal transmisor
excitatorio en el hipocampo de los mamiferos es el glutamato, este despolariza las neuronas
hipocampales, mas atn, la estimulacion eléctrica provoca su liberacion. El glutamato activa

tres tipos diferentes de receptores que median la transmision excitatoria ionotrdpica:
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Kainato, a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazole-acido propionico (AMPA), y N-metil-D-
aspartato (NMDA), ademés multiples mecanismos del receptor pueden existir en la misma
sinapsis. El blanco celular dicta no solo el tipo de receptor presinaptico sino también el tipo
de plasticidad que esta expresada en una sinapsis particular de la FM, es importante
mencionar que también hay varias formas de plasticidad sindptica a largo plazo (Henze et

al., 2000)

La LTP es la forma duradera de la plasticidad sinéptica que sirve como modelo de
memoria (Warren, 1995; Bliss & Collingridge, 1993; Nicoll & Malenka, 1995;), si se
activan mecanismos pre y posindpticos es llamado LTP tipo Hebbian y si solo se activan
procesos presinapticos o posinapticos se le llama tipo no Hebbian, de cualquier forma la
LTP esta presente en la mayoria de las sinapsis excitatorias del SNC y puede encontrarse de
manera prominente en estructuras que involucran aprendizaje y memoria como la amigdala
y el hipocampo, varios estudios han dejado la idea de que la LTP puede subyacer ciertas
funciones mnemonicas. La LTP ha sido estudiada en dos tipos de sinapsis excitatorias
dependientes de receptores a NMDA en CP del CA3 en roedores; una, son sinapsis
formadas por los axones de fibras comisurales/asociacion y requiere de la activacion del
receptor NMDA y la otra, son las sinapsis formadas entre las colaterales de Schaffer y
neuronas piramidales de CA1. Por otra parte se ha demostrado que en la sinapsis de las FM
y las neuronas piramidales de CA3 la LTP es independiente de la activacion de receptores a
NMDA (Zalutsky & Nicoll, 1990; Nicoll & Roche, 2013) y dependiente de receptores a
opioides por lo tanto los receptores opioides Mu, Delta y péptidos opioides como las
encefalinas y dinorfina juegan un rol muy importante en la induccion de la LTP en
terminales de las FM (Derrick, 1992; Derrick & Martinez, 1994) La plasticidad sinaptica se
ha visto modulada por multiples factores extrinsecos e intrinsecos como factores tréficos y
hormonales y entre ellas hormonas sexuales como los estrégenos, en el siguiente capitulo
veremos la fisiologia de los estrogenos y como afecta a distintas areas del hipocampo y la

plasticidad estructural y sinaptica.
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2.2 Funcion del zinc en la LTP de las fibras musgosas

Otro de los elementos que se encuentra modulando la plasticidad sinaptica de la via
excitatoria glutamatérgica en las terminaciones axonicas de las FM es el zinc un catién
divalente que se encuentra dentro de las vesiculas de los BFM. El zinc es un oligoelemento
esencial, cuya importancia para el funcionamiento SNC es cada vez mas apreciada. Hay
multiples mecanismos del zinc extracelular que puede estar modulando receptores a
glutamato ionotrdpicos y transportadores a glutamato, el zinc varia dependiendo de su
concentracion. Los blancos mejor caracterizados son los receptores a NMDA (NMDAR),
se ha descubierto que a concentraciones micromolares selectivamente inhiben NMDAR, un
analisis posterior que revela que a diferencia del Mg*" que actia como un bloqueador del
canal, el mayor efecto del zinc en la actividad de los NMDAR es producir una inhibicion
voltaje independiente no competitiva, que se traduce como una menor probabilidad para
abrir el canal (Legendre & Westbrook, 1990). Altas concentraciones también producen una
inhibicion voltaje dependiente de la corriente del NMDAR (Paoletti et al., 1997). Poco se
sabe de los efectos del zinc en los receptores a AMPA (AMPAR) que co-localizan con los
NMDAR en la membrana posinéptica de las sinapsis glutamatérgicas, algunos estudios han
encontrado al menos dos diferencias en el modo de accion entre ambos receptores, primero,
los efectos son opuestos, ya que el zinc actua como un potenciador de los AMPAR, la
inhibicidén también se ha visto, pero solo a concentraciones muy altas algunos estudios han
encontrado que tiene efectos complejos sobre receptores NMDA y puede ser una
modulacion enddgena de plasticidad sindptica. En cortes del CA1, se observé que las bajas
concentraciones de zinc micromolar disminuye las respuestas sinapticas en 40-50% de los
receptores NMDA y se impide la depresion a largo plazo (LTD) pero no la LTP (Izumi et
al., 2000).

Hay evidencia de que el zinc puede ser liberado de las FM durante la estimulacion
sindptica y ademas es co-liberado con L-Glutamato (Assaf & Chung, 1984; Howell, Welch,
& Frederickson, 1994; Quinta-Ferreira et al., 2004). También puede modular la funcién de
varios ligandos y canales de iones dependientes de voltaje (Harrison & Gibbons, 1994; Xie
& Smart, 1994; Ueno et al., 2002). Por el contrario, se ha observado que varios quelantes
de zinc inhiben la induccion de la LTP de las FM (Budde et al., 1997; Lu et al., 2000; Li et

al., 2001). Ademas la administracion de zinc puede inducir la LTP de la transmision de las
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FM (Li et al., 2001). La LTP requiere de la entrada de zinc del espacio extracelular en la
neurona posinaptica usando vias permeables de Ca*” como receptores AMPA o Kainato o a

través de canales de iones dependientes de voltaje (Jia et al., 2002; Li et al., 2001).

Existen tres fuentes principales de zinc en el cerebro, la primera se localiza en
vesiculas sinapticas de los nervios terminales, o bien se encuentra unido a la membrana en
forma de metaloproteinas o en complejos proteina-metal; ambas pueden formar parte de
reacciones metabolicas y no metabodlicas, por ultimo como iones libres en el citoplasma
(Cuajungco & Lees, 1997). En condiciones normales, el zinc se modula en las vesiculas
sindpticas a través de receptores posinapticos ionotropicos y metabotropicos y se establecen
controles para evitar la acumulacion excesiva de zinc o su deficiencia. Esta homeostasis
celular es el resultado de una regulacion coordinada por diferentes proteinas que
intervienen en la absorcidn, excrecion y almacenamiento intracelular y del trafico de zinc.
Estas proteinas, en la membrana transportan al zinc, son las Zip y las intracelulares, son las
metalotioneinas (MT) que controlan los niveles de zinc. Curiosamente, las alteraciones en
las MT recientemente se han descrito tanto en el envejecimiento como para la EA. Cuando
las concentraciones de zinc se ven disminuidas se observan cambios en la homeostasis por
lo tanto se propone como un factor de riesgo para la depresion, la enfermedad de Alzheimer
(EA), el envejecimiento y otras enfermedades neurodegenerativas lo que sugiere que el
zinc es un factor clave en el desarrollo de varios trastornos neuropsiquiatricos y cambios en
la neurogénesis, de hecho, la carencia de zinc se ha demostrado que afecta la neurogénesis
y su aumento provoca apoptosis neuronal, lo cual puede llevar a un proceso de aprendizaje
y déficit de memoria respectivamente. Por otro lado cuando se observa traumatismo
craneoencefalico, accidente cerebrovascular o epilepsia, el exceso de afluencia del zinc en

las neuronas provoca neurotoxicidad y muerte neuronal. (Cuajungco & Lees, 1997).
2.3 Plasticidad Estructural

Ademas de la plasticidad sindptica hay varios estudios que han demostrado que la
formacion hipocampal presenta gran capacidad de plasticidad estructural esto quiere decir
que es capaz no solo de reorganizacion cuando se dafia el tejido si no que también suceden
cambios estructurales que pueden llegar a ser dramaticos en un tejido intacto y sano a lo

largo de la vida y que se ve influenciado por numerosos estimulos extrinsecos e intrinsecos,
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como el medio ambiente, el aprendizaje, memoria, factores troéficos como el neuronal (NT),
el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), y los hormonales como los

glucocorticoides, y esteroides sexuales como los estrogenos.

Las modificaciones en las neuronas (morfogénesis) suceden de manera dindmica y
continua en la estructura del arbol dendritico (dendrogénesis) asi como en sus espinas
(espinogénesis), también se observa en la formacion de sinapsis (sinaptogénesis), en su
reorganizacion o en su eliminacion (Figura 13) y en crecimiento de los axones
(axogénesis). Ademas en el giro dentado se siguen produciendo cambios en el nimero de
nuevas neuronas un proceso llamado neurogénesis (Cameron & McKay, 2001) de igual
forma varios estudios han identificado que la neurogénesis es modulada por multiples
condiciones (Stahnisch & Nitsch, 2002). Aunque muchos estudios han identificado
moléculas y las condiciones que regulan la neurogénesis, el control transcripcional de la
neurogénesis hipocampica durante la edad adulta es menos clara (Suh et al., 2009). Se ha
propuesto que el NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células) un complejo proteico que controla la transcripcion del ADN y también esta
implicado en procesos de plasticidad sinaptica y de memoria. Especificamente en el giro
dentado (sitio de neurogénesis) el NF-kB regula las proyecciones de las FM del CA3 y la
reconstitucion del giro dentado (Suh et al., 2009).

Durante el envejecimiento hay pérdida cognitiva que se relaciona con una pérdida
continua de las cé€lulas dentro del cerebro y, en particular en el hipocampo, que se podrian
regenerar a través de la neurogénesis en el adulto. Sin embargo, lo que ocurre es que se
altera la proliferacion de células madre, la axogénesis, la sinaptogénesis y los mecanismos
neuroprotectivos, lo que da lugar a la alteracion de la via y la fibra musgosa del giro

dentado durante el envejecimiento (Imielski et al., 2012).

Por otra parte, a finales de la década de 1980, la conclusion de que el giro dentado
del hipocampo, contiene mas células granulares en los machos que en las hembras de
ciertas cepas de raton establecid los efectos de los esteroides sexuales durante el desarrollo.
Las hormonas gonadales también juegan un papel crucial en la conformacién de la funcién

y morfologia del cerebro adulto. Ademas de los procesos relacionados con la reproduccion,
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los esteroides sexuales tienen una mayor participacion en las operaciones cerebrales como

la cognicion y el estado de a&nimo, en las que el hipocampo es un mediador.

Por ser parte de la formacién hipocampal, el GD, esta involucrado en dichos
mecanismos y como tal, responde a los efectos de los esteroides sexuales. La primera
indicacion de que los esteroides sexuales pueden influir la neurogénesis en el GD adulto,
fue lo demostrado por Tanapat y sus colegas (1999), las ratas hembras producen mas
neurogénesis que los machos. Lo importante es que también presentan una fluctuacion en la
proliferacion celular durante el ciclo estral: las hembras producen més neuronas nuevas en
proestro (cuando los niveles de estrégeno son mas altas) en comparacion con el diestro y
estro. Ademas la ovariectomia disminuye la neurogénesis, mientras que la suplementacion
con E, la aumenta, un efecto que se puede invertir mediante la administracion de

progesterona (P4 (Tanapat et al., 1999; Falconer & Galea, 2003; Tanapat et al., 2005).

2.3.1. El 17 - estradiol y la remodelacion sindptica

En 1990, el descubrimiento de que las fluctuaciones del E, durante el ciclo estral de la rata,
producian una mayor o menor densidad de los sitios posinapticos (espinas) de la dendrita
apical de las neuronas piramidales del CA1l del hipocampo, marcéd el comienzo de una
nueva era en la investigacion de los esteroides sexuales (Woolley & McEwen, 1992), ver
figura 14. Una extensa labor ha demostrado que los esteroides sexuales tienen efecto sobre
la sinaptogénesis en el hipocampo adulto. Por ejemplo, el reemplazo de la hormona induce
cambios entre 50-100% en el nimero de espinas del CA1 (MacLusky et al., 2005; Parducz
et al., 2006). De hecho, hay evidencia acumulada que sugiere una rapida remodelacion y
estabilizacion de las pequefias espinas que pueden representar un mecanismo de formacion
y el almacenamiento de la memoria (Kasai et al., 2003; Sorra & Harris, 2000). Al medir un
marcador de las espinas dendriticas (espinofilina) en el CA3 y en el hilus se observd una
disminucién en la inmunorreactividad para espinofilina en ratas Ovx, después de
suplementar un grupo Ovx con estrégenos durante dos dias, se observo una recuperacion en

la cantidad de espinofilina inmunoreactiva (Brake et al., 2001).
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Figura 14. Plasticidad estructural del hipocampo. Izquierda, imagenes de la poda de espinas en un
segmento dendritico de las células piramidales del CA1, de una rata con hipoestrogenismo, las flechas indican
las espinas de tipo hongo, A, rata suplementada con E, y B, rata Ovx (Esquema modificado de Woolley &
McEwen, 1990b). Derecha se muestra una tinciéon con Timm del stratum lucidum (sl) y del stratum oriens
(so) en el CA3 del hipocampo de una rata sometida a sobreentrenamiento para mostrar la plasticidad de las
FM (Esquema modificado de Ramirez- Amaya et al., 1999).

3. ESTROGENOS

Los estrogenos son hormonas sexuales enddgenas que tienen varios efectos fisioldogicos
vinculados con la reproducciéon como en el control de la ovulacion, fecundacion e
implantacion. Tambien son importantes durante el desarrollo, tiene efectos sobre el

metabolismo de minerales, carbohidratos, proteinas y lipidos.

En los ultimos afios se ha visto que los estrégenos tienen una participacion
importante en diversas funciones del SNC como el desarrollo, induce dimorfismo sexual en
el area preodptica y ventromedial del nucleo de el hipotalamo (Gorski et al., 1978; Davis et
al., 1996), en los comportamientos afectivos, la epilepsia y procesos cognitivos del SNC, en

especial en la memoria regulada por el hipocampo (Huang & Woolley, 2012).

Existen tres tipos de estrogenos biologicamente relevantes el mas activo es el 17p -
estradiol (CisH240,, E,) seguido por la estrona (CisH201, E1) y el estriol (CisH2403, E3),
cada una de esas moléculas es un esteroide de 18 atomos de carbono, que contiene un anillo

fendlico A (un anillo aromatico con un grupo hidroxilo en el carbono 3), y un grupo b-
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hidroxilo o cetona en la posicion 17 del anillo D. El anillo fenolico A es la principal
caracteristica estructural, de la cual depende la union selectiva y de alta afinidad a

receptores de estrogenos. (Figura 15).

OH OH
oH

HO HO
HO Estrona Estradiol Estriol

Figura 15. Hormonas estrégenas. Estrona, estradiol y estriol, moléculas de 18 4tomos de carbonos en cuatro
anillos, con su anillo fendlico A y grupos hidroxilo, el estradiol presenta dos moléculas hidroxilo la estrona
tiene un grupo hidroxilo y el estriol presenta tres (Esquema modificadeo de Aguila, et. al, 1999).

En el higado, el estrogeno secretado se oxida de manera reversible hasta generar
estrona mediante la 17 - hidroxiesteroide deshidrogenasa y esos dos estrogenos pueden
convertirse en estriol. Los tres estrogenos se excretan en la orina junto con glucurénidos y
conjugados fosfato. En varones y mujeres posmenopatsicas la principal fuente de
estrogenos es el estroma del tejido adiposo a partir de la deshidroepiandrosterona secretada
por la corteza suprarrenal. De este modo la concentracion de estrogenos esta regulada en

parte por la disponibilidad de precursores androgénicos.

3.1 Biosintésis de los Estrogenos

Los ovarios constituyen la principal fuente de estrogenos circulantes antes de la
menopausia el principal producto secretor es el E,, sintetizado por células de la granulosa a
partir de precursores androgénicos proporcionados por células de la teca, la actividad de la
aromatasa es inducida por las gonadotropinas, que actuan por medio de receptores de
membrana plasmdtica para incrementar las concentraciones intracelulares de adenosina
3’5’- monofosfato. Las gonadotropinas y el AMP ciclico también incrementan la actividad

de la enzima de desintegracioén de la cadena lateral del colesterol y facilitan su transporte.
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Los estrogenos se forman a partir de androstenediona o testosterona como precursores
inmediatos y la reaccion comprende la aromatizacion del anillo A que es catalizada en tres
pasos por un complejo de enzimas monooxigenasa (aromatasa) utilizando la forma reducida
de la coenzima nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH) y oxigeno molecular
como sustratos. El paso inicial en la biosintesis de los estrogenos es la conversion de
colesterol a pregnenolona, la cual es catalizada por la enzima citocromo P450 cortadora de
la cadena lateral (P450scc). En 1987 Hu et al., demostraron que en las mitocondrias
aisladas de oligodendrocitos (células gliales) de la rata eran capaces de convertir colesterol
en pregnenolona. También se ha observado la presencia de la enzima aromatasa en los
astrocitos capaces de sintetizar estrogenos (Garcia-Segura et al., 2008). La actividad de la
aromatasa reside dentro de una glucoproteina transmembranal (familia P450 de
monooxigenasas) también es esencial una flavoproteina omnipresente, la NADPH-
citocromo P450 reductasa. Ambas proteinas se localizan en el reticulo endoplasmico de
células de la granulosa ovérica, células del estroma de tejido adiposo, sinsiciotrofoblastos
placentarios, blastocisto previo a la implantacion y diversas regiones del cerebro incluido el
hipocampo en donde se ha visto la sintesis de estrégenos (hembras y machos) por la enzima
final; la aromatasa (Figura 16). Por lo tanto un nuevo paradigma surge cuando se muestra
que el E; es sintetizado de novo en esta parte del cerebro. Ademas, estudios in vitro e in
vivo han mostrado que el E; originado en el hipocampo contribuye a la funcién hipocampal

en particular la plasticidad sinaptica, estructural y en la neuroproteccion (Fester et al., 2011)

El cerebro, las adrenales, las gonadas y la placenta son organos estereidogénicos
(productores de hormonas esteroideas). Baulieu & Robel en 1990 mostraron que los
esteroides como la pregnenolona y dehidroepiandrosterona tienen mayores concentraciones
en el cerebro que en el plasma (Do Rego et al., 2009; Pelletier, 2010; Reddy, 2011; Kato et
al., 2013). Ademas esta demostrado que los esteroides persisten en el SNC después de la
gonadectomia o adrenalectomia. Los neuroesteroides son definidos como esteroides que se
acumulan en el cerebro aun en ausencia de glandulas estereidogénicas y los cuales son
sintetizados en el cerebro de precursores endogenos por enzimas presentes in situ (Baulieu

& Robel, 1990).
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Figura 16. Biosintesis del estradiol desde el colesterol. Citocromo P450 enzima cortadora de la cadena
lateral del colesterol (P450scc), 3B- hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD), 178 - hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17 - HSD). (Esquema modificado de Woolley, 2007).

Tanto los esteroides como los neuroesteroides son sintetizados a partir del colesterol por
una serie de reacciones enzimaticas mediadas por el citocromo P450 y otras enzimas. De
hecho la presencia de estas enzimas en el sistema nervioso han sido documentadas en varias
especies, y el cerebro esta equipado con toda la bateria enzimdtica necesaria como para
sintetizarlas a partir del colesterol (Do Rego et al., 2009; Pelletier, 2010). Como las
gonadas son las principales fuentes de esteroides, los efectos producidos por los estrogenos

en el hipocampo son atribuidos a la regulacion enddcrina por lo cual el E; alcanza su blanco
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a través del plasma. Las concentraciones de E, en el suero son mds bajas que las
concentraciones en el tejido hipocampal (Hojo et al., 2008; Kato et al., 2013). Sin embargo
suceden toda una serie de eventos plasticos a través del ciclo estral de la rata. Las
diferencias enzimaticas y de expresion de aromatasa en las diferentes secciones del tejido
hipocampal sugieren que los niveles de E, difieren en varias regiones y pueden ser mas

altos en a region CA3 (Prange-Kiel & Rune, 2006).

3.2 Fisiologia de la reproduccion
3.2.1 Ciclo estral de la rata

Las ratas presentan un ciclo reproductivo llamado ciclo estral que consiste en la ovulacién
de manera ciclica (con una duracién de 4 a 5 dias) pasando por cuatro estados basicos que
son: diestro I o metaestro, diestro II, proestro y estro. Tienen como consecuencia un
comportamiento sexual femenino determinado y estos mecanismos estan mediados por las
concentraciones hormonales. El ciclo ovarico comienza con la liberacion pulsatil de la
GnRH, factor que estimula la liberacién de dos hormonas gonadotropicas primarias de la
glandula pituitaria anterior: la hormona foliculo estimulante (FSH, por sus siglas en ingles)
y la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en ingles). La FSH a su vez, estimula el
crecimiento de los foliculos del ovario (células epiteliales que se encuentran rodeando cada
ovulo); conforme los ovarios maduran secretan estradiol que genera un crecimiento
epitelial de las paredes del tutero (preparacion para la implantacion del 6vulo). El
incremento de estradiol genera una activacion en la hipofisis y se libera LH, la cual genera

la ovulacion (rompimiento de los foliculos maduros).
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Figura 17. Concentracion en plasma de las hormonas de la reproduccion. Foliculo Estimulante (FSH),
Luteinizante (LH), Estradiol (E,), Prolactina (PRL) y Progesterona (P,) en el transcurso del ciclo expresado

en ng/ml 6 pg/ml. En la grafica se indica el periodo en el cual ocurre la ovulacion y el periodo de receptividad
sexual que es a finales del Proestro e inicio del Estro. Las barras negras representan el intervalo de oscuridad
en un ciclo 12-12. (Esquema modificado de Smith, et al.,1975).

La influencia continua de LH genera que la ruptura del foliculo se vuelva cuerpo
luteo que produce estradiol y progesterona. Por lo tanto la FSH y la LH son las encargadas
de estimular el crecimiento de los foliculos y la sintesis de esteroides en el ovario. En la
rata, este periodo dura dos dias, siendo el primero la fase de proestro, cuando la hembra se

encuentra receptiva sexualmente, y el segundo fase de estro, cuando ocurre la ruptura de los
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foliculos generando la ovulacion (Jenkins & Becker 2005). La concentracion de E; fluctia
entre 100 y 150 pg/ml en el proestro, aproximadamente 6 a 12 horas antes de la ovulacion.
La P4 se incrementa unas horas (4 a 6 horas) antes de la ovulacion después de la liberacion
del E, durante el proestro. En estas etapas se presentan cambios en el tipo de células que
estan presentes en el Utero de la hembra, estos cambios en la concentracion de hormonas y
la citologia vaginal durante el ciclo estral de la rata se ejemplifican en la figura 17

(Marcondes et al., 2002; Goldman et al., 2007; Hawkins et al., 1975).

3.3 Efecto de los estrogenos en la plasticidad de la formacion hipocampal

Hace mas de 20 afios que se sabe de la participacion de los estrogenos en la, el
mantenimiento de la estructura neuronal, en la plasticidad sinaptica y en la neuroproteccion
del hipocampo, se han demostrado cambios draméticos en la fisiologia y morfologia celular
del hipocampo dorsal en ratas ovariectomizadas (Ovx) y suplementadas con 17f - estradiol
(OvxE) tanto in vitro como in vivo y también en las diferentes fases del ciclo estral, en
donde se observa una pico alto en la concentracion de los estrégenos en etapa de proestro y
una concentracion mas baja en etapa de estro (Figura 17). Woolley et al., (1990) fueron los
primeros en mostrar las consecuencias plasticas con la ovariectomia en la estructura de las
neuronas piramidales del area CA1 de las ratas hembras, resultando en un decremento de la
densidad espinosa de las dendritas y después del tratamiento sistémico con E, la
recuperacion en el numero de espinas dendriticas en esta region, estos mismos efectos se
observaron a través del ciclo estral, en particular, la densidad de las espinas y de las
sinapsis que varia en respuesta a las diferentes concentraciones de E, a través de las
diferentes etapas del ciclo estral. Otros cambios reportados incluyen, la facilitacion de la
memoria y aumento en el numero de sinapsis espinosas, en roedores y primates (Smith &
McMahon, 2005; Mukai et al., 2010;), incremento en la transmision sinaptica mediada por
receptores NMDA (Foy, 2001; Smith & McMahon, 2005; Jelks et al., 2007) y en la
magnitud de la LTP (Mukai et al. 2010; Smith & McMahon 2006), la expresion de
receptores a estrogenos (ERs a y B por sus siglas en ingles) se modula también por el E,

(Adams

et al., 2004; Jelks et al., 2007). Se muestra una clara influencia en el metabolismo del

neurotransmisor GABA, la falta de estrogenos ovaricos reduce la sintesis de la subunidad
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GABA4 (Morrell, 2002) y el mRNA que regula la enzima GAD para la sintesis de GABA
(Ikeda et al., 2006; Zhou et al., 2007), hay estudios que demuestran que el E, estimula la
formacion de sinapsis glutamatérgicas a través de mecanismos dependientes de ERa, (Jelks
et al., 2007); la activacion de ER induce cambios morfologicos en neuronas hipocampales
que incluyen el incremento de ramas y densidad de espinas (tipo hongo) dendriticas
(estudios in vivo) mejorando procesos cognitivos como la memoria (Liu et al., 2001),
también se propone que los estrogenos producidos de novo en el hipocampo tienen un
efecto en la espinogénesis mediada por mecanismos indirectos que son regulados endogena

y paracrinamente (Prange-Kiel & Rune, 2006).

Un reporte de (Smejkalova & Woolley, 2010) demuestra que el E, puede potenciar
la transmision excitatoria a través de mecanismos presinapticos por promover la liberacion

multivesicular del glutamato; un decremento en la densidad de espinas y de las sinapsis fue

observada en menos de 24 horas entre el proestro y estro tardio, al igual que los niveles de
el E; (Woolley & Mcewen, 1990, 1992 ; Bi et al., 2001; Marhaham et al., 2005) (Figura
18).

Figura 18. Electromicrografia del stratum radiatum de la region hipocampal. En ratas adultas Ovx (A)
que recibieron vehiculo y ratas Ovx suplementadas con E, (B). Sinapsis con espinas dendriticas (flechas
negras) y sinapsis con ramas dendriticas (flecha blanca). Barra= 1pm. (Esquema modificado de Woolley &
McEwen, 1992).
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También se ha reportado una mayor neurogénesis y menor apoptosis en GD en
etapa de proestro y en ratas Ovx y OvxE (Tanapat et al., 1999; Patima Tanapat et al., 2005);
Asi como una variedad de marcadores sindpticos, PSD95, espinofilina y sinaptofisina entre
otros que también son regulados por la aplicacién de estrégenos sistémicos (McEwen,
1992), confirmando el rol de los estrégenos en la formacion y consolidacion de las sinapsis.

Kato en el 2013, mostré una fluctuacion en las concentraciones de las hormonas
esteroideas de E, y P4 a través del ciclo estral siendo mayor en el hipocampo que en
plasma, también observo fluctuacion de las espinas dendriticas observandose una mayor
densidad en Proestro y Diestro 2 (Figura 19), pero la expresion de las enzimas
estereidogénicas (P450 y 178 - HSD) asi como los receptores esteroideos no cambid

significativamente durante el ciclo estral, .
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Figura 19. Fluctuaciones ciclicas en la densidad y morfologia de las espinas dendriticas a lo largo del
ciclo estral en el CA1 del hipocampo. En A, las imagenes de la dendrita en el estrato radial en ratas hembras
durante el Proestro (P), Estro (Es), Diestro 1 (D1) y Diestro 2 (D2). En B, el numero total de espinas en los
cuatro estados del ciclo estral, comparados con el macho, en donde hubo diferencias significativas entre Est y
D2 en relacion al Pro, el cual fue similar al total de espinas en el macho. (Esquema modificado de Kato et al.,
2013).
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Por otra parte se ha visto que el E, pueden tener efecto en la plasticidad mediante la
estimulacion de factores troficos y/o en la neuroproteccion del hipocampo, basada en
evidencia experimental sobre modelos in situ de animales y celulares in vitro; sugiriendo
que los estrogenos suprimen el proceso inflamatorio por diversos mecanismos en el SNC
(revision de Woolley, 2007). Este efecto perdura durante la vida adulta y se mantiene
constante por ser indispensable para la plasticidad de nuevas conexiones sinapticas. Al
mismo tiempo, existe la posibilidad de que el E; regule la sintesis de proteinas protectoras
contra agentes apoptdticos e influya en el control de respuestas inflamatorias de la
microglia reactiva y la funcidén vascular aumentando la perfusion; Se ha visto que la NOS
juega un rol en estos mecanismos, la nNOS en la induccion de la LTP, la iNOS modulando
la inflamacién y la eNOS mejorando la perfusion (Maggi et. al., 2004). Diversos estudios
tanto de inmunocitoquimica como de hibridacion in sifu han demostrado la presencia de ER
a y B en diversas areas extra hipotaldmicas e inclusive fuera de la localizacién clésica
nuclear. Se ha demostrado la presencia de receptores sobre la region CA1 del hipocampo,
asociadas a las mitocondrias, arboles dendriticos y sus espinas sinapticas (McEwen et al.,
2001; Milner et al., 2005; Spencer et al., 2008). Se ha demostrado por numerosos estudios
in vivo e in vitro en donde la aplicacion de agonistas y antagonistas del E,, asi como la
aplicacion de E, por via sistémica o en cultivos celulares por lo tanto se proponen como
moduladores de la plasticidad sinaptica estructural de manera endodcrina y paracrina (Rune

& Frotscher, 2005; Zhou et al., 2007),

3.4 Mecanismos de accion

Los estrogenos actuan a través de receptores (ER), los receptores nucleares a estrogenos se
dividen en ERa y ERfB y se han identificado dos isoformas del ERB (B1, B2), se han
reportado también receptores de membrana como ERa y ERP ademas de el receptor GPR30
(7TMR) este es un receptor intracelular transmembranal que actiia de manera independiente
e influye en la activacion del factor de crecimiento epidermal (EGF). Técnicas de
inmunohistoquimica con anticuerpos especificos contra los receptores revelan la presencia
de estas proteinas en el nucleo y citoplasma de neuronas hipocampales, ademas se pueden

observar tinciones en las dendritas apicales de células piramidales (Prange-Kiel & Rune,
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2006). Uniéndose a su ligando deja una cascada de activacion que finalmente resulta en la
traslocacion del receptor al ntcleo, induce cascadas de sefalizacion las cuales pueden tener
efectos gendmicos clasicos asociados a ER; efectos no genémicos, que involucran sistemas
de segundos mensajeros y vias de proteinas cinasas; y efectos antioxidantes independientes
de receptor (Klinge, 2001).

Las acciones de los estrogenos incluyen diferentes mecanismos tales como la via
gendmica que es aquella en la que los estrégenos se unen a las isoformas de los ER,
resultando en la regulacion de la transcripcion de genes. En ausencia de estrogenos los ER
son asociados a proteinas de choque térmico en un estado transcripcional inactivo. La union
de 17 - estradiol con su ER produce un cambio conformacional y esto promueve la
homodimerizacion de los ER y en ciertos tejidos la subsecuente translocacion nuclear. En el
nucleo el ER actiia como un factor de transcripcion uniéndose a los elementos de respuesta
a estrogenos (ERE) en los promotores de los genes blancos, esto da como resultado el
reclutamiento de correguladores especificos y un posterior decremento o incremento de la
transcripcion de los genes blanco.

En el SNC las acciones no gendmicas de los estrégenos han sido estudiados en tres
escenarios, en los cuales los estrogenos también tienen efectos gendmicos. Estos son:
reproduccidon, neurotrofismo y neuroproteccion. Todos los estudios también dejan la
especulacion de como la naturaleza del receptor media los efectos no gendmicos. Existen
efectos extremadamente rapidos de los estrogenos sobre la excitabilidad de la membrana,
donde los estrogenos son capaces de unirse a receptores especificos en la membrana
plasmatica, aunque la naturaleza de éstos es alin controvertida. La union a estos receptores,
puede estimular diferentes mecanismos de sefializacion intracelular, como la apertura de
canales 16nicos y sefializacién de neurotransmisores con receptores acoplados a proteinas
G, que afecta corrientes de calcio, la activacion de cAMP y a la via de las proteinas cinasas
(MAP-kinasas), que actian sobre sus blancos como el kainato y neurotrofinas o factores de
crecimiento como el factor de crecimiento parecido a la Insulina -1 (IGF-1) o el BDNF,
(Prange-Kiel & Rune, 2006). Las neurotrofinas son factores de crecimiento criticos para el
desarrollo, mantenimiento y restauracion de la funcion del cerebro, se ha propuesto que los
estrogenos ejercen efectos sobre el SNC a través de la activacion de neurotrofinas. Los

estrogenos potencian la expresion de mRNAs de agentes neurotroficos, como el BDNF y el
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factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF), el factor de crecimiento neuronal (NGF) y
el IGF-1. La habilidad de los estrogenos para activar estas neurotrofinas y sus efectos sobre
el mantenimiento y restauracion del SNC han sido descritos en varias regiones incluidas el
hipocampo (Figura 20). Algunas lineas de investigacion sugieren que el E, regula la
expresion BDNF (Sohrabji et al., 1995). Consistentemente con esta hipdtesis las ratas Ovx
disminuyen la expresion de RNAm de BDNF en el hipocampo, esto se revierte con la
suplementacion de E, (Singh et al., 2014), esto puede ser debido a que las FM contienen
concentraciones altas de BDNF (Scharfman et al., 2008). Un reporte de Smejkalova y
Woolley (2010) demuestra que el E, es capaz de potenciar la transmision excitatoria a
través de mecanismos presinapticos por promover la liberacion multivesicular del

glutamato.
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Figura 20. Mecanismos de accion entre la interaccion de los estrogenos y el BDNF. Dibujo que muestra
los dos mecanismos de accion, izquierda es la convergencia y derecha es Induccion. (Esquema modificado de
Scharfman & MacLusky, 2006).

3.5 Relacion del 6xido nitrico con el hipocampo

El sistema nervioso es especialmente vulnerable al envejecimiento, algunas regiones del
cerebro vinculadas a la memoria como el hipocampo, son afectadas por el estrés oxidativo.
Estudios en animales sugieren, que tanto las enfermedades neurodegenerativas como las
alteraciones cognitivas asociadas a la edad, son reflejo de la vulnerabilidad de ciertas

poblaciones neuronales al estrés oxidativo.
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Una de las posibles formas de como el SNC obtiene neuroproteccion a través de la
sintesis de oxido nitrico (NO), es por ser una molécula que tiene participacion en la
sefializacion intra e intercelular, ademés de que presenta un rol en diversos mecanismos
fisiologicos y patofisiologicos en varios sistemas (cardiovascular, inmunolégico y
nervioso); regula el tono de los vasos sanguineos mejorando la perfusion cerebral, media
respuestas inmunes de cé€lulas inflamatorias, actia como mediador biologico, similar a los
neurotransmisores en las neuronas (Aktan, 2004) de hecho funciona como un
neurotransmisor retrogrado en el sistema nervioso periférico y central, ademas de producir
plasticidad sinaptica (Brenman & Bredt, 1997; Hardingham et al., 2013; Shepherd &
Harris, 1998). Por el otro lado es un radical libre de oxigeno que actia como un agente
citotoxico en procesos patoldgicos particularmente en desordenes inflamatorios (Alderton
et al., 2001; Bogdan, 2001). La sobreproduccion de NO independientemente de las
concentraciones de calcio intracelulares es debido a iNOS y da como resultado efectos
celulares de proteccion y dafiinos (Aktan, 2004).

A partir del descubrimiento de que las neuronas son capaces de sintetizar NO en el
SNC, su estudio como mensajero neuronal ha despertado gran interés dependiente de la
funcion de las areas donde se sintetiza. El NO se forma de la arginina por la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS), la cual oxida al nitrégeno de la arginina liberando NO y citrulina. La
NOS es una familia de enzimas (E.C.1.14.13.39) representada por las isoformas, inducible
independiente de Ca*™ (iNOS) y la constitutiva o dependiente de Ca®" que a su vez, se
divide en endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS) (Alderton et al., 2001). La iNOS (también
conocida como NOS-II , NOS-2 o tipo II) se encuentra principalmente en la glia y no en las
neuronas (Saha & Pahan, 2006; Jaffrey & Snyder, 1995), no se expresa bajo condiciones
fisiologicas. En condiciones normales eNOS y nNOS se sintetizan en pequeias cantidades,
y juegan un rol en el SN y en la circulacion sanguinea (Jesko et al., 2003). La eNOS (NOS-
III, NOS-3 o tipo III) se puede encontrar en células endoteliales de vasos sanguineos y en
astrocitos mas que en neuronas (Iwase et al., 2000), regula la reactividad vascular en la
periferia; nNOS (NOS-I, NOS-1 o tipo I) fue purificada en cerebros de roedores y cerdos,
son las isoformas mas abundantes en el cerebro (Fagan et al., 1999). Se ha demostrado que
tanto la eNOs como la nNOS se expresan en neuronas hipocampales, pero los mecanismos

exactos no estan bien definidos (Dinerman et al., 1994). Los ER regulan la transcripcion de
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genes blanco como es el eNOS en una manera especifica de la célula por union del
complejo en los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) en la region promotora
respectiva. Dentro de los efectos no gendmicos (rapidos) esta la activacion de la MAP
cinasa (Singer et al., 1999). Los genes que codifican a la eNOS contienen ERE en su regioén
promotora y son regulados por ER. Las neuronas piramidales de las areas CA3 y CA1 asi
como las células granulares en el GD expresan receptores ERa y ERB (Jelks et al., 2007;
Shughrue & Merchenthaler, 2000a; Shughrue & Merchenthaler, 2000b; Shughrue et al.,
1997), con la expresion nuclear de ERa mas fuerte en neuronas piramidales del CA3 que en
las del CA1 (Rune et al., 2002). A concentraciones fisioldgicas los E; inducen la formacién
de NO en la neocorteza y por lo tanto la vasodilatacion mejora la perfusion, la cual
finalmente resulta en neuroproteccion (Grohé et al., 2004; Pelligrino et al., 1998). El
receptor bioldgico para el NO mas estudiado es la guanilato ciclasa soluble citoplasmatica
que al unirse con en NO forma GMPc e inicia las cascadas de sefializacioén. La transmision
nitrinérgica constituye una nueva y particular forma de neurotransmision. Por otra parte,

estudios recientes de Lourenco et al., (2014), in vitro indican que la estimulacion de

neuronas glutamatérgicas promueve la elevacion transitoria del nNOS en cada region del

hipocampo (CAl, CA3 y GD) (Figura 21).
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Figura 21. Inmunohistoquimica de la nNOS en el Hipocampo. Izquierda, mostrando las areas del
hipocampo (CA-CA3) y el giro dentado (DG), en B y C las capas de los campos CA1 y CA3 (oriens (or);
piramidal (py) y radiatum (rad). En D, el Giro dentado y las neuronas inmunoreactivas a la nNOS en la capa
polimorfa (po) del Ailus, en la capa granular (gr) y extensiones en la capa molecular (mo). Derecha, dinamica
del efecto del NO por la activacion del glutamato (glu) en cada campo del hipocampo y del giro dentado
(DG). (Esquema modificado de Lourencgo et al., 2014).



Asi, en los murinos, los estrogenos pueden contribuir con cambios bioquimicos por
la interrelacion entre el NO, los glucocorticoides y las neurotrofinas en el hipocampo
estructura clave en los procesos de aprendizaje y memoria de tipo espacial (Maur et al.,

2015).

3.6 Formacion hipocampal, estrégenos y memoria

Los efectos de las hormonas sexuales tienen especial interés en la FH dada la importancia
de esta estructura en la formacion de memoria de tipo espacial y episodicas (Spencer et al.,
2008) asi como su vulnerabilidad a los efectos perjudiciales del envejecimiento y la
enfermedad de Alzheimer (deToledo-Morrell et al., 2007; Foy et al., 2008). Se han hecho
pruebas en diferentes especies, paradigmas, tipos de estrégenos, diferentes dosis y
diferentes vias de administracion, los ratas y ratones son especies en las cuales mejora su
desempefio con cantidades de E, similares a las de proestro (Daniel, 2006; Korol & Kolo,
2002; Xu & Zhang, 2006). Las pruebas disefiadas para probarlo son reconocimiento de
objetos, evitacion activa e inhibitoria, condicionamiento de miedo al contexto, laberinto en
T, en Y, radial y acuatico, entre otros, al menos 48 horas de suplementacion con E, mejora
el desempefio en estas pruebas debido a una mejor consolidacién de la memoria después de

la ovariectomia (Packard & Theater 1998).

Los efectos conductuales de las ratas en edad reproductiva estan marcados por el
ciclo estral, las altas concentraciones (proestro) y bajas concentraciones de los estrogenos
(estro) dan como resultado cambios en la conducta reproductiva y en las conductas
dependientes del hipocampo con resultados controversiales (Spencer et al., 2008), algunos
trabajos muestran que altos niveles de E; y de P4 durante el ciclo estral se asocian con un
mejor desempeiio en la memoria de tipo espacial (Frick et al., 2000), memoria de trabajo
(Pompili et al., 2010), y uso de la estrategia espacial (Korol et al., 2004), otros estudios no
reportan estas mejoras en pruebas dependientes de hipocampo (Berry et al., 1997; Markham
et al., 2002; Sutcliffe et al., 2007; Walf et al., 2006; Warren & Juraska, 1997), que pone de
manifiesto la dificultad de evaluar por medio de la conducta los efectos de la rapida

fluctuacién de los niveles hormonales en el hipocampo.
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Existe cierto consenso en la literatura, al evaluar el aprendizaje y memoria de
animales ovariectomizados y suplementados con E,, observandose un mejor desempefio en
pruebas dependientes del hipocampo (Frick, 2009; Gibbs, 2010). Tanto en ratas y ratones
envejecidos también se observa una disminucion de la memoria dependiente de hipocampo,
en particular, de la memoria de tipo espacial en una prueba de laberinto acuatico de Morris
(LAM), estos efectos se presentan antes en las hembras que en los machos y la aparicion de
esta pérdida de memoria espacial prematura en las hembras coincide con la pérdida
hormonal (Frick, 2009), en efecto también la expresion de los ER a y 3 se reducen en el
hipocampo envejecido de la hembra (Adams et al., 2002; Mehra et al., 2005; Waters et al.,
2011) y las respuestas plasticas de las neuronas piramidales CA1 al E, (por ejemplo, la
densidad de las espinas dendriticas y el numero de los receptores NMDA). Ademas, la
supresion de cualquiera de los dos receptores pueden afectar la memoria de referencia
espacial en el laberinto acuatico de Morris (Fugger et al., 2000; Rissman et al., 2002). Se ha
demostrado que la suplementacién pueden mejorar o retrasar la presentacion de dafios en la

funcién cognitiva en modelos animales y humanos (Luine, 2008).
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe abundante informacion acerca de la importancia de los estrégenos en el SNC y de su
influencia en las funciones y plasticidad del hipocampo. Esta plasticidad se debe a que el
hipocampo es un blanco funcional que responde de manera directa a cambios en el medio
ambiente, el estrés, la edad y el aprendizaje, regulada, entre otros factores por las hormonas
sexuales, entre éstas los estrogenos como el estradiol (E;). En los animales murinos de
experimentacion, se sabe que pueden contribuir con cambios bioquimicos, en la estructura,
distribucion y numero de sinapsis, lo que sugiere una relacion entre los cambios
morfoldgicos y la formacion de la memoria. En la rata adulta, se han reportado cambios
plasticos por la influencia del E, durante el ciclo estral y en animales ovariectomizados
(Ovx) y suplementados con E, (OvxE), en el campo CAl y en el GD, pero hasta el
momento hay poca informacion sobre cambios plasticos morfologicos en el sistema de
fibras musgosas (FM), cuyo contenido en zinc es importante. Ademas se sabe poco de la
influencia de los estrégenos durante el ciclo estral en el area CA3 del hipocampo. Por lo
tanto, la finalidad de este trabajo es determinar la influencia que tienen los estrogenos en la
actividad de la NOS constitutiva como un indice de neuroproteccion y /o plasticidad asi
como en la organizacién anatomica y la conectividad sindptica de las FM; durante las
diferentes etapas del ciclo estral de la rata adulta y en las ratas Ovx y los posible efectos

funcionales por la suplementacion con E,.
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IV. HIPOTESIS

1. Se producirdan cambios en la actividad de la NOS constitutiva, en la organizacion
anatomica y en conectividad sindptica de las diferentes etapas del ciclo estral, siendo

mayores los cambios en la etapa de proestro, y menores en la de estro.

2. En ratas ovariectomizadas se observara una disminucion de la NOS constitutiva, de la
organizacion anatdmica y de la conectividad sinaptica, y se observara una recuperacion con
la suplementacion de 10 ug de Benzoato de estradiol, observandose un mejor desempeiio en

una tarea de tipo espacial.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de 17 - estradiol en la actividad de la NOS constitutiva, el contenido de
zinc, el area de las FM y el nlimero de sinapsis en las tres fases del ciclo estral: Diestro (D),
Proestro (P), Estro (Es), en animales ovariectomizados (Ovx) y suplementados (OvxE) con
una dosis adecuada de benzoato de estradiol, asi como el comparar el desempefio de una

tarea conductual entre ratas Ovx, y OvxE.

V.I. OBJETIVOS PARTICULARES

V.I.1 Incubacédn de 500u

VI. MATERIAL Y METODOS
VI.1. Sujetos

Se utilizaron ratas un total de 134 hembras adultas de la cepa Sprague - Dawley, de 70-90
dias de edad (270-290g), tratados de acuerdo a los lineamientos de la guia para el cuidado y
uso de animales de laboratorio del NIH y aprobado por el comit¢ de bioética del INB-
UNAM. Durante el tiempo que durd el experimento las ratas fueron alojadas de 2 o 3
animales por caja de policarbonato (45x24x21 c¢m) con suficiente material de anidacion,
adecuada limpieza ademas de agua y alimento (Purina Chow, formula No. 5001) ad
libitum. Los animales se mantuvieron bajo condiciones de ciclo luz invertido (12 hrs luz —
12 hrs obscuridad; la luz se encendia a las 21:00 hrs) la temperatura entre 22-23°C y
humedad relativa de 40-50%. En cada animal, se tomaron frotis vaginales entre 9:00 y
10:00 am y después de tres frotis seriados se determino la etapa del ciclo estral en cada uno

de los 3 grupos estudiados en: 1. Proestro; 2. Estro y 3. Diestro.

VI.2. Cirugia

46



Para formar los grupos de animales ovariectomizados (Ovx), se extrajeron quirurgicamente
los ovarios, bajo anestesia con una combinacién de los anestésicos Xilazina-Ketamina
(30%-/70%), dosis de Iml/kg; xilacina de Procin, PiISA A099884 y ketamina, Cheminova
salud animal KTCHH11L05) mediante procedimientos asépticos. Todas las ratas operadas,
recibieron ketofen (2 x 1 mg por dia) por via subcutdnea durante tres dias después de la
cirugia para aliviar el malestar y se alojaron dos o tres animales por jaula. El periodo de
recuperacion fue de dos semanas y luego se formaron cada uno de los grupos para
suplementar el E, (una inyeccion por dia, durante tres dias). La ovariectomia se verifico
mediante inmunoensayo para determinar los niveles de E; en plasma (Beltran-campos et al.,
2010). Los niveles en sangre de E, en animales Ovx (18,1 = 2,43 pg / ml) se determinaron
15 dias después de la cirugia. A pesar de que el método de ELISA no es suficientemente
preciso para determinar el nivel de E, en sangre, las medidas obtenidas fueron inferiores a
los reportados durante el proestro, lo que indica que la ovariectomia fue eficaz en la
reduccion de los niveles circulantes de E,. Por otra parte, la ovariectomia se verificd
cuidadosamente por inspeccion visual. La suplementacion se hizo con inyecciones
subcutaneas de benzoato de estradiol 17 - estradiol (E;) en un volumen total de 0.2ml/rata.
El benzoato de estradiol (10ug/rata 3-Benzoato de B-Estradiol Sigma Aldrich. 5 g) se
administrd 2 dias antes de la prueba conductual, mientras que la progesterona se hizo con
inyecciones subcutaneas de pregnona (500 pg/rata; 4 Pregnona-3, 20 diona Sigma Aldrich.
25g) se administr6 junto con el E,. Las inyecciones siempre se administraron a la misma

hora (9-10 am).

V1.3 Desarrollo de los objetivos particulares

VI1.3.1 Objetivo particular 1 (Dosis)

La dosis adecuada se establecié midiendo la plasticidad de las FM; se midio el area del SL
mediante la técnica de Timm (se describira en el objetivo 4) se administraron diferentes
dosis a un total de 12 ratas Ovx por via subcutanea a la altura de las vértebras sacras con
jeringa de 1 ml. Para evitar el estrés durante la inyeccion, los animales fueron manipulados
gentilmente. Se aplicaron tres diferentes concentraciones de estrogenos (Ovx, E10, ESO y

PG ) y se formaron los siguientes grupos n = 3 hembras:
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Grupo Ovx suplementado con vehiculo (aceite vegetal) 0.2ml.
Grupo E10 suplementado con 10 ug de benzoato de estradiol.
Grupo E50 suplementado con 50 ug de benzoato de estradiol.
Grupo PG suplementado con 500 pg de Progesterona / 10 ug benzoato de estradiol.

Se comprob6 que la dosis de 10 pg de Benzoato de estradiol fue la que generd

mayor plasticidad en la rata, por lo tanto se utilizé para el desarrollo de los demas objetivos.

VI1.3.2 Objetivo particular 2 (Analisis de la Actividad de la cNOS)

Analisis de la actividad de la ¢cNOS dependiente de Ca*" en el hipocampo se llevo a cabo
midiendo la conversion de L-arginina en NO y L-citrulina. El hipocampo de 6 animales por
grupo fue homogenizado en tampdn (50 mM de Tris-HCI, EDTA 0,1 mM, 0,1 mM EGTA,
0,1% y B-mercaptoetanol, pH 7.5), que contiene un coctel de inhibidores de proteasas y
0.1% (v/v) de Nonidet P-40. Se incubaron 500 microlitros de proteina 30 minutos a 37°C en
presencia de 10 mM de L-arginina-HCI, 1 mM de NADPH, 100 nM de calmodulina, 30uM
de tetrahidrobiopterina, 2.5 mM CaCl, y 0.2 mCi de [*H] L-arginina. Para probar la
actividad de iNOS, las incubaciones se realizaron en presencia de 1 mM de EGTA y CaCl*
no se anadid. La mezcla de reaccion se aplic6 a una columna (Dowex-50W), que retiene
[*H] L-arginina. La cantidad de [’H]-L-citrulina se midi6 utilizando un contador de
centelleo Beckman LS6500. Los resultados se expresaron como ng L-citrulina/500 mg

proteina/30 min (Aguilera et al., 2007).
V1.3.3. Objetivo particular 3 (Determinacion del Zinc)

La determination de zinc se llevo en 30 animales 6 por cada etapa del ciclo estral (D, P, Es)
y en los grupos Ovx y OvxE (suplementado con 10ug de benzoato de estradiol) para la
determinacion del contenido del zinc en el hipocampo, el cual se separd del cerebro tan
rapidamente como fue posible y se colocd en tubos previamente lavados con una solucioén
de 4cido nitrico al 30% para evitar la contaminacion externa. Todo el hipocampo se peso en
fresco, se registraron los datos y se les agregd 1 ml de acido nitrico redestilado a las

muestras. Los tubos cuidadosamente tapados se colocaron en bafio de agitacion a 60 ° C por
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30 minutos. El zinc fue medido en la solucion resultante en un espectrofotometro de
absorcion atdmica equipado con un horno de grafito y correccion Zeeman fond (Analyst
600, Perkin Elmer). El equipo fue calibrado previamente con una solucién de zinc
comercial (Perkin Elmer GFAAS estdindar mixto). El control de calidad se asegurd
mediante la determinacion de zinc en una matriz biologica basada en material estandar
(1577b bovino higado, NIST); la sesion de analisis se consideré adecuada cuando el
estandar de calidad de control fue del 95-105% de su valor nominal. Los resultados se

expresan como mg de zinc por gramo de tejido himedo (Montes et al., 2008).
VI.3.4. Objetivo particular 4. Area de las FM

El area de las FM, se midio en un total de 30 animales 6 por cada grupo (D, P, Es, Ovx,
OvxE), se midi¢ el area del haz suprapiramidal de las FM, tefiidas con la técnica histologica
de Timm. Se perfundieron por via intracardiaca previa anestesia con pentobarbital sddico
(50 mg/k), con una solucion de sulfuro de sodio al 0.4% pasando un total de 1ml/g. La
perfusion se continud con fijador de “Karnovsky (1.0% de paraformaldheido y 1.25% de
glutaraldheido en 0.1M de solucion de fosfatos a un pH 7.4) (West et al., 1981). Los
cerebros fueron extraidos y para su crioproteccion se colocaron en frascos con una solucién
de Karnovsky con sacarosa al 30% se mantuvieron en el refrigerador por 72 horas o hasta
que el tejido bajo al fondo del frasco. Una vez fijados se procedio a cortar por congelacion
en secciones coronales de 40 um. Las secciones fueron colectadas en estricta seriacion y
procesados usando una modificacion de la técnica de Timm sulfuro de plata (Cintra et al.,
1997). Este método se basa en la conversion del zinc a sulfuro de zinc de los botones
gigantes de las terminales nerviosas de las FM, sobre las cuales se deposita el nitrato de
plata cuando los tejidos son puestos en una solucidon que contiene un estabilizador (goma
arabiga) un agente reductor que precipita la plata (hidroquinona) (Danscher & Zimmer,

1978).

El haz de las FM que corresponde al area del SL se estimé en secciones del
hipocampo dorsal, cada quinta seccion. La primera, se obtuvo a partir de una posicién

inicial aleatoria dentro de los primeros cinco cortes de la serie montada. Para cada seccion,
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de los limites del haz suprapiramidal se definieron de acuerdo con (Amaral & Dent, 1981;

Gaarskjaer, 1985), el area fue determinada en el hipocampo derecho (Figura 22).

5 ‘N-mw

Figura 22. Corte coronal de hipocampo dorsal. Representativo usado para estimar el area de las FM en el
SL (flechas negras). También se muestra el area del giro entado (DG) y zona CA1; barra, 300 pum.

La captura de las imagenes se realizd con una camara digital acoplada a un
microscopio fotdnico a través de un objetivo 4 x y analizadas con el programa Ip Lab. Se
eligio el primer corte dentro de las primeras 5 secciones del hipocampo y después cada 160
um de separacion entre los cortes siguientes hasta capturar seis imagenes por animal. Se
delimito el area correspondiente al las FM con el programa Image “J”. El area obtenida (en
um?) fue corregida considerando la contraccion del tejido (SFV). Para este proposito, una
seccion coronal de la formacion del hipocampo se obtuvo inmediatamente después de la
perfusion usando un microtomo de congelacion. El SFV se calculdo para estas areas

utilizando el método descrito por Van Eden & Uylings (1985).
VIL.3.5. Objetivo particular 5. Analisis de la ultraestructura sinaptica

El analisis de la ultraestructura sindptica se realizd por microscopia electronica en cuatro
grupos: P, Es, Ovx y OvxE y en 3 animales por grupo, cada uno se perfundié previa
anestesia con pentobarbital sodico (50 mg/kg) por via intraperitoneal, con solucion salina al
0.9% Iml/g, seguido de una solucién de paraformaldheido al 4% y glutaraldehido al 1.5 %
en una solucion de 0.1M de buffer fosfatos a pH 7.4, se posfijaron 2 horas mas en la misma

solucion fijadora y se dejaron en buffer de fosfatos para ser cortados en rebanadas
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coronales de 400um en vibratomo (marca Vibratome 3000). Se separd el hipocampo dorsal
segun las coordenadas del atlas de Paxinos & Watson, (1982) (-3.3 Bregma), se localiz¢ el
area CA3 y cada bloque se fij6 en una solucion de glutaraldehido al 5% y tetroxido de
osmio (Ted Pella Inc.) al 2%; posteriormente se deshidrataron en etanol a concentraciones
crecientes (50%, 70%, 80%, 90%, 96% vy alcohol etilico absoluto) manteniendo la
orientacion del tejido. La inclusion en resina del tejido se inicid con una primera
polimerizacion en plano dejandolos 24 horas para luego pegarla en una capsula Beem, con
una segunda re polimerizacion. Para ubicar el area de estudio, se efectuaron cortes
semifinos con una cuchilla de vidrio en el Ultramicrotomo (Reichert UmO03) para lo cual el
tejido se separo de la capsula y se redujeron los bordes para su orientacion. Una vez lograda
la orientacion correcta y paralela de la capa de células piramidales del CA3, se obtuvieron
los cortes finos a 90 nm en el mismo ultramicrotomo pero solo cambiando la cuchilla por la
de punta de diamante. Estas secciones fueron colocadas en rejillas para ser contrastadas con
acetato de uranilo y dejadas en citrato, finalmente fueron tefiidas con azul de tolouidina en
una solucion de Borato al 0.1M pH alcalino. Cada corte fue observado en un microscopio
electronico de transmision JEOL 100 B (operado a 60-80 KV) y las imagenes se obtuvieron
con una camara acoplada modelo ORIUS de Gatan con resolucion de 0.25nm. El Analisis
de imagenes capturadas a través del microscopio electronico se llevo a cabo primero
eligiendo el area del CA3 en los cortes semifinos del hipocampo donde se identificé una
célula piramidal en donde se mostraba la dendrita apical con el area de las excrecencias
espinosas en el SL (Figura 23), y se tomaron seis campos diferentes obteniéndose imagenes
a 5,000 x; 10,000 x y ampliaciones a 25,000 x y 30,000 x. Sobre las imagenes de 10,000 x,
se realizaron conteos de sinapsis y mitocondrias cercanas a las sinapsis en 6 campos

diferentes de tres animales con el mismo tratamiento con el programa Image “J”.
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Figura 23. Corte coronal representativo del HD (Izquierda). En el cual se observa el area de FM (negro),
y el lugar donde se hicieron los cortes semifinos y finos (circulo blanco), del stratum lucidum (SL). Barra =
200 micrémetros. Derecha identificacion de la dendrita apical en la neurona piramidal (d). Aumento 5000x.

V1.3.6. Objetivo

particular 6. Suplementacion de estrogenos en una prueba espacial laberinto acuatico

de Morris (LAM)

Comprobar el efecto de la suplementacion de estradiol en la prueba espacial de LAM. Se
formaron dos grupos mas de ratas ovariectomizadas cada uno de 10 animales, con (OvxE) y
sin suplementacion de estrogenos (Ovx) después de la recuperacion de la cirugia y
suplementacion, los dos grupos de animales se sometieron a una tarea de aprendizaje
espacial en el LAM y la captura de cada ensayo se llevd a cabo mediante un sistema
informatico de seguimiento de Poly-track (San Diego Instruments), que controlan y
registran la trayectoria de natacion de las ratas para su posterior analisis. El laberinto consta
de un tanque de plastico negro (1.5 m de diametro y 45 cm de profundidad) cuyo nivel de
agua fue de 26.5 cm. La temperatura del agua se ajustd a 25° C (£ 0.5°C). Se coloc6 una
plataforma cuadrada, de 10 cm por lado de acrilico transparente en el tanque, en una
ubicacion fija en el centro de un cuadrante imaginario y sumergida 1.5 cm bajo el agua. El
tanque ubicado en una habitacion separada, iluminada por luz blanca, y rodeada por 4
claves espaciales en la pared (Figura 24). Las ratas aprendieron a navegar a la plataforma
guiandose mediante sefiales visuales en las cercanias del tanque (1,5 - 3 m) para escapar del

agua.
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El paradigma de LAM consistid6 en 2 sesiones idénticas una por dia (LAMI1 y
LAM2) de 10 ensayos cada uno. Cada animal fue introducido en la piscina en diferentes
puntos de partida para cada ensayo de manera aleatoria y constante para todos los animales
(Ramirez-Amaya et al 2001). A cada animal se le permitid nadar hasta encontrar la
plataforma, en el primer ensayo, si el animal no encontro la plataforma durante el limite de
tiempo (60 s), se le guid a la plataforma con la mano y luego se colocd en una jaula de
espera durante 30 s. La latencia de escape se midio en cada ensayo para cada animal. La
memoria se midi6 24 h después de la Gltima sesion de entrenamiento (LAM?2), una sesioén
de un solo ensayo se realiz6 en las mismas condiciones de la tarea de aprendizaje; pero sin
plataforma de escape; el parametro medido fue el tiempo que la rata tard6 en llegar al area

donde se encontraba la plataforma.

Plataforma oculta

Antes del Después del
entrenamiento entrenamiento

Figura 24. Esquema del laberinto acuatico de Morris (LAM) (izquierda). En donde se indica una
plataforma oculta, la rata nada de manera aleatoria antes del entrenamiento y después del entrenamiento la
rata alcanza la plataforma rapidamente. A la derecha abajo el tanque utilizado en las sesiones de aprendizaje y
memoria de LAM y se observa a la rata sobre la plataforma oculta y dos de las pistas en las paredes y arriba
se muestra el esquema de los 10 puntos de salida utilizado en las sesiones y el rectangulo negro, indica, el
lugar donde se localizo la plataforma.
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VI1.4. Analisis estadistico

Para el analisis de las variables: Actividad de la NOS, cantidad de zinc, area de las FM y
densidad sinéptica se realiz6 un ANOVA factorial de una via seguida de la prueba post hoc
de Fisher utilizando el programa Stat View tomando como nivel de significancia P < 0.05.
Para la prueba del LAM, se hizo un ANOVA de medidas repetidas seguida de las pruebas
post hoc de Fisher. La memoria se analizéo midiendo el tiempo de llegada al area donde se
encontraba la plataforma, se utiliz6 la prueba de t-student no pareada entre los grupos Ovx

y OvxE. Los resultados se consideraron estadisticamente significativas scon una p < 0.05.
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VII. RESULTADOS
VII. 1. Analisis histolégico en grupos con dosis diferentes de suplementacion

Primero se analizd el area de las FM en el SL con la tincién de Timm en un grupo de
animales con una n=3 por grupo para comprobar la dosis adecuada. El grupo suplementado
con 10 pg de Benzoato de estradiol (E10) present6 la mayor cantidad de area de FM en el

SL al compararlo con el grupo Ovx (Figura 25).
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Figura 25. Area (Dosis). Grafica en la que se muestran los valores promedio + E.E. de 3 animales por grupo.
Ovx. Ovariectomizadas, E10, suplementadas con 10 pg de benzoato de estradiol E50, suplementadas con 50
pg y PG, suplementadas con P4 500 pg + 10 pg de benzoato de estradiol. Se indica con un asterisco la
diferencia significativa (p < 0.01) del incremento del area de las FM. comparado con el grupo Ovx. ANOVA
factorial, seguida de la prueba post hoc de Fisher.

VII.2. Efecto del 17 - estradiol en la actividad de la NOS constitutiva

La ANOVA factorial de una via de la NOS constitutiva o dependiente de la actividad de
Ca”" (eNOS / nNOS), muestra diferencias estadisticamente significativas (Fs,19=4.104; p
=0.0146), la prueba post hoc de Fisher muestra diferencias entre el grupo estro comparado
con el grupo proestro, (p = 0.0050), del grupo Ovx comparado con el grupo proestro (p =
0.0030) y con el grupo OvxE (p = 0.03). También se observan una recuperacion del grupo
OvxE ya que no se encontraron diferencias significativas con el grupo proestro. ver Figura

27.
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Cabe sefialar que se midi6 la NOS inducible independiente de Ca*" y no se encontraron

diferencias significativas entre los diferentes grupos.
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Figura 26. Actividad de NOS dependiente de Ca®" Grafica en la que se muestran los valores promedio +
E.E. de 10 animales por grupo de la actividad de la sintasa del 6xido nitrico constitutiva dependiente de
calcio (NOSc). Se observan diferencias estadisticas. El asterisco (*) indica una diferencia etadistica de p <
0.01. D, Diestro, P, Proestro, Es, Estro, Ovx, ovariectomizadas y OvxE ovariectomizadas suplementadas
con E,. ANOVA factorial seguida de la prueba post hoc de Fisher.

VIL.3. Analisis de la cantidad total de zinc en el hipocampo

Se determind la variacion del contenido de zinc en el hipocampo por espectofotometria de
masa atomica, y a través del ciclo estral (D, P, Es) y en animales Ovx y OxvE. El ANOVA
factorial de una via mostrd diferencias estadiasticas (F425 = 4.879; p = 0.0048) entre los
grupos, y el andlisis post hoc de Fisher que los grupos diestro (p = 0.0383 ), Es (p =
0.0015), y Ovx (p = 0.009) son diferentes al grupo proestro. Por otro lado, el contenido de
zinc del grupo OvxE fue significativamente mayor (p = 0.0395 ) con respecto al grupo Ovx.

(Figura 27).
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Figura 27. Contenido total de zinc. Grafica en la que se muestran los valores promedio £ E.E de 10
animales por grupo del contenido total de zinc. Las barras representan la cantidad de zinc en el hipocampo de
los cinco grupos: D, Diestro, P, proestro, Es, estro, Ovx, ovariectomizadas y OvxE, suplementadas con E,. El
asterisco (*) indica una disminucién de zinc en los grupos D, Es, y Ovx comparado con el grupo P. Se
observa un incremento en el grupo OvXE comparado con los grupos Ovx y Es. ANOVA factorial seguida de
la prueba post hoc de Fisher.

VII. 4. Analisis histolégico

Se realiz6 una ANOVA factorial de una via para analizar el efecto del E; en el 4rea de las
FM del SL en los diferentes grupos (Fs4 25 = 4,633, p = 0.0062). En la fase de estro se
observo una disminucion significativa (p = 0.0031) del area de las FM en comparacion con
los animales del grupo P y OvxE. El grupo de animales Ovx también tuvo una disminucién
en el area del las FM comparado con el grupo P (p = 0.0007); y la suplementaciéon con E;

revirtio la pérdida del area de FM. (Figura 28).
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Figura 28. Area. Gréfica en la que se muestran los valores promedio + E.E de 6 animales por grupo. Las
barras representan los cinco grupos comparados: D, Diestro, P, proestro, Es, estro, Ovx, ovariectomizadas y
OvxE suplementadas con E,. Los asteriscos (*) indican una disminucion significativa en los grupos Es y Ovx
comparados con el grupo P. También se observa un incremento significativo (p < 0.01) del grupo OvxE
comparado con los grupos Ovx y Es. ANOVA factorial seguida de la prueba post hoc de Fisher.

En la figura 29 se muestran imagenes de cortes coronales del S/ representativos de cada
una de las etapas del ciclo estral y de ratas Ovx, OvxXE del hipocampo dorsal, obtenidas

mediante la técnica de TIMM y microscopio de luz.
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Figura 29. Imagenes representativas del Stratum lucidum (S1) de cada uno de los grupos. Se observa el

area de las FM en negro, correspondiente al zinc precipitado en los botones gigantes, en A rata en Diestro, B,
Proestro, C, Estro, D, Ovx y E, OvxE. También se aprecia una otra banda en el Stratum oriens (SO). Barra =
200 pm.

VILS. Ultraestructura, densidad sinaptica

Se decidi6 quitar el grupo diestro ya que no hay diferencias anatémicas con el grupo
proestro. Se realizd6 una ANOVA factorial de una via. (F340= 9.176; p < 0.0001) con la
finalidad de demostrar el efecto del E; en la cantidad de sinapsis en 1.828 pm? del SL del
area CA3 del hipocampo. Los resultados muestran una disminucién en el nimero de
sinapsis en los grupos Es y Ovx comparado con el grupo P, en ratas OvxE se observo una

restitucion de las sindpsis (Figura 29).

59



35 1

%
%

25 1
20 1
15 A
10 A
5 |
0

P Es Ovx

OvxE

Densidad sinaptica

Figura 30. Densidad sinaptica. Grafica en la que se muestran los valores promedio + E.E de 3 animales por
grupo. Las barras representan la cantidad de sinapsis en cada grupo, P, proestro, Es, estro, Ovx,
ovariectomizada, OvVXE, Ovariectomizada suplemntada con E,. El asterisco (*) indica diferencias
significativas (p < 0.01) con respecto a los tres grupos. No se encontraron diferencias entre los grupos Es y
Ovx. ANOVA factorial seguida de prueba post hoc de Fisher.

En la Figura 30 se muestran fotomicrografias representativas obtenidas en el
microscopio electronico de transmision (MET) de cada uno de los grupos analizados (P, Es,
Ovx, y OvxE). Se puede apreciar las sinapsis como zonas electrodensas que en muchas
ocasiones se muestran cerca de ellas vesiculas grises asumiendo que tienen en su interior
glutamato y zinc; las cuales corresponden a botones de las FM y también se pueden
apreciar multiples mitocondrias. Se puede observar claramente que en el grupo proestro
(A), una mayor cantidad de sinapsis, es evidente como el nlimero de sinapsis disminuye 12
horas después durante la etapa de estro (B); también se puede apreciar la pérdida de zonas
electrodensas, en las sinapsis del grupo Ovx (D) y la restitucion parcial después de la

suplementacion con E; (C).
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Figura 31. Fotomicrografias de imagenes representativas tomadas con el microscopio electronico de
transmisién. Las imagenes corresponden al primer tercio de la dendrita apical de las células piramidales del
SL del CA3. En A, se indica el grupo en proestro; en B, grupo en estro, en C, grupo OvxE y D, grupo Ovx. Se
observan botones (b), mitocondrias (m) y zonas electrodensas correspondientes a las sinapsis (flechas
blancas). Se aprecia una menor cantidad de sinapsis en estro y Ovx, respectivamenre. Aumento 10,000 x. Las
barras indican 1pm.
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VIL. 6. Prueba de comportamiento en Ovx y OvxE (aprendizaje y memoria)

Los resultados de los dos dias de ejecucion en el laberinto acuatico de Morris (LAM)
fueron analizados con ANOVA factorial y de medidas repetidas (tiempo x tratamiento)
seguido de un andlisis post hoc con la prueba de Fisher. En la Figura 30 se observa la
latencia de llegada a la plataforma de los grupos Ovx y OvxE, las ratas en ambos grupos
reducen el tiempo de latencia para alcanzar la plataforma (Dia 1: Fo 30 = 2.237 y p =
0.0034; Dia 2: Fi9,130 = 2.515 y p = 0.00084). Sin embargo, la comparacion entre los grupos
mostrd que las ratas Ovx tomaron mas tiempo para encontrar la plataforma que las ratas
OvxE en los ensayos 9 y 10 del dia 1. Este efecto fue mas evidente en la sesion del dia 2,
alcanzando significancia estadistica en los ensayos 5y 7 — 10 (p < 0.05). Los resultados
demuestran que el grupo OvxE presenta diferencias estadisticas entre los ensayos 1vs10 (p
=0.042) 1 vs 5 (p = 0.0216) indicando que este grupo aprendio la tarea en contraste con el

grupo Ovx que exhibi6 deficiencias en esta prueba de aprendizaje espacial.

60 -
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Figura 32. Aprendizaje. Grafica en la que se muestran los valores promedio + E.E de 10 animales por grupo
del aprendizaje en el LAM. Las graficas representan el promedio de la latencia para encontrar la plataforma
(60 segundos) en 10 ensayos durante dos dias de entrenamiento. Cada punto representa la latencia promedio
de llegada a la plataforma en 10 ensayos. Los asteriscos (*) indican las diferencias significativas, dia 1(p
=0.0034) Dia 2 (p = 0.00084) entre ambos grupos (Ovx y OvxE). ANOVA de medidas repetidas y factorial,
seguido de una prueba post hoc de Fisher.
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Para la prueba de memoria, se midi6 la latencia para llegar a la localizacion donde
se encontraba la plataforma, realizado 24 horas después de la ultima sesion de aprendizaje
en un solo ensayo (120 segundos). Los resultados de la prueba t-student (Figura 32)
muestran que las ratas OvxE recordaron la tarea (p = 0.0366), mientras que las ratas Ovx no

alcanzaron el umbral de memoria . ANOVA de medidas repetidas y factorial
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Figura 33. Memoria. Grafica en la que se muestran los valores promedio =+ E.E de 10 animales por grupo de
la latencia para llegar al lugar donde se encontraba la plataforma durante la adquisicion. El asterisco (*) indica
diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos Ovx, Ovariectomizados y OvxE, ovariectomizados
suplementados con E,. t- student no pareada
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VIIL. DISCUSION

En este estudio presentamos evidencia que sugiere que el 17 - estradiol (E;) tiene un papel
importante en la plasticidad y mantenimiento de las FM en CA3 del hipocampo, eventos
valorados por el numero de sinapsis, la cantidad total de zinc, la actividad de la NOSc, el
aprendizaje y la memoria de tipo espacial en la rata albina a través del ciclo estral y en ratas
ovariectomizadas (Ovx) y suplementadas con E; (OvxE). Las FM fueron evaluadas
mediante tincion de Timm; el area del haz suprapiramidal se redujo significativamente en
los grupos con niveles bajos de E, (Estro y Ovx), fendmeno que se invierte en ambos
grupos, cuando los animales presentan concentraciones altas (etapa de proestro) y en las
ratas que se complementan con dosis fisioldgicas del E, (OvxE). Ademas, los niveles del
zinc totales en el hipocampo también se redujeron producto de la ovariectomia, y después

de la suplementacion con E; se revirtio el efecto.

Por otra parte, el E; modula la actividad de la NOSc dependiente de Ca®"
observandose un decremento en el grupo de ratas Ovx y su recuperacion después de la
suplementacion. Finalmente al probar los grupos de ratas Ovx y OvxE en una conducta de
tipo espacial, las ratas Ovx no mostraron un buen rendimiento en el LAM en comparacioén
con aquellas que si se suplementaron con el E,. Asi, estos resultados sugieren que el E; es
importante en la regulacion de zinc del hipocampo, cantidad de NOSc, plasticidad sinaptica

y por lo tanto en la memoria espacial.

El papel fisiologico del zinc en las vesiculas sindpticas glutamatérgicas sigue siendo
poco conocido a pesar de que se sabe que la homeostasis del zinc es modulada por la
sefializacion de la proteina quinasa activada por mitdégenos (MAPK- Mitogen-Activated
Protein Kinase) y quinasas reguladas externamente (ERK - Extracellular signal-regulated
kinases) en la presinapsis, ademds de que los eventos derivados de esta cascada son
necesarios para la consolidacion de la memoria dependiente del hipocampo. Es evidente el
vinculo entre el estrogeno y la memoria espacial estudios anteriores han demostrado que la
ovariectomia produce deficiencias en la adquisicién de la tarea espacial como el LAM
(Sarkaki et al., 2008) y otros estudios que muestran como el reemplazo hormonal mejora el
rendimiento en el aprendizaje espacial (Daniel et al., 1997; Fader et al., 1998; Luine et al.,

1998; El-bakri et al., 2004; Gresack & Frick, 2006; Xu & Zhang, 2006), lo que demuestra
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que deficiencias en el aprendizaje pudieran estar relacionados con bajos niveles de E;
circulante. Ademas, el sustrato anatémico (hipocampo) responde a los niveles bajos de E;
por la disminucion de la superficie de las FM, el nivel de zinc y menor numero de sinapsis;
efectos que se invirtieron con el reemplazo hormonal adecuado. Por otra parte, el area de
las FM mads grande y una mayor cantidad de zinc en el hipocampo se relacionan con un
mejor rendimiento en las tareas espaciales en la rata. El estudio de Smith et al., (2009) esta
de acuerdo con el hecho de que esta hormona aumenta la funcion sinéptica y la plasticidad
sinaptica en el hipocampo y altera la morfologia de los sitios posinapticos. Se sabe también
que las terminales de las FM forman un tipo distintivo de sinapsis las cuales son ricas en
zinc y participan en la regulacion de los canales i6nicos y en las vias de sefializacion
intracelular implicados en el aprendizaje, la memoria y la neuroplasticidad (Sindreu et al.,
2011; Toth, 2011). El zinc vesicular presinaptico promueve y el postsinaptico, inhibe la
potenciacion a largo plazo de las sinapsis de las FM en el CA3 (Pan et al., 2011). Al
parecer, el zinc satisface varios criterios para ser un mensajero neuronal: se almacena en las
vesiculas sinapticas, se libera tras la despolarizacion, y actua en varios receptores de la
membrana. La asociacion selectiva de zinc con las vesiculas sinapticas que contiene
glutamato sugiere que el zinc podria ser un co-transmisor en algunas sinapsis excitatorias

(Paoletti et al., 1997).

El zinc puede modular la estructura y la funcion de la densidad posinéptica, asi
como la organizaciéon molecular y la plasticidad de la zona presinaptica, lo que permite la
expresion de la plasticidad sindptica (Gundelfinger et al., 2006; Grabrucker et al., 2011;
Gundelfinger & Fejtova, 2012). Una caracteristica Uinica de este ion de metal divalente que
es propuesto candidato para la transmision como un mensajero anterogrado en neuronas
posinapticas en el hipocampo (Ketterman & Li, 2008). Se discuten los efectos duales del
zinc, la falta y el exceso de la sefial de zinc producen disfuncidn de la transmision sinaptica
y neurodegeneracion (Takeda et al., 2013). En la revision Toth (2011), el autor afirma que
la liberacion de zinc fisiologico podria estar relacionado con el mantenimiento de una red
neuronal estable y prevenir la muerte celular. La premisa paralela de estos efectos es que el
zinc debe estar dentro de los niveles especificos en esta region del cerebro para cumplir una
funcion fisiologica. El hecho de que los ratones que carecen del transportador del zinc

(ZnT3) son mas susceptibles a los ataques inducidos por 4cido kainico (Cole et al., 2000)
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refuerza la idea de que el zinc desempefia un papel fisioldgico protector, contra la
sobreexcitacion al glutamato, ya que la liberacion de zinc a partir de las FM provocado por
glutamato atenua la entrada de calcio en las células posinapticas del CA3, lo que sugiere un
papel modulador del metal en este sistema (Takeda et al., 2007). Las sefiales de calcio por
lo tanto se modulan a través de la liberacion de zinc no so6lo como consecuencia de la
liberacion de glutamato, sino también a nivel de los canales y los receptores, ya que el zinc
es capaz de inhibir los receptores de NMDA y los canales de calcio dependientes de voltaje

(Paoletti et al., 2009).

También se ha encontrado que los niveles de zinc podrian estar sujetos a la
regulacion de esteroides en diferentes niveles, hay evidencia experimental de que las ratas
ovariectomizadas muestran disminucién de los niveles circulantes de zinc (Ulas & Cay,
2011). En los seres humanos, los niveles de zinc en plasma fluctian durante el ciclo
menstrual, y estos cambios tienen una correlacién positiva con las concentraciones de
estrogeno en el plasma (Michos et al., 2010) un hecho que podria estar relacionado con la
disponibilidad de =zinc disminuida durante la menstruacion en todo el organismo,
incluyendo el cerebro. Es posible, entonces, que el estrogeno estd implicado en la
homeostasis del zinc, en todo el cuerpo asi como en el cerebro y, ademas, en areas
especificas del cerebro como es el hipocampo. Incluyendo el hecho de la produccién de la
hormona sexual disminuye en el envejecimiento, lo que podria estar relacionado con la
homeostasis alterada de zinc en el hipocampo y por lo tanto a problemas de memoria
asociados con la edad. En relacion a la homeostasis del zinc disfuncional también podria
estar relacionado con enfermedades neurodegenerativas ya que se ha encontrado
acumulacion de zinc en las placas seniles cerebrales de pacientes con Alzheimer (Danscher

et al., 1997).

Se ha visto como un aumento de la superficie de FM en el SO del CA3 debido al
exceso de entrenamiento en ratas macho produce un mejor desempefio en el LAM
(Ramirez- Amaya et al., 1999; Gomes da Silva et al., 2012) sin embargo, en las hembras
este efecto depende de la fase del ciclo estral y la cantidad de BDNF, que es la molécula
candidato que pudiera tener mas probabilidades de estar involucrados en la regulacion de

las FM, sus acciones son muy complejas en parte por que hay diferentes vias por las cuales
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su gene puede ser regulado, ademés de factores epigenéticos (Timmusk et al., 1993; Lubin
et al., 2008). Se encuentran expresados ERs y trkB en todos los campos hipocampales en
compartimentos pre y posinapticos (ver review Luine & Frankfurt, 2013) puede actuar
como una sefial para el crecimiento de nuevas y mas FM ampliando la posibilidad de
formar nuevas sinapsis. La ovariectomia en ratas deja una reduccion de inmunoreactividad
al BDNF en la via de las FM comparado con ratas intactas (Scharfman et al., 2003) estos
datos sugieren que las fluctuaciones en los niveles de plasma de E, tambien provoca una
fluctuacién en la concentracion de proteina BDNF en las FM (Scharfman et al., 2003; Sato,
et al., 2007, Wolley et al., 1992). Usando rebanadas hipocampales de ratas en diferentes
etapas del ciclo estral se demostrd6 que la transmision se incrementa cuando las
concentraciones de BDNF fueron mayores (por ejemplo en la mafiana de proestro de la rata
hembra) y que curiosamente es cuando los animales responden mejor a las pruebas de

reconocmiento de objetos y de lugar (Scharfman, 2007).

La cantidad de las vesiculas sindpticas que contienen zinc en el cerebro es especial
debido a su labilidad, solo puede ser identificado mediante técnicas histoquimicas, como
con el Timm (Frederickson et al., 2000). Aqui, se utilizd una variante mejorada de la
antigua técnica para obtener consistentemente una mejor visualizacion del sistema de FM
del hipocampo de los 5 grupos estudiados; los resultados mostraron que las fluctuaciones
fisiologicas de los niveles de E, pueden afectar profundamente la zona de las FM en el
hipocampo dorsal; esta area aumenta significativamente durante el proestro, en un 22% en
comparacion con el grupo de estro y en un 26 % en comparacion con el grupo
ovariectomizado. Ademads, la ovariectomia tiene un efecto a largo plazo, esto se pudo
valorar, ya que el resultado se midid 15 dias después de la cirugia, la suplementacion de
una dosis baja de E, fue suficiente para restablecer el area de las fibras musgosas en el
hipocampo dorsal. Esto es consistente con el hallazgo reportado por Tanapat et al., (1999,
2005) un aumento en la neurogénesis de células granulares del GD durante el proestro y un
aumento de la neurogénesis en ratas Ovx suplementadas con 10 pg de 17 - estradiol.
Scharfman et al., (2007) encontraron cambios en la funcion del hipocampo de ratas Ovx
después de dosis secuenciales bajas de E,, ellos reportan que la estimulacion de las FM
evoco la expresion del BDNF. En tejido aislado del hipocampo del ratén in vitro, Teter et

al.,, (1999) reportaron un incremento del 75 % en el giro dentado dorsal durante el
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tratamiento con E, (100 pM), sin embargo esta respuesta es bloqueada por P4 y tamoxifeno.
En la mayoria de los estudios revisados la sustitucion estrogénica se realiza utilizando el E;
en distintas dosis (10 a 50 microgramos/Kg) y por diferentes vias (intracraneal, s.c. o por
implantacion de Pellets). En este estudio, no se encontraron diferencias significativas en el
area de fibras musgosas cuando se empled una mayor dosis (50 png) de E, y con la
suplementacion de P4, pero si cuando se compararon con el grupo suplementado con 10
ug/dia, este presentd una mayor plasticidad. Xu y Zhang en el 2006 suplementaron
animales ovariectomizados con Benzoato de estradiol y observaron que estos animales
normalizaron de manera eficaz los cambios producidos por la ovariectomia (Ovx),
reduciendo el ancho de la hendidura sinaptica y agrandando el grosor de densidad
posinaptica, incrementando el numero de vesiculas en la presinapsis del CAl del

hipocampo.

La relacion entre las hormonas esteroideas y el zinc en el hipocampo puede tener
otras implicaciones importantes, ya que se ha visto que los corticosteroides tambien
modulan las concentraciones de zinc en neuronas zincérgicas y producen cambios en la

conducta cognitiva y emocional (Takeda & Tamano, 2012).

Por otra parte y en relacion a la medida de la actividad de la NOS constitutiva
dependiente de la actividad de Ca®™ (eNOS y nNOS) en los 3 grupos de las diferentes
etapas del ciclo estral y en los dos grupos Ovx y OvxE, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, lo que indica que la actividad depende también de la
cantidad de E, circulante (Nicola et al., en 2008) en donde la eNOS y nNOS producen
neuroproteccion gracias a que mejoran la perfusion y la plasticidad sinaptica y por lo tanto
los procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria. Los estrogenos son agentes
antioxidantes por ser donantes de hidrogenos que neutralizan los radicales libres,
principalmente en el radical hidroxilo. Este mecanismo general puede disminuir la cantidad
de radicales libres en las células nerviosas, siendo un punto de apoyo para la proteccion
neuronal per se, ademas de actuar en otras vias diferentes, evitando muerte celular por
estrés oxidativo o excitotoxicidad, como se indica en la revision de Woolley en 2007. El E,
se ha propuesto que juega un rol importante en la prevencion contra enfermedades

neurodegenerativas, en parte, mediante la activacion de sistemas de defensa antioxidantes
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de especies reactivas del oxigeno, limita dafios a la proteina mitocondrial, y mejora la
cadena de transporte de electrones (Nilsen, 2008). También se ha reportado que el E; media
la expresion de la relacion Cu/Zn de la enzima superoxido dismutasa en cortes de cerebro,
como un mecanismo para proteger a las neuronas de isquemia (Rao et al., 2011). Asi, estos
resultados estan concuerdan con los estudios de (Grohé et al., 2004) que report6 que la
disminucion del E, en ratas Ovx disminuy6 la actividad de la NOS dependiente de Ca® en
el hipocampo y la suplementacion revirtio los efectos, alcanzando los niveles del proestro

(Figura 26).

Los datos aqui presentados sugieren un efecto plastico, de encendido / apagado de
los estrégenos circulantes en la zona del SL del hipocampo dorsal de la rata en el transcurso
del ciclo estral. El area ocupada por las FM en el SL fue mayor durante la etapa de proestro,
que coincide con un aumento en la concentracion de estrogenos circulantes. Ademas, la
cantidad de zinc en el hipocampo se correlaciona con un mayor sustrato en el area de
musgo de la FM, dando como resultado un mejor rendimiento en las tareas espaciales. En
ratas Ovx los valores de estos parametros fueron menores y se asociaron con un decremento
del rendimiento en el LAM. Los presentes resultados muestran por primera vez que el
estrogeno modula la plasticidad y el mantenimiento de las FM en el CA3 del hipocampo
durante el proestro. Se observé en el area CA3 una fluctuacion en el nimero de sinapsis a
través del ciclo estral, el grupo estro tuvo una disminucion de las sinapsis comparado con
el grupo proestro, cambios que ocurren en 12 horas o menos que es el tiempo que tarda en
pasar de proestro a estro; se hizo la comprobacién en el laboratorio con dos grupos de ratas
Ovx, uno suplementado con E; en el que se hubo una recuperacion parcial en nimero de
sinapsis, cambios que coinciden con lo reportado por Woolley et al., 1992 en el area CAl
del hipocampo. Es probable que el mantenimiento de sinapsis dependa también de la
cantidad de E, circulante, in vitro en rebanadas de hipocampo en cultivo, la inhibicion de
la aromatasa con letrozole da una regulacion a la baja en la sintesis de estrégeno y por lo
tanto disminuye el namero de sinapsis en los cultivos hipocampales y también el nimero de
botones sinapticos. La inmunohistoquimica revela la regulacion a la baja de espinofilina un
marcador de espinas, y sinaptofisina una proteina de vesiculas presindpticas por accion del
letrozole (Kretz et al., 2004). Por otro lado usando una reconstruccion tridimensional de

electromicrografias Ledoux & Woolley (2005) encontraron que los estrégenos disminuyen
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el numero de vesiculas sinapticas adyacentes a la membrana presinaptica de las sinapsis
inhibitorias. Sin afectar el nimero de vesiculas y la densidad de entradas inhibitorias en las
neuronas hipocampales de CAl. Un estudio en primates no humanos, en monos verdes
africanos (Cercopithecus aethiops sabaeus) (Leranth 2002) demostré que el numero de
sinapsis disminuye en un 43.33% en animales Ovx comparado con el grupo OvxE (Leranth
et al., 2002). Se ha descrito que los estrogenos inducen sinaptogénesis en las neuronas
piramidales de CA1 y se ha demostrado que los estrogenos sintetizados de novo sirven para
el mantenimiento de las sinapsis y sintesis de proteinas sinapticas. Hajszan (2010) demostro
como el E; ayuda a ratas en estrés lo que responde por primera vez la pregunta acerca de
que los cambios en la conectividad sinaptica, siguen el mismo patrén de plasticidad
sinaptica entre la FM y el SL del CA3. Otro estudio con suplementacion de estrogeno
conjugado equino aplicado cronicamente aumenta la densidad sinaptica en el area CAlen
ratas Ovx (Silva 2000). Xu and Zhang 2006 no encontraron diferencias de densidad
sinaptica los diferentes grupos de ratas Ovx y suplementados con Benzoato de estradiol a
dosis de 20, 100 y 200 pg/diaria S.C. por 4-5 semanas en ratones, esto pudiera ser debido a

que las dosis utilizadas fueron muy altas.

En resumen, los hallazgos aqui presentados pudieran apoyar la idea de que los
estrogenos tienen efectos protectores para el hipocampo; primero porque la ovariectomia
disminuy6 la actividad de la NOS dependiente de Ca>" y la suplementacion estrogénica
revirtio los efectos, alcanzando los niveles del proestro. Ademas, la importante influencia
que tienen los estrégenos en la organizacion anatomica y la conectividad sinaptica de las
fibras musgosas durante las diferentes etapas del ciclo estral de la rata adulta, conservando
la plasticidad sinaptica entre la fibra musgosa y el estrato lucido del CA3 indicando la gran
capacidad plastica para modificar la estructura sinaptica, necesaria para responder a los

cambios del ciclo hormonal durante la vida adulta.
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IX. CONCLUSIONES

La organizacion anatomica y sinaptica de las FM con las células piramidales de CA3 en el
Stratum lucidum y la concentracién de zinc en el hipocampo, valoradas a través del ciclo
estral presentaron un nivel méximo en la etapa de proestro y disminuyeron en la etapa de

estro .

La falta de E, debido a la ovariectomia produjo cambios en la disminucion en la actividad
de la NOS constitutiva, en las concentraciones de zinc, y en la en la organizacion anatomica
y sinaptica del hipocampo dorsal, asi como disminucién del area de las FM y en el numero

de sinapsis del Stratum lucidum.

Todos estos efectos producidos por la falta del E,, fueron restablecidos con la
suplementacion de E, aplicando a una dosis de 10 mg/K por via subcutdnea durante tres

dias.

Los cambios plasticos se podrian relacionar con la ejecucion de la tarea de aprendizaje y
memoria espacial evaluada en dos grupos experimentales con (OvxE) o sin suplementacién
(Ovx) de E,. Asi, la falta de E, ovaricos, produce deficiencia en el desempefio de estas

tareas.

La suplementacion con E, mejora el desempefio de las ratas en un paradigma de tipo
espacial, lo que sugiere fuertemente que el E, juega un papel importante en el
mantenimiento de las sinapsis del area del CA3 del hipocampo dorsal y por lo tanto en

procesos cognitivos dependientes del hipocampo dorsal de la rata.
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Abstract Sex hormones such as estrogen (176-estra-
diol) may modulate the zinc content of the hippocam-
pus during the female estrous cycle. The mossy fiber
system is highly plastic in the adult brain and is
influenced by multiple factors including learning,
memory, and stress. However, whether 1783-estradiol
is able to modulate the morphological plasticity of the
mossy fibers throughout the estrous cycle remains
unknown. Ovariectomized (Ovx) female 70- to 90-day-
old Sprague-Dawley rats without or with estrogen
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supplement (OvxE) were compared with control rats in
three stages of the estrous cycle: diestrus, proestrus, and
estrus. The brain tissue from each of the five groups was
processed with Timm’s silver sulfide technique using
the Image J program to measure the mossy fiber area in
the stratum lucidum of CA3. Total zinc in the hippo-
campus was measured using Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrophotometry. Two additional (Ovx
and OvxE) groups were examined in spatial learning
and memory tasks using the Morris water maze. Similar
increases in total zinc content and mossy fiber area were
observed. The mossy fiber area decreased by 26 £+ 2 %
(difference = SEM percentages)in Ovxand23 £+ 4 %
in estrus as compared to the proestrus group and by
18 = 2 % in Ovx compared to OvxE. Additionally,
only the OVXE group learned and remembered the task.
These results suggest that estradiol has a significant
effect on zinc content in hippocampal CA3 during the
proestrus stage of the estrous cycle and is associated
with correct performance in learning and memory.

Keywords Zinc - Hippocampus - Mossy fibers -
Estrous cycle - Estrogen

Introduction

In the adult rat hippocampus, mossy fiber axons of
dentate granule cells converge in the dentate hilus and

run through a narrow area called the stratum luci-
dum, where the axons form excitatory glutamatergic
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synapses with hilar and CA3 pyramidal neurons. The
well-documented synaptic rearrangement of mossy
fibers is associated with several events such as seizures
(Weidner et al. 2011), temporal lobe epilepsy (San-
chez et al. 2012), malnutrition (Granados-Rojas et al.
2004), learning, memory (Sindreu and Storm 2011),
hormone-related factors like stress (Takeda and
Tamano 2012), and the pathogenesis of depression
(Takeda 2012); these rearrangements could play a
crucial role in both neuroprotective and neurotoxic
functions (for review see Toth 2011). The mossy fiber
architecture is linked to neurotrophic factors such as
fibroblast growth factor-2 and brain-derived neurotro-
phic factor (BDNF) (Paradiso et al. 2011); the latter
has also been proposed as a key regulator and mediator
of long-term synaptic modifications related to learning
and memory maintenance (Goémez-Palacio-Schjetnan
and Escobar 2008). During proestrus, hippocampal
mossy fiber axons contain the highest concentration of
BDNF (Scharfman et al. 2003).

The first evidence of zinc accumulation in hippo-
campal mossy fibers was obtained 50 years ago, using
the Timm staining method which precipitates metal
cations in situ and allows their visualization by silver
amplification (Timm 1958; Danscher 1981). The
physiological role of synaptic zinc has remained
enigmatic, and many of the recent findings on syn-
aptic zinc had not been anticipated until 5 years ago.
In mossy fibers, zinc-containing vesicles represent a
subpopulation with a unique composition of mem-
brane proteins (Toth 2011). Recent studies using
knock-out mice for the synapse-specific zinc trans-
porter ZnT-3 indicate that vesicular zinc is required for
the formation of hippocampus- and amygdala-depen-
dent memories; these two brain centers are promi-
nently innervated by zinc-rich fibers (Sindreu and
Storm 2011). Pre-synaptic zinc is observed in brain
from mammals but is largely restricted to cortical and
limbic regions and the mossy fiber terminals of the
hippocampus, which represent a special case, as they
are both glutamatergic and GABAergic (Ruiz et al.
2004; Beltran et al. 2012). Several studies have also
examined the effects of zinc on synaptic ion channels,
receptors (GABA, kainate, NMDA, AMPA), and
plasticity that participate in the molecular mechanisms
underlying the increased propensity of these fibers to
invade the inner molecular layer (Lin et al. 2011) or
the basal dendrites localized in the stratum oriens of
CA3, indicating its high plasticity due to overtraining
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in spatial memory tasks (Ramirez-Amaya et al. 1999;
2001).

Estrogens have a profound influence on neuronal
excitability, seizures, and epilepsy (Scharfman and
MacLusky 2006) and in hippocampal damage induced
by status epilepticus (Veliskova et al. 2000); they also
have neuroprotective effects in Alzheimer’s disease
(Petrovska et al. 2012), ischemia (Diaz Cintra et al.
2009; Lebesgue et al. 2009), stroke (Rexrode and
Manson 2012), and other conditions leading to neu-
ronal cell death, suggesting that acute estrogen therapy
has an anti-apoptotic effect and increases cerebral
plasticity. Thus, multiple lines of evidence suggest
that estrogens play an important role in cerebropro-
tection (Wappler et al. 2011).

Estrogens are known to elicit broad effects on
neuronal plasticity, as shown in studies of estrogen-
deprivation that leads to increased vulnerability of
granule cells in adult hippocampus and may cause a
predisposition to neurological diseases and increased
incidence of deficits in working memory occurring
after menopause (Liu et al. 2001). In addition,
estrogen enhances spine density on apical dendrites
of CAl pyramidal cells in the hippocampus, a brain
region required for spatial learning (Woolley et al.
1997; Woolley 2007; McEwen 2002; Smith et al.
2009). In CA3-CAl synapses between pyramidal
cells, estrogen has also been shown to enhance the
synaptic NMDA receptor current and the magnitude of
long-term potentiation (LTP), having cellular corre-
lates with learning and memory (Woolley 2007). This
hormone increases synaptic function and, in doing so,
it modulates potential mechanisms contributing to
estrogen-induced changes in synaptic morphology and
plasticity (Tanapat et al. 1999; Xu and Zhang 2006;
Sato et al. 2007). Zinc plays an important role in
glutamatergic synapses, which form clusters with
large amounts of zinc in the mossy fibers. The
incorporation of zinc into vesicles is associated with
a pre-synaptic transporter protein (ZnT3) which is
only expressed in brain (Palmiter et al. 1996; Wenzel
et al. 1997). This transporter has been located by
immunocytochemistry along mossy fibers in CA4,
CA3, and the hilus of dentate gyrus (Cole et al. 1999).
The physiological activity of free zinc in brain might
largely depend on the pool of synaptic-vesicle zinc,
which is determined by ZnT3 (Lee et al. 2011). Both
zinc and its transporter (ZnT3) are necessary for LTP
in the hippocampus (Sindreu and Storm 2011).
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In spite of its crucial role, only scarce information
is available regarding the role of zinc in estrogen-
induced morphological and functional changes of the
mossy fibers and stratum lucidum in CA3 pyramidal
cells over the course of the estrous cycle. Hippocam-
pal zinc regulation by 17 ff-estradiol in CA3 could be a
key event in hippocampus since this could be related
to hippocampal estrogen-receptor density which, in
turn, varies during the estrous cycle (Gruart and
Delgado-Garcia 2007). The only study on this subject
showed that ovariectomy in mice increased total and
vesicular zinc, while estrogen supplement in ovariec-
tomized rats reduced zinc levels (Lee et al. 2004).
However, the latter study did not determine whether
estrogens can alter the zinc content of hippocampal
mossy fibers in every stage of the estrogenic cycle.
Thus, we designed this study in order to determine if
changes in the level of hippocampal zinc can be
related to histological changes during the rat estrous
cycle and how estrogen is related to learning and
memory performance.

Materials and methods
Subjects

A total of 80 Sprague-Dawley female rats, 70-90 days
of age (270-290 g), were used and treated in accordance
with the NIH Guide for Care and Use of Laboratory
Animals, and the local Animal Care and Use Committee
approved the experiments. Rats were pair-housed in
polycarbonate cages (45 x 24 x 21 cm) with adequate
clean nesting material and free access to food (standard
Purina Chow, formula 5001) and purified water
throughout the experiment. Animals were maintained
with a 12/12-h inverted light/dark cycle (lights off at
9:00 h) at 22-23 °C and 40-50 % humidity. To detect
normal cycles, three vaginal smears were taken daily
from 36 female rats, and groups were euthanized at
proestrus, estrus, or diestrus (12 rats per stage). Tissue
from each group (n = 6) was obtained for either Timm
staining or zinc measurement. Additionally, 44 female
rats were ovariectomized (Ovx), and half of them were
supplemented with 178-estradiol (OvxE). Four groups
of six rats were formed and studied either by Timm
staining or zinc measurement, and two more groups of
ten rats each were tested for learning and memory in the
Morris Water Maze (MWM).

Surgery

Ovaries were surgically removed (Ovx groups) from
38 animals under anesthesia with a combination of
ketamine/xylazine (65/7.5 mg/kg) using aseptic pro-
cedures. These rats received ketofen (2 x 1 mg per
day, s.c.) for 3 days following surgery to alleviate
discomfort. After surgery, two animals were housed
per cage. The recovery period was 2 weeks; then,
four groups were formed for hormone supplementa-
tion (one injection per day, s.c., for 3 days): (1) the
Ovx group was injected with vehicle, 0.2 ml of
vegetable oil, and (2) the OvxE group was sup-
plemented with 10 pg of estradiol benzoate.
Ovariectomy was verified by using immunoassay to
determine estradiol plasma levels (Beltran-Campos
et al. 2011). Blood estradiol levels in Ovx animals
(18.1 & 2.43 pg/ml) were determined 15 days after
surgery. Even though the ELISA method is not
accurate enough to precisely determine blood estra-
diol, measures obtained were below those reported
during proestrus, indicating that ovariectomy was
effective in reducing the circulating levels of estra-
diol. Moreover, ovariectomy was carefully verified
by visual inspection.

Tissue collection for Timm staining

To estimate the area of the suprapyramidal bundle of
the mossy fibers, a total of 30 animals (proestrus,
estrus, diestrus, Ovx, and OvxE), six per group, were
analyzed using the Timm histological technique. All
animals were anesthetized (pentobarbital, 0.63 mg/
kg), weighed, and perfused transcardially with a
buffered sodium sulfide solution (5.85 g Na,S, 595 g
NaH,PO,4-H,0 in 500 ml distilled water) followed by
1 % paraformaldehyde and 1.25 % glutaraldehyde in
0.10 M phosphate buffer, pH 7.4 (as described by West
et al. 1988). Brains were removed, weighed, and post-
fixed in the same fixative containing 30 % sucrose and
remained in this solution until they sank to the bottom
of the container. Then the hippocampal formation was
frozen and cut into coronal sections at anominal 40 pm
thickness. Sections were serially mounted and pro-
cessed using a modification of Timm’s sulfide silver
technique, as described elsewhere (Cintra et al. 1997,
Granados-Rojas et al. 2004). Each slide was assigned a
random number to ensure that the observer was blind to
treatments (Fig. 1).
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Fig. 1 Representative hippocampal coronal section used to
estimate the area of the mossy fibers (MF) in the stratum
lucidum (SL), limited with arrows; also shown are the dentate
gyrus (DG) and CALl areas; bar, 300 um

Area of the mossy fiber system suprapyramidal
bundle

The mossy fiber area in the suprapyramidal bundle,
corresponding to the stratum lucidum, was estimated
in sections selected from the dorsal hippocampus;
every fifth section was obtained from a random
starting position within the first five serially mounted
sections. For each section, the boundaries of the
suprapyramidal bundle were defined in agreement
with Gaarskjaer (1985) and Amaral and Dent (1981),
and its area was determined in right-side hippocampal
sections with a 4x objective lens and with the aid of a
computer-assisted imaging analysis system (Image J),
Fig. 1. The mean section thickness was 39.1 £ 1.2
pm. This was estimated from measurements of
sections selected by a systematic, random-sampling
procedure, using a microcator attached to the stage of a
microscope and a 100x oil immersion objective lens
(Granados-Rojas et al. 2001, 2004). The area obtained
(in umz) was subsequently corrected by a tissue
shrinkage factor (SFv). For this purpose, a coronal
section of hippocampal formation was obtained
immediately after perfusion using a freezing micro-
tome. The section was photographed and its cross-
sectional area determined; the adjacent section was
processed with Timm staining and photographed, and
its cross-sectional area was determined. The SFv was
then calculated for these areas using the method
described by Van Eden and Uylings (1985). No
significant differences were found in this parameter
among the studied groups, i.e., the same SFv (1.11)
was used throughout.

@ Springer

Zinc determination

Six animals per group at each stage of the EC (diestrus,
proestrus and estrus), Ovx, and OvxE were used for
zinc determination. Hippocampal tissue was dissected
out from brain as rapidly as possible and placed in
tubes previously washed with 30 % nitric acid solution
to avoid external contamination. All the hippocampus
weights were carefully recorded, and 1 ml of redis-
tilled nitric acid was added to the samples. Tubes were
then capped and placed on a shaking bath at 60 °C for
30 min. The resulting solution was assayed for zinc
content in an atomic absorption spectrophotometer
equipped with a graphite furnace and Zeeman back-
ground correction (Analyst 600, Perkin Elmer). The
equipment was previously calibrated with a com-
mercial zinc solution (Perkin Elmer GFAAS mixed
standard). Quality control was assured by determina-
tion of zinc in a biological matrix-based standard
material (Bovine liver 1577b, NIST); the analytical
session was considered adequate when the quality
control standard was 95-105 % of its nominal value.
Results are expressed as pg of zinc per gram of wet
tissue.

Spatial navigation apparatus

After surgery recovery and treatments, the two ten-
animal groups were given a spatial training task in a
MWM consisting of a circular pool with the computer
SMART system (San Diego Instruments) software
program, which monitored and recorded the swim-
ming path of the rats for later analysis. The maze was
constructed of black plastic (1.5 m diameter and
45 cm deep) and filled with water to a depth of
26.5 cm. The water temperature was adjusted to
25 °C (£ 0.5 °C). A 10-cm square, transparent acrylic
platform was placed into the tank at a fixed location
in the center of one imaginary quadrant and sub-
merged 1.5 cm under water. The water maze tank was
located in a separate room, illuminated by dim light,
and surrounded by several spatial cues. As the
platform could not be seen or detected by smell, rats
had to learn to navigate to the platform by using visual
cues (e.g. posters) in the vicinity of the tank (1.5-3 m)
to escape the cold water. The training in the MWM
consisted of 1 or 2 identical daily sessions (MWM1
and MWM?2) of ten trials each. Every animal was
introduced into the pool at different starting points for
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each trial, and their order was constant for all the
animals (Ramirez-Amaya et al. 2001; Beltran-Campos
et al. 2011). Each animal was allowed to swim until
finding the platform and permitted to stay on the
platform for 30 s. In the first trial, if the animal did not
find the platform during the time limit (60 s), it was led
to the platform by hand and then placed in a waiting
cage for 30 s. Escape latency was measured on each
trial for every animal. To measure memory, 24 h after
the last training session, MWM?2, a single-trial session
was conducted under training conditions similar to
those of the learning task; the only variation was that
the platform was removed, and the measured param-
eter was the time spent in the quadrant where the
platform was previously localized.

Statistical analysis

Repeated measures Analyses of Variance (ANOVA)
tests were performed for acquisition results, and when
the F-ratios were significant, Fisher’s protected least
significant difference test (Fisher’s PLSD) was used to
determine potential statistical differences of pair-wise
comparisons. The memory parameter was analyzed
with an unpaired Student’s ¢ test between Ovx and
OvxE groups. Results were considered to be statisti-
cally significant if P < 0.05. Statview software was
used for the analysis.

Results
Histological analysis

Figure 1 shows a representative Timm’s silver stain-
ing of the hippocampal formation, highlighting mossy
fibers in the stratum lucidum; images were digitalized
and analyzed as described in the methods section.

To find out if the estrous cycle in the rat influences
signal from these areas, we used female rats from
different estrous phases, as well as Ovx and OvxE
animals (F4,5 = 4.633; P = 0.0062). We found that
female rats in estrus phase showed decreased mossy
fibers (23 £ 4 %, difference = SEM percentages)
in comparison with animals in proestrus phase
(P < 0.05). Ovx animals also showed decreased signal
area (P < 0.05) in both groups this decreased was
estimated by a 26 = 2 % compared to proestrus;
estrogen supplement in OvxE partially prevented this

effect which was calculated by a 10 + 3 % as
compared to the proestrus group (Fig. 2).

Tissue zinc content

Timm’s staining is related to zinc content, for this
reason the metal content was determined in hippo-
campal tissue (F4,5 = 4.879; P = 0.0048). Figure 3
shows that zinc content was lower in the hippo-
campus of rats in estrus (71 & 13 %) and diestrus
(37 £ 13 %) than in those from proestrus. In addition,
areduction in zinc content (81 & 12 %) was observed
in the hippocampus of Ovx animals (P < 0.05 versus
proestrus). Interestingly, hormonal supplement par-
tially restored in a 46 = 12 % Zn levels as compared
to Ovx animals.

Behavioral test in Ovx and OvxE

After observing that zinc, mossy fiber, and stratum
lucidum areas evaluated by Timm’s staining varied
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Fig. 2 Area(mean + SEM) of the mossy fiber stratum lucidum
in five groups: gonadally intact: diestrus (D), proestrus (P), and
estrus (Es) from cycling female rats; and ovariectomized
without supplementation (Ovx) and with a 10 pg dose of 17p-
estradiol (OvxE). Note the *significant decreases in Ovx
compared to D (P < 0.05), Es (P <0.001) and Ovx (P <
0.001) in relation with P, and a significant increase in OVXE
(P < 0.01) compared to Ovx and Es
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depending on the estrous cycle, and since zinc has
been related to the LTP phenomenon in the hippo-
campus, we explored the possibility that spatial
learning and memory may also be influenced by
estrogens in female rats.

Learning performance in MWM was evaluated
individually and showed that rats in both the Ovx and
OvxE groups reduced the latency time to reach the
platform after sequential training (Day 1: F(j9,150) =
2.237 and P = 0.0034; Day 2: F(y9,180) = 2.515 and
P = 0.00084). However, the comparison between
groups showed that Ovx rats took more time to find
the platform than OvxE rats in trials 9 and 10 on day 1.
This effect was more evident on the sessions of day 2,
reaching statistical significance on trials 5 and 7-10
(Fig. 4).

For the memory test, latency to reach the learned
platform location was measured 24 h after the last
learning session in a single trial. Figure 5 shows that
OvxE rats remembered the task (P = 0.0366) while
Ovx rats did not attain the memory threshold.
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Fig. 3 Zinc content (mean = SEM) in five groups: gonadally
intact: diestrus (D), proestrus (P), and estrus (Es) from cycling
female rats, Ovx and OvxE. Note the *significant decreases in
the D, Es, and Ovx groups in relation to the P group and a
significant increase in OVXE compared to Ovx and Es
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Discussion

In this study we present suggestive evidence that
estrogen plays an important role in the plasticity and
maintenance of mossy fibers in hippocampal CA3
evaluated by Timm’s staining. The area of the
suprapyramidal bundle of the mossy fibers, evaluated
by Timm’s staining, was significantly reduced in Ovx,
with a 26 & 2 % decrease compared to proestrus; a
phenomenon that is reversed when the animals are
supplemented with physiological doses of 17f estra-
diol (OvxE).

Zinc levels are also reduced in 46 + 12 % in that
same brain area in Ovx compared to OvxE rats.
Interestingly, Ovx rats showed a poorer performance
in the MWM than the Ovx rats supplemented with
estrogen. The results obtained here suggest that estro-
gen, hippocampal zinc regulation, and spatial memory
could be related.

The physiological role of vesicular zinc at gluta-
matergic synapses remains poorly understood, even
though it is well known that zinc homeostasis is
modulated by pre-synaptic MAPK/ERK signaling and
that events derived from this cascade are required
for hippocampus-dependent memory consolidation.
A link between estrogen, and spatial memory is in
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Fig. 4 Mean = SEM of acquisition performance of animals
subjected to 2 days of training (MWMI and MWM2). Each
point represents the latency to reach the target platform on each
consecutive trial. Repeated measures ANOVA showed *signif-
icant differences on trials 9 and 10 of day 1 and on trials 5, 7, 8,
9, and 10 on day 2 for trained OvxE groups. Also, between trials
1 and 10, only the OvxE group showed significantly reduced
latency; the Ovx group did not reach the required latency
threshold (30 s) that would indicate learning
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Fig. 5 Mean + SEM of water maze performance during the
memory test after 2 days of learning. Latency in seconds spent
by the Ovx and OvxE groups to locate the platform area. The
Student’s ¢ test showed *significant differences between groups

agreement with previous studies in which ovariectomy
produces deficits in the acquisition of the MWM task
(Xu and Zhang 2006; Sarkaki et al. 2008) and with
others showing that hormone replacement improves
performance in spatial learning tasks (Daniel et al.
1997; Fader et al. 1998; Luine et al. 1998; El-Bakri
et al. 2004; Li et al. 2004; Xu and Zhang 2006;
Gresack and Frick 2006), demonstrating that these
learning deficits are related to low levels of circulating
estradiol. In addition, the anatomical substrate (hip-
pocampus) responds to low levels of estradiol by
decreasing the area of mossy fibers and the level of
zinc; both effects were reversed with adequate
hormone replacement. Moreover, the larger mossy
fiber area and greater zinc density of the hippocampal
mossy fibers correlate with better performance in
spatial tasks in the rat. The increase of mossy fiber area
in the stratum oriens of CA3 due to overtraining in
male rats (Ramirez-Amaya et al. 1999) or to exercise
(Toscano-Silva et al. 2010; Gomes da Silva et al.
2010) is well documented; however, in females this
effect depends on the estrous cycle stage and on
BDNF, which is the most likely candidate molecule to
be involved in regulating mossy fiber pathfinding and

may act as a signal for new mossy fibers to fasciculate
and extend further to form synapses (Scharfman et al.
2003; Sato et al. 2007). Another important observation
is that, in adult female rats, hippocampal changes
occur when estradiol rises on the morning of proestrus,
when animals respond better to object- and place-
recognition tests (Scharfman et al. 2007). The study of
Smith et al. (2009) agrees with the fact that this
hormone increases synaptic function and plasticity
and alters synaptic morphology.

Mossy fiber terminals form a distinctive type of
synapse rich in zinc and involved in regulating ion
channels and intracellular signaling pathways impli-
cated in learning, memory, and neuroplasticity (Sind-
reu and Storm 2011; Téth 2011). Vesicular zinc
promotes presynaptic and inhibits postsynaptic long-
term potentiation of mossy fiber-CA3 synapses (Pan
etal. 2011). Thus, zinc seems to satisfy several criteria
for a neural messenger: it is stored in synaptic vesicles,
is released upon depolarization, and acts at various
membrane targets. The selective association of zinc
with glutamate-containing synaptic vesicles suggests
that zinc might be a co-transmitter at some excitatory
synapses (Paoletti et al. 2009). Zinc may modulate the
structure and the function of the post-synaptic density
as well as the molecular organization and plasticity of
the pre-synaptic cytomatrix zone, allowing the expres-
sion of synaptic plasticity (Gundelfinger et al. 2006;
Grabrucker et al. 2011; Gundelfinger and Fejtova
2011). A feature unique to this divalent metal ion is
that it is a candidate for transynaptic anterograde
messenger into postsynaptic neurons in the hippo-
campus (Ketterman and Li 2008).

The pool of zinc-containing synaptic vesicles in
brain is special because of its lability; it can be
identified using simple histochemical techniques such
as Timm’s staining or dye fluorescence (Frederickson
et al. 1987). Here, we used an improved variant of the
former technique to obtain consistently better visual-
ization of the hippocampal mossy fiber system in the
five groups studied; the results showed that physio-
logical fluctuations of estradiol levels profoundly
affect the area of the mossy fibers in the dorsal
hippocampus; this area increases significantly during
proestrus, by 22 + 4 % compared to the estrus group
and by 26 £2 % compared to the Ovx group.
Ovariectomy has a long-term effect, because the result
was measured 15 days after surgery. The low dose
(10 pg) of estradiol was enough to re-establish the
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area of the mossy fibers. This is consistent with the
finding of increased neurogenesis of granular cells
during proestrus and a neurogenesis peak in Ovx rats
supplemented with 10 pg of 17f-estradiol (Tanapat
et al. 1999, 2005). Scharfman et al. (2007) found
changes in hippocampal function of Ovx rats after
sequential low doses of estradiol; they reported that
mossy fiber stimulation evoked the expression of
BDNF and multiple population spikes in CA3. In
mouse hippocampal slices in vitro, Teter et al.
(1999)reported an increase of 75 % in dorsal sprouting
of the dentate gyrus during treatment with 17/-
estradiol (100 pM); however, this response is blocked
by both progesterone and tamoxifen. We did not find
significant differences in the mossy fiber area when a
daily dose of 50 pg of 17f-estradiol was compared to
the low dose of 10 pg/day (data not shown).

In the recent review by T6th (2011), the fact that Zn
can be either disruptive or protective in the hippocam-
pus connectivity is suggestive; furthermore, the author
states that physiological zinc release could be related to
maintaining a stable neuron network and preventing
cell death. The premise for these effects is that zinc
should be within specific levels in this brain region to
fulfill a physiological role. The fact that mice lacking
the ZnT3 transport are more susceptible to kainic acid-
induced seizures (Cole et al. 2000) reinforces the idea
that zinc is playing a physiological, protective role
against glutamate overexcitation, since zinc release
from mossy fibers excited by glutamate attenuated
calcium entrance into postsynaptic CA3 cells, sug-
gesting a modulatory role of the metal (Takeda et al.
2007). Calcium signals are thus modulated through Zn
release not only as a consequence of glutamate release,
but also at the level of channels and receptors, since
zinc is able to inhibit NMDA receptors (Paoletti
et al. 2009) and voltage-dependent calcium channels
(Takahashi and Akaike 1991).

It has also been reported that zinc levels could be
subject to steroidal regulation at different levels; there
is experimental evidence that ovariectomized rats
showed decreased levels of circulating zinc (Ulas and
Cay 2011). In humans, plasma zinc levels fluctuate
during the menstrual cycle, and these changes showed
a positive correlation with plasma estrogen concen-
trations (Michos et al. 2010), a fact that could be
related to diminished zinc availability during men-
struation in the whole organism, including brain. It
is possible, then, that estrogen is involved in zinc
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homeostasis, in the whole body as well as in brain and,
furthermore, in specific brain areas.

With the results presented here, we cannot discard
the possibility that estradiol could be acting to
counterbalance the effects produced by corticosteroid
hormones in the hippocampus, on both zinc levels and
cognitive performance, as observed in severe stress:
reduced cognitive performance, reduced zinc neuro-
transmission, and increased corticosteroid hormones
(Takeda and Tamano 2012).

The relationship between steroid hormones and
zinc in the hippocampus may have other important
implications, including the fact of diminished sex
hormone production in aging, which could be related
to altered zinc homeostasis in the hippocampus and
thus to memory impairments associated with age. In a
more speculative vein, dysfunctional zinc homeostasis
could also be linked to neurodegenerative diseases
since zinc accumulation in the senile plaques from
Alzheimer brain patients has been reported (Danscher
et al. 1997).

The data reported here suggest a plastic, on/off effect
of circulating estrogen in the stratum lucidum area of the
rat dorsal hippocampus over the course of the estrous
cycle. The area occupied by mossy fibers in the stratum
lucidum was larger during the proestrus stage, which
coincides with a higher concentration of circulating
estrogens. In addition, the amount of zinc in the
hippocampus correlates with mossy fiber area as well
as with better performance in spatial tasks. In Ovx rats,
the values of these parameters were lower and were
associated with poorer performance in the MWM. The
present results show for the first time that estrogen
modulates the plasticity and maintenance of mossy
fibers in hippocampal CA3 during proestrus. While
suggestive, these data are not sufficient to infer changes
in synaptic connectivity; therefore, another approach to
the problem would be to use electron microscopy to look
for ultrastructural modifications at pre- and post-synap-
tic sites (i.e., post-synaptic density in thorny excres-
cences in the stratum lucidum as well as pre-cytomatrix
density in mossy fibers) in groups of rats with different
estrogen levels associated with ZnT3 levels, the key
protein for zinc transport by synaptic vesicles.
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Hipoestrogenismo; Introduccién: El hipoestrogenismo produce estrés oxidativo (EO) y cambios en las neuronas del
Tibolona; hipocampo (H) y reduce la densidad de las espinas dendriticas (ED). Estas alteraciones reper-
Hipocampo; cuten en la respuesta plastica del H. La terapia de sustitucion intraperitoneal con estrogenos
Area CA1; revierte estos efectos, pero no se sabe si ocurre lo mismo con la tibolona (TB). El objetivo fue
Morfologia; comprobar los efectos neuroprotectivos de la TB administrada por via oral a largo plazo y su
Espinas dendriticas capacidad para revertir la poda de ED de las neuronas piramidales (NP) del CA1 del H.

Métodos: Ratas Sprague Dawley jovenes: distribuidas en 3 grupos: control en proestro (Pro) y
2 grupos ovariectomizados (Ovx), uno suplementado con dosis diaria de TB (1 mg/kg), OvxTB,
y otro con vehiculo (OvxV), por 40 dias. Se analizaron la peroxidacion de lipidos y la densidad
de las ED en 3 segmentos de la dendrita apical de las NP del CA1 del H.

Resultados: La TB no redujo la peroxidacion de lipidos en el H, pero recuperd la poda de
espinas en las NP del CA1 del H, producida por la ovariectomia.

Conclusiones: La terapia de sustitucion estrogénica en el hipoestrogenismo por ovariectomia
tiene un efecto protector.
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this study was to test the neuroprotective effects of long-term oral TB treatment and its ability
to reverse DS pruning in pyramidal neurons (PN) of hippocampal area CA1.

Methods: Young Sprague Dawley rats were distributed in 3 groups: a control group in proestrus
(Pro) and two ovariectomised groups (Ovx), of which one was provided with a daily TB dose
(1 mg/kg), OvxTB and the other with vehicle (OvxV), for 40 days in both cases. We analysed
lipid peroxidation and DS density in 3 segments of apical dendrites from PNs in hippocampal

area CA1.

Results: TB did not reduce lipid peroxidation but it did reverse the spine pruning in CA1
pyramidal neurons of the hippocampus which had been caused by ovariectomy.

Conclusions: Oestrogen replacement therapy for ovariectomy-induced oestrogen deficiency
has a protective effect on synaptic plasticity in the hippocampus.

© 2014 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El incremento de los radicales libres, la disfuncion mito-
condrial y el estrés oxidativo (EO) como mecanismos
interdependientes se han propuesto como los principales
factores que producen dano cerebral al promover reaccio-
nes en cadena en presencia de iones metalicos cataliticos
danando a los fosfolipidos de las membranas, a las protei-
nas y, principalmente, al ADN de la célula’. El EO junto
con la inflamacion se incrementan con la edad, asi como la
funcion inmunitaria innata y la comunicacion neuronal con
las células gliales, que son eventos criticos en el envejeci-
miento del cerebro y las enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer®>. Por la edad, en el humano y en pri-
mates, ocurren cambios en la morfologia de las neuronas
corticales e hipocampales, manifestados como reducciones
en la complejidad y longitud del arbol dendritico, y de los
sitios postsinapticos o espinas dendriticas (ED)®. Las ED son
complejos morfolégicamente especializados para la inter-
accion sinaptica y se han estudiado in vitro, encontrando
que tanto el nimero como el tipo de espinas son altamente
mutables sobre una escala de tiempo de segundos a dias
por diversos mecanismos intrinsecos que ejercen un control
dinamico sobre ellas’. In situ, estos cambios en el tipo y en
la densidad de espinas ocurren bajo condiciones fisiologicas
y patologicas, las cuales han sido ligadas con alteracio-
nes funcionales de los circuitos neuronales y pérdida de
la memoria®’. Las ED representan la regién postsinaptica
de entrada excitatoria de las neuronas que responden a la
estimulacion con cambios en su densidad y en su tipo; el
mecanismo por el cual estos cambios ocurren son a tra-
vés de la activacion de los genes primarios agregados al
efecto de los factores de crecimiento; ambos modifican la
citoarquitectura membranal, dando como resultado la gene-
racion de nuevas espinas o bien la maduracion de las ya
existentes'”.

Por otra parte, en la mujer, diversas actividades pueden
contribuir a los cambios o modificaciones que ocurren en
estas entradas de informacion, como el proceso de enve-
jecimiento, pérdida de la memoria, la homeostasis redox y
la disminucion de los niveles circulantes de estradiol. Para
reducir estas alteraciones relacionadas con la disminucion
de hormonas circulantes durante la menopausia, se han pro-
bado diversas terapias sustitutivas con productos que tienen
accion estrogénica (fitoestrogenos; 17-B-estradiol, proges-
tagenos, acetato de medroxiprogesterona)'’'? y derivados

estrogénicos como la tibolona (TB), la cual es el precur-
sor de metabolitos hidroxilados. En vivo, este se comporta
como estrogenos en el higado y el endometrio, y puede
tener accion como progestageno y actividad androgénica
(bajando triglicéridos y colesterol) y protege contra la pér-
dida de la masa 6sea'>. En 2008, de Aguiar et al.'* reportaron
los efectos del valerato de estradiol (VE, 0,3mg/kg) y 2
concentraciones de TB (0,5 y 1,0mg/kg) sobre el EO en
el cerebro y en la bioquimica de la sangre en ratas hem-
bras ovariectomizadas, en 3 estados: joven, adulto y viejo.
Encontraron disminucion del hidroperdxido de lipido en la
corteza cerebral de ratas jovenes y viejas, y ambas dosis de
TB produjeron un incremento de la capacidad antioxidante
total en comparacion con los niveles obtenidos en las ratas
hembras adultas tratadas con VE y las ovariectomizadas en
todos los tratamientos mostraron los niveles mas bajos de la
capacidad antioxidante total en el hipocampo comparadas
con sus controles. El EO fue mas alto en las viejas compara-
das con las jovenes y las ovariectomizadas tratadas con TB
(1,0mg/kg), en donde se aumentaron los niveles de lipidos
de baja densidad comparados con los animales control y con
los tratados con EV. En este estudio, el objetivo fue compro-
bar los efectos antioxidantes y neuroprotectores implicados
en la actividad farmacolégica de la TB, administrada por via
oral a largo plazo, y si este tratamiento es capaz de revertir
el EO y la poda de ED de las células piramidales del CA1 en
el hipocampo.

Metodologia
Animales

El protocolo se realiz6 conforme con las normas internacio-
nales para el manejo y uso de animales de experimentacion
establecidas por los National Institutes of Health y la
National Academy of Science, y aprobado por el Comité
de Bioética del Instituto de Neurobiologia (INB) de la
Universidad Nacional Auténoma de México. Un total de
30 ratas hembras Sprague-Dawley (200 a 250 g de peso)
fueron utilizadas para los diferentes procedimientos. Las
ratas se alojaron individualmente en jaulas de policarbo-
nato (45 x 24 x 21cm), con aserrin limpio como material
de habitacion y teniendo libre acceso a la alimenta-
cion (comida estandar Purina®, formula de 5001) y agua
purificada durante todo el experimento. Se mantuvieron
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bajo condiciones de ciclo de luz/oscuridad 12h/12h (luces
encendidas a las 7:00 am), a una temperatura de entre 22 y
23°Cy con un 40-50% de humedad.

Disefio experimental y obtencion de las muestras

Se disefid un estudio experimental, aleatorizado, doble
ciego y controlado con placebo con un total de 30 ratas
hembras de la cepa Sprague-Dawley de 200 a 250 g de peso,
las cuales fueron divididas en 3 grupos con las siguientes
caracteristicas: grupo 1, animales controles en etapa de
proestro (Pro); grupo 2, ratas ovariectomizadas (Ovx) y tra-
tadas con vehiculo (solucion salina) cada 24h por 40 dias
(OvxV), y grupo 3, animales con Ovx y suplementadas con
TB a una dosis de 1mg/kg de peso cada 24h por 40 dias
(OvxTB). Pasado este tiempo y después de la administra-
cion del tratamiento, los animales fueron sacrificados por
decapitacion para la obtencion del cerebro, que se coloco
en una matriz calibrada de metal, se secciond para sepa-
rar en forma aleatoria ambos hemicerebros para los analisis
bioquimico y morfométrico.

Cuantificacion de la peroxidacion de lipidos

Para cuantificar los productos finales de la peroxidacion
de lipidos (PL), se utilizd la técnica descrita por Triggs y
Willmore™. Se separé el hipocampo de uno de los hemisfe-
rios cerebrales, el cual fue homogenizado en 3 ml de solucion
salina (0,9% NaCl), se tomd una alicuota de 1ml y se le
anadieron 4ml de una mezcla de cloroformo/metanol (2:1
v/v) y las muestras se dejaron incubar durante 30 min en
hielo para permitir la separacion de la fase cloroformica que
contenia que contenia los productos finales fluorescentes de
la PL; posteriormente, se obtuvo una alicuota de 1 ml que
fue leida en un espectrofotometro de luminiscencia Perkin
Elmer L5500B a 370 nm de excitacion y 430 nm de emision.
La sensibilidad del espectrofotémetro fue ajustado a 330
U de fluorescencia con una solucion estandar de quinina
(0,1 ng/ml). Los resultados fueron expresados en unidades
de fluorescencia por gramo de tejido fresco.

Analisis morfométrico de la densidad de las espinas
dendriticas

Se procesaron 6 hemicerebros, con la técnica de Golgi
rapido’®; se fijaron por inmersion en formalina al 10% en
PBS, después de 72 h; se obtuvieron bloques rostrales de
4mm de ancho abarcando el area de hipocampo dorsal
(bregma 2,8-4,2) y colocados durante 13 dias en una solu-
cion de dicromato de potasio al 4,5% con acido dsmico al
1% (8:1), diferenciados en nitrato de plata al 0,75% durante
24h, seguida de su deshidratacion en alcoholes graduales
(50% hasta alcohol etilico absoluto y éter) por 30 min en
cada uno. Se obtuvieron cortes coronales de 120 um en un
microtomo de deslizamiento (Leitz Wetlar 47160), previa
inclusion en nitrocelulosa de baja viscosidad. Su deshidra-
tacion se hizo en alcoholes graduales y su aclaramiento en
terpinol, seguido de xileno y su montaje con entellan. En
las preparaciones asi obtenidas de cada sujeto experimen-
tal, se seleccionaron aquellas neuronas piramidales (NP) del
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Figura 1 Grafica en donde se muestran los valores

promedio=+error estandar de 10 animales por grupo. Los resul-
tados se expresan en unidades de fluorescencia por gramo de
tejido fresco.

OvxV: ovariectomizados con vehiculo (OvxV); OvxTB: ovariec-
tomizados tratados con Tibolona (1 mg/kg); Pro: animales en
proestro.

CA1 del hipocampo que mostraban su arbol dendritico com-
pleto, el soma piramidal y dendritas basales (fig. 2 A). Las
mediciones se efectuaron evitando que el observador cono-
ciera el grupo experimental, asignando un nimero al azar
a cada preparacion. Se midieron aquellas NP que pudieran
ser observadas en un plano focal que las permitiera ver cla-
ramente a 10X, con una impregnacion homogénea y cuyas
dendritas apicales estuvieran completas hasta su término
en el stratum lacunosum moleculare (SLM). Estas NP del
CA1 se caracterizan por tener de 3 a 5 dendritas basales
primarias y un arbol dendritico apical que asciende hasta
el SLM con ramas secundarias sobre el stratum radiatum.
Las dendritas se dividieron en 3 segmentos representati-
vos de sus aferencias principales (fig. 2 B). El proximal de
100 wm (comisurales y zona principal de entradas inhibito-
rias). El segmento medial entre 150 pm del soma y el limite
de 350 wm (comisurales de Shaffer). El segmento distal se
localizo en el inicio de la curvatura de la dendrita sobre el
SLM (aferencias del patron perforante)'” y el nimero de las
espinas se cont6 en segmentos de 10 um a 100X en cada
dendrita.

Analisis estadistico

Todos los valores fueron analizados con la prueba de Levene
para determinar la homogeneidad de la variancia y utili-
zar una estadistica paramétrica. Posteriormente, el analisis
estadistico de los resultados de la PL se llevé a cabo con la
prueba de analisis de variancia (ANDEVA) de una via seguida
de una prueba post hoc de Tukey; se tomd como diferencia
estadisticamente significativa una valor de p < 0,05. Para
el analisis del total de espinas en los grupos de tratamiento
se realizo con un ANDEVA de una via, en donde el factor inde-
pendiente es el tratamiento y el dependiente el promedio
del nimero total de espinas en cada uno de los segmentos
estudiados. Seguida de una prueba post hoc de Tukey con
una p < 0,05.
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Figura 2 A) Fotomicrografias de una célula piramidal completa del CA1 del hipocampo. B) Las flechas indican los segmentos
estudiados, asi como las abreviaturas que representan la entrada de informacion. En B los segmentos dendriticos a 40X. En las
graficas C y D se indica la mediaterror estandar del total de espinas/‘‘m lineal y en los 3 grupos: proestro (Pro), ovariectomizados
tratados Unicamente con vehiculo (OvxV) y ovariectomizados tratados con tibolona (OvxTB). Notese en la grafica C las reducciones
significativas (*p < 0,005) del grupo OvxV vs. los grupos OvxTB y Pro. En las graficas de los segmentos en los 3 grupos (D), se indican
reducciones significativas (*) entre el segmento c vs. a y b en los grupos Pro y OvxV y entre los segmentos a vs. b y c en el grupo

OvxTB.

AC: comisurales de asociacion; PP: patron perforante; SC: colaterales de Schaffer.

Resultados
Peroxidacién de lipidos

Los resultados obtenidos del efecto de la TB sobre la los nive-
les de la PL presente en el hipocampo de ratas con Ovx se
muestran en la figura 1. Los resultados estan dados como el
valor promedio £ error estandar de 10 animales por grupo y
estan expresados en unidades de fluorescencia por gramo de
tejido fresco. Se puede observar que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los valores promedio
de los 3 grupos evaluados (Pro, OvxV y OvxTB), 40 dias des-
pués de la administracion de los tratamientos. ANDEVA de
una via (F,25 =2,429, p=0,107).

Efectos sobre la densidad total de espinas
denditicas

EL ANDEVA de una via realizado para la densidad total de
espinas, donde se incluyen todos los segmentos (fig. 2 C),
muestra diferencias estadisticamente significativas entre
los diferentes grupos de tratamiento (F;¢=2.323,306,
p<0,003). La prueba post hoc de Fisher indico que el
grupo OvxV posee menor densidad de espinas dendriticas

comparadas con el grupo OvxTB y con el grupo control en
etapa de proestro (Pro) con valores de p=0,003 y 0,002,
respectivamente.

Efectos sobre la densidad de las espinas dendriticas

EL ANDEVA de 2 vias realizado para la densidad de espinas
dendriticas en cada uno de los segmentos revela diferen-
cias estadisticamente significativas respecto al tratamiento
(F2,27=2.2946,00; p<0,001) entre los diferentes grupos. En
la figura 2 C, se muestran las diferencias estadisticamente
significativas respecto a cada uno de los segmentos estu-
diados (F;,27=17,39; p<0,001), pero no hay diferencias en
la interseccion entre ellos. La prueba post hoc de Fischer
muestra que el grupo Pro aumenta la densidad de espi-
nas en los segmentos proximal, medial y distal, mientras
que los animales OvxTB muestran diferencias significativas
en la densidad de espinas del segmento proximal con res-
pecto al segmento distal. Ademas, los animales Ovx tuvieron
diferencias significativas en la densidad de espinas del seg-
mento distal con respecto a los segmentos proximal y medial
(p<0,02) para cada uno de los casos. Esto permite inferir
que el segmento distal es el que no se encuentra afectado
por el tratamiento o que posee mayor resistencia a los cam-
bios de niveles hormonales derivados de estrogenos.
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Discusion

Los resultados mostraron que el tratamiento con TB no
tuvo efecto sobre la PL en los 3 grupos estudiados, lo que
concuerda con lo reportado por de Aguilar et al. (2008)',
quienes administraron 2 dosis (0,5mg/kg y 1 mg/kg) de TB
por 12 semanas a ratas adultas ovariectomizadas y no encon-
traron efecto sobre los niveles de PL, concluyendo que la TB
no incide sobre el dafo oxidativo generado por efecto de la
ovariectomia. Sin embargo, en este estudio, la dosis de TB
(1 mg/kg) administrada al grupo Ovx, durante 40 dias, revir-
tié la poda de las espinas provocada por la ovariectomia.
En la evaluacion histoldgica del conteo de espinas realizada
en los segmentos proximal, medial y distal en las células
piramidales del CA1 del hipocampo de ratas ovariectomiza-
das mostro una reduccion en la cantidad de espinas, lo que
indica que las ED como sitios postsinapticos son altamente
sensibles a la falta de estrogenos. En estudios previos, rea-
lizados por nuestro grupo y por otros'®?’, se ha reportado
que la distribucion de las ED es heterogénea, dependiendo
del segmento estudiado. Se sabe que en el segmento dis-
tal existe un mayor niumero de espinas en comparacion con
el segmento proximal; esta distribucion fue observada nue-
vamente en los 3 grupos estudiados en este trabajo. Por
otra parte, se comprobé que el grupo Ovx mostré un menor
numero de espinas, aunque conservando el mismo patron
de distribucion normal, es decir, hay una mayor reduccion
de espinas en el segmento distal (en donde hay mas espi-
nas) que en el segmento proximal (donde de manera normal
hay menos espinas). Asimismo, la suplementacion oral de TB
recupera la pérdida de espinas en esta area plastica cerebral
que participa en la regulacion de los procesos de aprendi-
zaje y memoria. El mecanismo por el cual la TB ejerce este
efecto no se conoce, ya que es el primer trabajo donde se
describe la capacidad de la TB para inhibir la reduccion en
el nimero de espinas en las células piramidales del CA1 del
hipocampo. En relacion con el efecto de la TB, solo existe
un reporte por Espinoza Raya et al. (2012)?', en el cual se
demuestra que el tratamiento con TB mejora el aprendi-
zaje de ratas ovariectomizadas. Los autores reportan que el
mecanismo puede estar relacionado con la modulacion de
la funcion colinérgica y del sistema serotonérgico, ya que
se observo un aumento del contenido de triptéfano hidro-
xilasa por efecto del tratamiento con TB. Sobre la base de
esta informacion, es probable que la TB ejerza su efecto
neuroprotector tanto por la regulacion de la sintesis de neu-
rotransmisores involucrados en la memoria y el aprendizaje,
como por las vias de senalizacion relacionadas con las ED.

Por otra parte, en el humano, se infiere que técnicas
terapéuticas con estrogenos sintéticos pueden modificar la
diversas actividades fisiologicas a nivel de drganos sistémi-
cos como del cerebro y huesos; sin embargo, aun se discuten
los efectos de los compuestos, como la TB, en vista de los
importantes efectos secundarios que se reportan'® después
de la menopausia y en asociacion entre los niveles de tejido
y las funciones cerebrales, asi como de la distribucion de sus
metabolitos mono vy trisulfatados??.

En este estudio, aunque no se encontro la respuesta anti-
oxidante del tratamiento con TB, hubo una recuperacion o
rescate de la poda de ED producida por la ovariectomia a lo
largo de la dendrita apical de las neuronas piramidales del

CA1, dato que se relaciona con diversos estudios de plastici-
dad hipocampal con tratamientos con estrogenos exégenos,
considerandose estos cambios plasticos como fluctuaciones
inherentes al cambio de las concentraciones hormonales en
el plasma a lo largo del ciclo estral'® ™. Es interesante que la
ovariectomia afecta a los 3 segmentos estudiados (proximal,
medial y distal), mientras que el tratamiento con TB tiene
un efecto diferencial sobre el segmento proximal donde la
densidad de espinas dendriticas no es capaz de recuperarse
después de la administracion por 40 dias de esta la hormona
sintética. Estos resultados permiten indagar en un futuro
cuales serian los mecanismos de neuroproteccion especificos
de la TB que favorecen la plasticidad cerebral y qué relacion
podriamos encontrar con respecto al segmento proximal y
los receptores a estrdgenos que se expresan en esta zona
determinada, que es la via de entrada comisural de infor-
macion proveniente de las colaterales de Shaffer, afectando
al intracircuito del hipocampo para el paso de informacion
de memoria de corto a largo plazo.
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Chapter 13

Estrogen Modulation of Oxidative Stress and Synaptic
Plasticity in the

Dorsal Hippocampus

Beltran-Campos V, Padilla-Gomez E, Medina-Aguirre Gl,
Castro-Chavira SA and Diaz-Cintra S

Abstract

Estrogens are important for antioxidant mechanisms, maintenance of synaptic plasticity and
modulation of zinc content in the hippocampus of young and senile animals. The female brain is
influenced by multiple factors including the decrease in estrogen levels, with that commonly
accompanies to stress and aging. However, plasticity in the hippocampus in pre- and postsynaptic
sites, such as the mossy fiber system and dendritic spines, responds to the neuroprotective and
antioxidant actions of hormone supplementation. Furthermore, in hippocampus, the ovariectomy
produces spine pruning in pyramidal cells of CA1, a reduction of the mossy fiber area in CA3, a
decrease of the zinc in the whole hippocampus and an increase in oxidative stress. Following
supplementation with a minimal dose of 17f3-estradiol, the effects are revers and these parameters
have values similar to those observed during the proestrus stage of the estrous cycle, which is
associated with a better performance in learning and memory in female rats. These studies confirm
the roles of estrogen in protecting the hippocampus before oxidative stress and maintaining its
synaptic plasticity.

Introduction

Estrogens are known to have broad effects on hippocampus synaptic plasticity
which is also affected by oxidative stress and aging (Foy, 2010). Multiple lines of
evidence suggest that loss of estrogens in the aging brain may play a role in the
cognitive decline associated with Alzheimer’s disease (Janicki &, Schupf, 2010; Barron
& Pike, 2012). The hippocampus has steroid receptors (Spencer-Segal et al., 2012)
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that make it sensitive to the interaction between antioxidant defense systems and sex
steroids. This effect is shown in studies of estrogen deprivation which increases the
vulnerability to injury of granule cells in the adult hippocampus and may predispose
to neurological diseases and deficits in working memory occurring after menopause
(Liu et al., 2001). Estrogen can prevent oxidative stress in neurons (Behl et al., 1997,
2003), and, in the hippocampus, they can act as an antioxidant agent to modulate lipid
oxidation, thereby regulating oxidative phosphorylation (Yao, et al, 2011). It has been
demonstrated that estrogens produce a neurotrophic effect that prevents neuronal
damage in the adult brain, protecting and supporting synaptic connections which are
essential for signaling and neural survival (Maggi et al, 2004; Yao et al., 2011;
Srivastava, 2012). This mechanism regulates pre- and postsynaptic proteins such as
synaptophysin, syntaxin, and spinophilin in CA1 pyramidal cells (Brake et al,, 2001;
Prange-Kiel et al., 2006). These synaptic changes in hippocampal pyramidal cells are
also related to spatial behavioral experience (Ramirez-Amaya et al, 1999; 2001;
Beltran Campos et al,, 2010).

In the hippocampus of the adult rat, mossy fiber (MF) axons from dentate
granule cells converge in the dentate hilus and run through a narrow area called the
stratum lucidum (CA3) forming excitatory glutamatergic synapses. The well-
documented synaptic rearrangement of MFs is associated with several factors like
learning, memory, temporal lobe epilepsy (Koyama et al., 2004), malnutrition (Diaz-
Cintra et al., 1991, 1997, 2007), stress and neurotrophic factors. The idea that levels of
circulating estrogens are also important for cognition is supported by animal studies
in which ovariectomy produces acquisition deficits in Morris water maze (MWM) task
(Xu & Zhang, 2006; Sarkaki et al., 2008).

Here the main objetives were to study the protective effects of estrogens before
oxidative stress and the pre and postsynaptic dorsal hippocampal plasticity (MFs and
spines, respectively) involved in the regulation of spatial memory. Our experiments
designs were performed in female Sprague-Dawley rats which were treated in
accordance with the NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals. The
experimental protocols were approved by the local Animal Care and Use Committee.

1. Estrogen Modulation of Hippocampal

Oxidative Stress

Oxidative stress (0S) together with inflammatory processes and the
aggregation of oxidized products of aberrant proteins in the brain induces apoptosis
and autophagy (Caballero & Coto-Montes, 2012). Biological aging is associated with
neurodegeneration due to the presence of lipid peroxidation products, protein
oxidation and oxidative modifications in nuclear and mitochondrial DNA (Richwine et
al., 2005; Zhu et al., 2006; Poon et al., 2006). In addition, the decrease of sexual steroid
levels due to aging can have an impact on brain functions; thus, therapies to replace
these hormones may reduce this impact, which is supported by evidence in
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experimental animals (Green & Simpkins, 2000; Garcia-Segura et al, 2001; Lee &
McEwen, 2001; Feng, 2005). To test if the interaction between antioxidant defense
systems and sex steroids affects the antioxidant activity in the hippocampus of young
and senile animals, we evaluated lipid peroxidation in five experimental groups, each
contain 10 animals: young proestrus (Pro), young ovariectomized (OvxV), young
ovariectomized supplemented with a minimal dose of 173-estradiol (OvxE), senile
(SenV) and senile supplemented with the same minimal 173-estradiol dose (SenE).

Methodology and Results

The young animals were ovariectomized (Ovx, n = 20) with xylazine/ketamine
anesthesia (13 mg/kg xylazine and 40 mg/kg ketamine) to minimize pain and
discomfort, using aseptic procedures. An incision was made in the abdominal zone to
visualize the ovaries. A clip was placed 1 cm below the ovaries which were then
completely removed. A two-week recovery period was provided before hormone
supplementation. Then, one of the young ovariectomized (OvxE) and one of the senile
(SenE) groups were given hormone supplementation (10 pg of 17-f - estradiol in 0.2
ml oil solution). Two other groups (OvxV and SenV) received vehicle (0.2 ml of oil).
The supplementation was administered subcutaneously every 24 h for 3 consecutive
days. After the treatments, the animals were sacrificed, and the brains of the animals
(in all groups) were extracted and distributed randomly (6 hemi-brains per assay) for
different measurements. Quantification of lipid peroxidation and determination of its
final products were performed using the technique of Triggs & Willmore (1984). The
complete hippocampus of each of the 6 hemi-brains per group was carefully removed
and homogenized in 3 ml of saline solution (0.9% NaCl in buffer); an aliquot of 1 ml of
this homogenate was mixed with 4 ml of chloroform/methanol (2:1 v/v) and then left
on ice for 30 min to allow phase separation fluorescence of the chloroform was
masured in a Perkin Elmer L5500B spectrophotometer (luminescence: excitation at
370 nm and emission at 430 nm). The spectrophotometer sensitivity was adjusted to
330U of fluorescence with a standard solution of quinine (0.1pg/ml). The results were
expressed in fluorescence units per gram of tissue. ANOVA tests showed significant
differences in the levels of lipid peroxidation they were similar in the young female
rats in proestrus (Pro) and after treatment (OvxE). Moreover, supplementation with a
low dose of 173-estradiol produced a decrease in lipid peroxidation levels in senile
females (SenE) as well as in young OvxE as shown in Figure 1.
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Figure 1. Mean £ SEM of fluorescence units (U of F) per gram of tissue and the significant differences (p < 0.05)
between groups: a - vs Pro; b - vs OvxV; ¢ - vs OvxE; d - vs SenV. Modified from Beltran-Campos et al. (2011).

2. Estrogen Supplementation

Effects on Spine Density

Structural synaptic changes are believed to be responsible for stabilizing the
activity patterns in neuronal ensembles during memory consolidation (Hebb, 1949).
Following learning, structural remodeling of synapses has been studied in different
brain regions after varied learning experiences in several animal species (Bailey et al,,
2008; Butz et al, 2009). In hippocampal CA1 pyramidal neurons, the number of
dendritic spine increases when rats experience, for several days, a complex
environment that promotes spatial learning (Moser et al., 1994). Also, training rats in
the MWM spatial task induces changes in the distribution of dendritic spines in CA1
neurons as observed using electron microscopy (Rusakov et al., 1997). Trace eyeblink
conditioning training, which is an associative learning task dependent on the integrity
of the hippocampus (Solomon et al., 1986), increases spine density in CA1 neurons as
observed with Golgi staining 24 h after learning (Leuner et al., 2003). This staining
method has also revealed that spatial water maze training increases the number of
some, but not all, spine types in CA1 neurons (Diamond et al., 2006). Interestingly, the
dendritic spine number in CA1 neurons can also be modulated by extrinsic factors
such as circulating gonadal steroids (Brusco et al., 2008; Gonzalez-Burgos, 2005).
Dendritic spines have a highly plastic capacity and can modify their structure in
respond to hormonal influences (Murakami et al, 2006; Sato et al., 2007). For
example, it is well established that ovariectomy in young animals reduces their
dendritic spine number in CA1 hippocampal pyramidal neurons, and this effect is
reversed by estradiol and progesterone replacement (Gould et al., 1990). We studied
this effect in the same CA1 hippocampal pyramidal neurons by administering of 17f-
estradiol not only in ovariectomized young, but also in senile females, in order to
know if these spines retain their plastic capacity as a result of estradiol influence.
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Moreover, we evaluated if the spine number recovered to levels similar to those
observed in animals at proestrus, which are the highest of the estrous cycle.

Methodology and Results

The dorsal hippocampus (Bregma -2.8 to - 4.2; Paxinos & Watson, 1998) of
each hemi-brain (10 per group) was carefully removed, immediately fixed in a 10%
buffered formalin solution, and divided into 4mm-thick blocks after 4 hours with the
aid of a stereoscopic microscope. Each block was impregnated using the rapid Golgi
technique following the modification of Diaz-Cintra et al. (1994). After 12 days, each
block was transferred to a solution of 0.75% silver nitrate in double distilled water for
12 h, washed in 50% alcohol, embedded in low-viscosity nitrocellulose, and cut along
the frontal plane at a thickness of 120 pm. Each section was collected in 70% alcohol,
dehydrated, and mounted in Entellan® medium. Each slide had 16 sections of the
dorsal hippocampus and was assigned a random number to ensure that observers
were blind to experimental conditions. Morphometric analysis was made in six
complete and well-impregnated CA1 dorsal hippocampus neurons chosen randomly
from each of the 6 animals per group and was analyzed using an Optiphot-2 Nikon
microscope. A 20x Plan® objective (0.5 NA) with an optically calibrated reticule and a
100x Plan-Apochromat® objective (1.3 NA) were used for the analysis. An image of
the selected pyramidal cell was captured with the 20x objective by carefully
identifying the optical plane in which the whole apical dendrite was visible. This
image was then used as the reference image. This study was performed only in the
CA1 Golgi-impregnated pyramidal neurons whose dendrites reached the stratum
lacunosum molecular (slm) as shown in Figure 2. Using the reference image, the apical
dendrite segments were designated according to the following criteria: The proximal
segment was considered as the first 100 um closer to the soma. The distal segment
was considered to start at the sim, where the apical dendrite folds. Finally, the medial
segment was considered the whole section between the proximal and distal segments.
The spine density analysis was performed on one secondary dendritic branch
attached to the main apical dendrite of each segment. In each selected branch, a 25 um
length was chosen randomly for spine classification and density analysis. We analyzed
secondary branches, rather than the main dendritic shaft, because the proximal
segment of the main apical dendrite is devoid of spines within the first 100 um from
the soma (Megias et al., 2001). Golgi-stained neurons were classified and analyzed for
spine density by direct microscopic observation. Dendritic spine density was
calculated as the number of spines divided by 125 microns (sum of these three
segments) in the apical dendrite in hippocampal CA1 neurons, and analyzed by one-
way ANOVA comparing groups (Pro, OvxV, OvxE, SenV and SenE). Significant
differences (P < 0.0001) were found and a subsequent a post hoc Fisher’s test
indicated significant reductions (P < 0.0001) in the OvxV and the SenV groups
compared to the Pro group as shown in Figure 2. These results show that the young
animals tested during the proestrus stage had 1.7 spines per linear pm, but a decrease
of more than 50% in Ovx animals was found. After the 10 pg dose of 17-f estradiol,

116



spine density recovered and was similar to that in young animals at proestrus. Also,
the spine density of the senile groups showed equivalent pruning and recovery effects,
Figure 2.

3. Effect of 17 B-Estradiol on Plasticity of

Hippocampal MF

Studies testing the hippocampal plasticity show an increased propensity of MFs
synapses to reorganize in the inner molecular layer following seizures (Lin et al,,
2011). Estrogen deprivation increases the vulnerability to injury of granule cells in the
adult hippocampus and may predispose to neurological diseases and an increased
incidence of memory deficits after menopause (Liu et al., 2001; Sherwin, 2012). In
hippocampal pyramidal cells, estrogen has also been shown to enhance long-term
potentiation and potentiate acute excitatory transmission, a cellular correlate of
learning and memory (Woolley, 2007; Smejkalova & Wooley, 2010). It is well accepted
that estrogen increases synaptic function and induces neurogenesis in the adult
(Gould et al., 2000). Neurogenesis and less apoptosis in hippocampal dentate gyrus
during proestrus and in rats with estrogenic supplementation have been reported
(Tanapat et al., 2005). The MFs is highly plastic in the adult brain and is influenced by
multiple factors including learning and memory. In addition, zinc plays an important
modulatory role in hippocampal neuronal signal transduction (Sindreu & Storm,
2011) and in memory formation and stress. Since the relation between MFs plasticity
and their zinc content in entire hippocampus throughout the estrous cycle remains
unknown, we designed this study in order to test estrogen (17f3-estradiol) modulation
and zinc content of the hippocampus over the course of the female estrous cycle. Thus,
ovariectomized female rats without (Ovx) or with estrogen supplement (OvxE) were
compared with control rats at three stages of the estrous cycle: diestrus, proestrus,
and estrus.

Methodology and Results

Subjects, their ovariectomy surgery, and estrogenic supplementation were
described earlier in this chapter. In order to detect normal cycles, daily vaginal smears
were taken for three days from 36 female rats that were euthanized at proestrus (P),
estrus (Es) or diestrus (D) stages (12 rats per stage). Groups of six rats were used
either for Timm staining or zinc measurement. For estrogen deprivation and
replacement, 24 female rats were ovariectomized (Ovx), half of which were
supplemented with E (OvxE). Four six-rat groups were formed and studied either by
Timm staining or zincmeasurement. Additionally, 20 female rats were ovariectomized
(Ovx), and ten of them supplemented with E (OvxE), and subjected to behavioral
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testing in the MWM (Section 4, Effects of ovariectomy on the performance of a spatial
task).
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Figure 2. Example of a CA1 pyramidal cell stained with the rapid Golgi technique and enlargements of its dendritic
segments (distal, middle and proximal). Scale bars: 100 and 10 pm, on left and right respectively. Graphs show the
mean + SEM spine density (spine / p) in the five groups analyzed; significant (p < 0.05) reductions in OvxV and
SenV groups and recovery with estrogen supplementation were founf (OvxE and SenE groups); a - vs Pro; b - vs
OvxV; ¢ - vs OVvxE; d - vs SenV. Modified from Beltran-Campos et al. (2011).
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Figure 3. Example of hippocampal coronal section used to estimate the volume of the mossy fibers (MF) limit with
arrows; and to estimate areas: dentate gyrus (DG), CAI, and stratum lucidum (SL); bar, 300 um. The graph shows
the mean =SEM of the MF stratum lucidum area in five groups: gonadally intact divided into: diestrus (D),
proestrus (P) and estrus (Es) from cycling young female rats, and two ovariectomized (Ovx) without
supplementation and with a 10pg dose of 17-estradiol (OvxE). Note the significant decreases in the Es (p = 0.001)
and Ovx (p = 0.01) groups relative to the P group and a significant (p =0.001) increase in OvxE with respect to the
Ovx and Es groups. Modified from Padilla-Gomez et al. (2012).

Tissue collection (Timm staining). A total of 30 animals (P, Es, D, Ovx and
OvxE), 6 per group, were studied with the histological Timm technique (Padilla-
Gémez et al, 2011). Sections were serially mounted and processed using a
modification of Timm’s sulfide silver technique as described elsewhere (Granados et
al, 2002). A coronal section from the hippocampal formation was obtained
immediately after perfusion. These sections were used to estimate the area of the
suprapyramidal bundle of the MF system. Every fifth section was selected from a
random starting position within the first five serially mounted sections. Each slide was
assigned a random number to ensure that the observer was unaware of the
experimental conditions. The area of the MF system (expressed in um?2) was measured
in the suprapyramidal bundle, which broadly corresponds to the stratum lucidum (SL),
and in the sections selected from the dorsal hippocampus (Figure 3A). The results are
shown in Figure 3, with the mean area +SEM of the MF system and SL in five groups:
cycling female rats (D, P, Es) and Ovx alone or with 17f-estradiol supplement (OvxE).
ANOVA testing showed significant (p = 0.006) differences among groups and Fisher’s
post hoc test showed a significant (p = 0.003) area reduction in Es and Ovx (p=0.0007)
groups in relation with P group. The zinc determination was made in six animals at
each stage of the estrous cycle (D, P, Es), and in Ovx and OvxE. Hippocampal tissue
was dissected out from the skull as rapidly as possible and placed in tubes previously
washed with 30% nitric acid solution to avoid external contamination. All the
hippocampus weights were recorded, and 1 ml of redistilled nitric acid was added to
the samples. Tubes were then capped and placed on a shaking bath at 60°C for 30 min.
The resulting solution was assayed for zinc content in an atomic absorption
spectrophotometer equipped with a graphite furnace and Zeeman background
correction (Analyst 600, Perkin Elmer). Results are expressed as pg of zinc per gram
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of wet tissue as shown in Figure 3b. This data showed that estrogen modulates the
plasticity and maintenance of MFs during proestrous in hippocampal CA3 during
proestrous because the MF area is reduced in Ovx animals and recover to normal
when they are supplemented with a physiological doses of 10ug dose of 173-estradiol.
Estradiol supplementation had similar effects on the hippocampal zinc content in the
same five experimental groups: cycling female rats (D, P, Es) and Ovx with or without
E (OvxE) (Figure 4).

4. Effects of Ovariectomy on the Performance

of a Spatial Task

Ovariectomy produces deficits in the performance of hippocampus-dependent
learning tasks (Wallace et al., 2006); these deficits are ameliorated by estradiol
administration (Xu & Zhang, 2006), demonstrating that they are due to inadequate
levels of circulating estradiol. Some studies have found that ovariectomy may improve
hippocampus-dependent learning (Bimonte-Nelson et al., 2003); however, this effect
was observed 1.5-6 months after ovariectomy, when the endocrine system of the
animal had already adapted to the lack of ovaries, and estrogens might be released
from other sources, such as adipose tissue (for reviews see Mendelson & Simpson,
1987; Nelson & Bulun, 2001). Moreover, it has also been observed that low estrogen
levels during the estrous cycle inhibit the acquisition of spatial tasks (Frye & Sturgis,
1995; Sarkaki et al, 2008), which is consistent with the detrimental effect of
ovariectomy on hippocampus-dependent spatial- memory tasks. In order to
demonstrate the effect of hormone replacement we studied learning and memory in
Ovx and OvxE groups using a MWM.
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Figure 4. Zinc content (mean = SEM) in five groups: gonadally intact: diestrus (D), proestrus (P) and estrous (E)
from cycling female rats, Ovx and OvxE. Note the significant decreases in the E, D, and Ovx groups in relation to
the P group and a significant increase in the OvxE compared to the Ovx group. Modified from Padilla-Gémez et al.
(2012).
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Figure 5. Mean = SEM of acquisition performance of animals subjected to 2 days of training. Points represent the
latency to reach the target platform on consecutive trial. Repeated measures ANOVA showed significant
differences (*) between the Ovx and OvxE groups on trials 9 and 10 on day 1; and on trials 5, 7, 8, 9, and 10 on day
2. Also, between trials 1 to 10, only the OvxE group showed significantly reduced latency; the Ovx group did not
reach the latency threshold (30 s) that would indicate learning. Modified from Padilla-Gémez et al. (2012).
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Figure 6. Mean = SEM of water maze performance during the memory test after two days of learning. Latency in

seconds spent by the Ovx and OvxE groups to locate the platform area. The Student’s t-test showed significant
differences (*) between groups. Modified from Padilla-Gomez et al. (2012).
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Methodology and Results

We trained young Ovx and OvxE animals in the MWM spatial training task (Subjects
described in Methodology for Section 3). The training consisted of one session of 10
trials. The animal was introduced into the pool at a different starting point for each
trial up to a total of 10 trials (Ramirez-Amaya et al., 2001). The animal was allowed to
swim for a maximum of 60 s, or until it located the platform, and it was allowed to
stand on the platform for 30 s. Escape latency was measured for each trial. Figure 5,
shows that Ovx rats, had higher latencies, indicating poorer performance in the MWM.
Learning was evaluated in two sessions of 10 trials each, and memory was tested 24 h
later. The OvxE group performed significantly better in both learning (trials 5, 8, 9, 10
on, day 1 and trials 5,9, 10 on, day 2) and in memory, Figure 6.

Concluding Remarks and Future Directions

We have reported that ovariectomy produces an increase in oxidative stress
and spine pruning in CA1 pyramidal cells (Beltran-Campos et al., 2010); other effects
found are reduction in the MF area in the CA3 and a decrease in the level of total
hippocampal zinc (Padilla-Gémez et al., 2011). Animals trated with a minimal dose of
17-estradiol, showed a reversal of these latter effects and had MF areas and sinc
levels similar to those observed during the proestrus stage of the estrous cycle. In
addition, the OvxXE group acquired and remembered the spatial task, suggesting the
important role of estrogen for maintaining hippocampal plasticity and zinc level in
MF-CA3 synapses during proestrus, parameters associated with better performance in
learning and memory. While suggestive, these data are not sufficient to infer changes
in synaptic connectivity; therefore, another approach to the problem will be to use
electron microscopy to look for ultrastructural modifications at postsynaptic sites
through the estrous cycle of rats.

The findings concerning spine density support the idea that gonadal activity is
required for some structural changes in spines underlying hippocampus-dependent
cognition in female animals (Gould et al., 1990; Woolley et al., 1993; 1997). We have
reported (Beltran-Campos, 2010) that the different dendritic spine types (stubby,
thin, and mushroom) had different density distributions across the apical dendrite
from CA1 pyramidal neurons, because the sites of the input are altered differentially.
Ovariectomy (Ovx) produced spine pruning in all dendritic segments. It is necessary
to know the differential effects of estrogen supplementation on oxidative stress
(protective), on hippocampal plasticity (maintenance) and on the the density of spine
(recovery), which have high plastic capacity to modify their structure in relation with
estrogen levels.
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