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Resumen 

La neuroinflamación involucra un conjunto de respuestas que ocurre como resultado 
de un daño al cerebro. Entre estas respuestas se encuentra un incremento en la 
astrogliosis y la microgliosis. En estudios previos del laboratorio demostramos que 
el tratamiento con la hormona prolactina (PRL) disminuye la pérdida neuronal en el 
hipocampo de ratas hembra ovariectomizadas, inducida por la administración del 
agonista glutamatérgico, ácido kaínico (KA). Este efecto estuvo relacionado con un 
decremento en la activación astrocítica.  

En este trabajo, investigamos si el tratamiento previo con PRL disminuye la 
astrogliosis y microgliosis en el hipocampo dorsal y cómo es que se modula la 
expresión de diferentes factores inflamatorios como TNFα, iNOS, IL-6, IL-10 e IL-4 
en respuesta a la administración de KA. Para esto, ratas hembra ovariectomizadas 
fueron tratadas crónicamente con PRL (0.1mg / día / 4 días, SC). En el tercer día de 
tratamiento con la hormona, las ratas fueron administradas con una inyección de 
KA (7.5mg / Kg, IP) y fueron sacrificadas 24 y 48h después de la inducción del daño.  

El tratamiento con la PRL redujo la astro y microgliosis inducidas por el KA, en las 
áreas CA4, CA3 y CA1 del hipocampo dorsal. En adición, un análisis morfométrico 
de la microglía en el área CA4, mostró que  la PRL disminuye la activación de estas 
células en respuesta a la lesión. El análisis de los marcadores anti y proinflamatorios 
reveló que la PRL induce un incremento en la expresión de la IL-10 e IL-4 en las 
neuronas del hipocampo, lo cual fue acompañad de una disminución en la expresión 
de TNFα y la iNOS en ratas sujetas al daño en el hipocampo. 

Además, experimentos preliminares en cultivos primarios de astrocitos indican que 
el tratamiento con PRL (10nM) disminuye la expresión de la iNOS, así como de la 
IL-1β, ambas inducidas por el KA, lo que sugiere que la PRL tiene un efecto directo 
sobre los astrocitos en la disminución ambos marcadores inflamatorios.  

En conjunto, estos resultados indican que la PRL tiene un efecto antiinflamatorio en 
el hipocampo, visto como una disminución en la astrogliosis y la activación 
microglial, así como por una reducción en la expresión en marcadores 
proinflamatorios, probablemente por una regulación de la IL-10 e IL-4 neuronal.           

 

 

 

 



Abstract 

Neuroinflammation involves a set of responses occurring as a result of brain damage 
including astro- and microgliosis. In previous studies, we showed that treatment with 
prolactin (PRL) decreased neuronal loss induced by kainic acid (KA) in the 
hippocampus of female rats. This effect correlated with a decrease in astrogliosis. 

Here, we investigate whether treatment with PRL decreases astro- and microgliosis 
in the dorsal hippocampus, and how it modulates the expression of some important 
inflammatory factors such as TNFα, iNOS, IL-6, IL-10 and IL-4 after an excitotoxic 
lesion. For this, ovariectomized female rats were treated chronically with PRL (0.1 
mg / day for 4 days, SC). On the third day of treatment, they received a KA injection 
(7.5 mg / kg, IP) and were sacrificed 24 or 48 h later.  

Chronic treatment with PRL reduced the astro- and micro-gliosis in CA4, CA3, and 
CA1 hippocampal subfields induced by KA. Morphometric analysis in CA4 showed 
that PRL reduced microglial activation. The analysis for anti- and pro-inflammatory 
cytokines revealed an increase of IL-10 and IL-4 in neurons due to treatment with 
PRL, accompanied by a decrease in the expression of TNFα and iNOS in lesioned 
rats.  

Furthermore, preliminary experiments in primary astrocyte cultures indicate that 
treatment with PRL (10nM) decreases the expression of iNOS, as well as IL-1β both 
induced by KA, suggesting that PRL has a direct effect on astrocytes in the decrease 
of both inflammatory markers. 

Together, these results indicate that PRL has anti-inflammatory actions in the 
hippocampus, both by decreasing the astrogliosis and microglial activation and by 
reducing the level of pro-inflammatory cytokines probably through the upregulation 
of neuronal IL-10 and IL-4. 
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1. Introducción 

Los astrocitos y la microglía son dos de los principales tipos de células gliales en el 
SNC. Entre sus funciones se encuentran el aclaramiento de neurotransmisores 
(Schousbe et al., 2014), el proveer de sustratos energéticos a las neuronas 
(Paliocelli et al. 2011), el mantenimiento del balance iónico (Quesseveur et al. 2013), 
entre otras. Además, durante un proceso neurodegenerativo ambos tipos celulares 
están encargados de llevar a cabo el proceso inflamatorio dentro del sistema 
nervioso central (SNC; Dong y Benveniste, 2001). Esta neuroinflamación está 
caracterizada por un incremento en la liberación de diversos elementos derivados 
de la microglía y los astrocitos como citocinas (DiSabato et al., 2016)  y factores 
tróficos (Gomes et al., 2013) los cuales tienen como finalidad restablecer la 
homeostasis del sistema. Sin embargo, dicho proceso debe ser altamente regulado 
ya que un desbalance en esta respuesta puede llevar a un incremento en la 
degeneración neuronal. Durante la neuroinflamación las células gliales cambian 
considerablemente su fenotipo. En el caso del astrocito este se caracteriza por un 
incremento en la expresión de la proteína ácida fibrilar (GFAP) y una hipertrofia del 
soma y sus procesos (Liddelow y Barres 2017). En relación a la microglía, existe 
una disminución en las ramificaciones de cada célula tomando una forma de tipo 
ameboide (Walker y Lue, 2015). En ambos casos existe un incremento en el número 
de células alrededor del sitio de la lesión (Jorgensen et al., 1993).  

Por otra parte, durante un daño excitotóxico como el que es inducido por la 
administración de ácido kaínico (KA), existe un incremento en la gliosis en el 
hipocampo (Jorgensen et al., 1993), así como en la expresión de diversos 
marcadores inflamatorios (Zheng et al., 2010), los cual se han propuesto que 
pueden contribuir a aumentar el proceso degenerativo, por ejemplo incrementando 
la excitabilidad de las neuronas (Zheng at al., 2010; Zhu et al., 2010).    

En nuestro laboratorio hemos reportado el papel neuroprotector la hormona 
prolactina (PRL) en el modelo de excitotoxicidad por la administración de KA, 
evidenciando que el tratamiento con esta hormona reduce la pérdida neuronal en el 
hipocampo de ratas ovariectomizadas (Tejadilla et al. 2010; Morales et al., 2014). 
Existen diversos mecanismos por los cuales la PRL puede proteger a las neuronas, 
entre ellos están una disminución en el proceso apoptótico, regulación del estrés 
oxidativo o una disminución en la respuesta inflamatoria mediada por la glía, sin 
embargo, la respuesta aún no es clara. Evidencia previa demuestra que cuando el 
tratamiento es dado después de inducir la lesión con KA, existe una correlación 
entre una disminución en la degeneración y un decremento de la astrogliosis en el 
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área CA1 del hipocampo (Reyes-Mendoza y Morales, 2016), sugiriendo una acción 
sobre los astrocitos. 

Existen algunos reportes en los que se pone de manifiesto las acciones de la PRL 
sobre la glía. Por ejemplo, la PRL disminuye la proliferación de los astrocitos en el 
hipocampo (Torner et al., 2009) y en la retina (Arnold et al., 2014), además de que 
regula la expresión de diferentes citocinas como el TNFα (De Vito et al. 1995a). En 
el caso de la microglía, la PRL promueve la liberación de citocinas pro-inflamatorias 
e incrementa la actividad fagocítica de estas células (Benedetto et al., 2001).  

Tomando en cuenta lo anterior, en este trabajo hipotetizamos que el papel 
neuroprotector de la PRL puede estar mediado por una regulación de las células 
gliales. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue investiga si la el tratamiento 
crónico con PRL disminuye la activación de la glía inducida por la administración del 
KA y si esta hormona modula la expresión de diferentes citocinas inflamatorias como  
TNFα, iNOS, IL-6, IL-10, and IL-4 en el hipocampo de ratas ovariectomizadas. 
Encontramos que el tratamiento disminuyó la respuesta astrocitica y microglial 
inducida por el KA e incremento la expresión de IL-10 e IL-4 en neuronas del 
hipocampo. Finalmente, estudios preliminares en cultivos primarios de astrocitos 
sugieren que la PRL disminuye la expresión de la iNOS y la IL-1β.      

2. Generalidades de la Prolactina 

La PRL es una hormona de carácter peptídico de entre 197 y 199 aminoácidos. Su 
síntesis en el organismo se da principalmente en lactotropos de la hipófisis anterior, 
sin embargo, se ha determinado que existe síntesis extrahipofisaria en tejidos como 
la placenta, glándulas mamarias, el timo, entre otros (Freeman et al., 2000).  En el 
sistema nervioso central (SNC), ha sido descrita la síntesis local de PRL en áreas 
como el hipotálamo, la amígdala, entre otras regiones (REF). Además de la síntesis 
en el cerebro, la PRL periférica puede cruzar la barrera hematoencefálica a través 
del plexo coroideo en un mecanismo mediado por su receptor (Walsh et al. 1984), 
sin embargo, recientemente ha sido propuesto que el ingreso de la PRL al SNC 
puede involucrar a un mecanismo independientemente del receptor a PRL (RPRL; 
Brown et al., 2015).  

Una vez que la PRL llega a su célula blanco esta se une a su receptor para llevar a 
cabo sus funciones. El RPRL es una proteína transmembranal de alta afinidad que 
pertenece a la familia de receptores a citocinas de clase I, el cual comparte una gran 
similitud con el receptor a la hormona de crecimiento (RGH; Brooks, 2012). Se han 
descrito tres isoformas del RPRL (largo, corto e intermedio), derivadas de splicing 
alternativo de un mismo gene. Todos ellos comparten los dominios extracelular y 
transmembranal, diferenciándose en la longitud del dominio intracelular. Para iniciar 
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la cascada de señalización de la PRL es necesario la dimerización del RPRL para 
formar homodímeros. Se han descrito tres vías de señalización principales que 
sigue la PRL para ejercer sus funciones, la vía de las Jak-stat (stat3 y stat5), la de 
las MAP cinasas y la de PI3K-akt (Freeman et al., 2000). En el SNC el estudio de 
las vías de señalización que activa la PRL se ha centrado principalmente en el 
hipotálamo, donde se ha descrito que la administración de esta hormona activa 
principalmente la vía de la STAT5 (Yip et al., 2012). En relación a otras regiones 
cerebrales no hay evidencia suficiente acerca de la señalización por PRL 
considerando que se ha descrito la expresión del RPRL en diferentes áreas 
cerebrales (Kokay et al., 2018), incluido el hipocampo (Tejadilla et al., 2010).    

Entre las funciones que lleva a cabo la PRL en el SNC se encuentran la regulación 
de la respuesta al estrés (Torner y Neumann, 2002), la estimulación de la 
neurogénesis (Shingo, 2003), la inducción de la conducta materna (Bridges et al., 
1990), entre otras. En nuestro laboratorio, utilizando el modelo de daño neuronal 
inducido por el KA, hemos determinado que el tratamiento con PRL, antes o 
después  de la inducción del daño neuronal, tiene un efecto neuroprotector en el 
hipocampo de ratas ovariectomizadas (OVX; Tejadilla et al., 2010; Reyes-Mendoza 
y Morales, 2016, 2020).  

3. PRL y neuroprotección 

El término neuroprotección hace referencia al conjunto de procesos que se dan para 
evitar la pérdida neuronal cuando el sistema es sometido a algún tipo de insulto. 
Entre estos procesos se encuentran una disminución en el estado inflamatorio, la 
inhibición de la apoptosis o una reducción en el estrés oxidativo (Majid, 2014).   

Algunos estudios han identificado el papel neuroprotector de la PRL en diferentes 
modelos de daño. Por ejemplo, en un modelo de hipoxia-isquemia el tratamiento 
con PRL disminuye el área del infarto cerebral, regula los niveles de glutamato 
incrementados durante la inducción del daño y reduce la concentración de 
diferentes sustancias involucradas en la degeneración neuronal como el NO y el 
calcio  (Vermani et al., 2020). Por otra parte, el tratamiento crónico con PRL previene 
la disminución de la neurogenesis en el hipocampo inducida por el estrés crónico 
(Torner et al., 2009).   

Estudios de nuestro laboratorio, usando a la PRL como tratamiento, han mostrado 
que esta hormona tiene un efecto neuroprotector en el hipocampo de ratas OVX. 
Encontramos que el pre-tratamiento (Figura 1A; Tejadilla et al., 2010) disminuye la 
pérdida neuronal inducida por la administración de KA en el área CA4, CA3 y CA1 
del hipocampo y también disminuye la marca positiva del marcador de 
neurodegeneración, fluorojade C. En contraste, el post-tratamiento con PRL (Figura 
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1B; Reyes-Mendoza y Morales, 2016) solo fue efectivo en el área CA1, donde fue 
la única área donde la PRL demostró evitar la muerte celular en comparación al 
grupo lesionado.    

 
Figura 1. Efecto neuroprotector de la PRL. A) El pre-tratamiento con PRL disminuye el daño neuronal 
inducido por el KA en las áreas CA4, CA3 y CA1 del hipocampo dorsal. Modificado de: Tejadilla et 
al., 2010. B) Ilustra los datos de la pérdida neuronal cuando la PRL se administra después de la 
inducción del daño con KA. Solo en el área CA1 se evidencia el efecto protector de la PRL. 
Modificado de: Reyes-Mendoza y Morales, 2016.   

Es importante mencionar que durante la lactancia, un estado reproductivo donde 
hay elevados niveles séricos de PRL, se tiene un efecto neuroprotector similar al 
del tratamiento únicamente con PRL (Vanoye-Carlo et al., 2008).    

Considerando lo anterior una pregunta que resalta es el cómo es que la PRL evita 
la neurodegeneración inducida por la administración del KA. Para poder resolver 
dicho problema, es importante conocer cuál es el mecanismo de acción que sigue 
el KA y así considerar posibles blancos que podría seguir la PRL. 

4. Neurodegeneración por KA 

El KA, es una sustancia aislada una alga roja que crece en zonas subtropicales, 
Digenea simplex. Al ser un agonista de los receptores glutamatérgicos AMPA-
kainato, con una afinidad 30 veces mayor al glutamato (Bleakman y Lodge, 1998), 
dicha sustancia ha sido  utilizada en estudios sobre neurodegeneración debido a 
que su administración produce un fenómeno de muerte celular denominado 
excitotoxicidad.  

La término excitotoxicidad hace referencia al proceso patológico que causa la 
muerte de las neuronas debido a una activación exacerbada de los receptores del 
neurotransmisor excitatorio glutamato (Albensi, 2001). Este proceso es un 
fenómeno que se observa en cualquier tipo de proceso fisiopatológico como la 
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epilepsia o un evento hipóxico-isquémico. En el caso del KA, produce 
excitotoxicidad en regiones específicas del cerebro. Una de estas regiones es el 
hipocampo debido a que presenta una gran densidad de receptores a glutamato tipo 
kainato (Botana, 2000), lo cual la convierte en una región de alta sensibilidad a esta 
toxina.       

En relación al mecanismo de acción del KA, este inicia con la unión ligando-receptor 
entre el KA y su receptor (Figura 2). Esto tiene como consecuencia un rápido 
incremento en el calcio intracelular que sobrepasa los mecanismos celulares de 
regulación de este ion. Dicho incremento en el calcio se da por diferentes factores: 
1) La entrada de sodio debida a la activación del receptor KA despolariza la neurona 
blanco. 2) La activación del receptor NMDA, el cual presenta alta permeabilidad a 
calcio, debido a una liberación presináptica de glutamato inducida por el KA. 3) La 
activación de canales de calcio dependientes de voltaje que permiten el ingreso de 
calcio. 4) La salida de calcio del retículo endoplásmico.  El incremento en el calcio 
intracelular tiene como consecuencia la activación de diferentes enzimas, por 
ejemplo, la NADPH oxidasa (NOX) y la óxido nítrico sintasa (NOS). Esta activación 
lleva a la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS), 
las cuales dañan a la membrana celular, diversas proteínas y al ADN celular 
(Arundine y Tymianski, 2003; Wang et al. 2005). Por otro lado, el calcio también 
lleva a una disfunción de la mitocondria, lo que lleva a la muerte celular a través de 
la vía de las caspasas (Faherty et al., 1999).  

Por otra parte, el KA también tiene un efecto sobre la glía, activándola y produciendo 
un fenómeno de gliosis (Jorgensen et al. 1993). Esto tiene como consecuencia la 
producción de citocinas proinflamatorias (Zhen et al., 2010; Zhu et al., 2010) y la 
liberación de aminoácidos excitadores como glutamato (Lehmann y Hanssón, 
1988), así como ROS y RNS (Zhang y Zhu, 2011), lo cual trae como consecuencia 
una exacerbación del daño celular (Lull y Block, 2010). 

Considerando el mecanismo de acción del KA descrito previamente, resaltan 
algunos elementos en los que la PRL podría estar incidiendo para reducir la muerte 
neuronal en el hipocampo.  Tales elementos son una disminución en la apoptosis 
neuronal, una reducción en el estrés oxidativo o modificando el proceso inflamatorio 
mediado por ´los astrocitos y la microglía. 
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Figura 2. Mecanismo de acción del KA. La interacción del KA con su receptor produce un incremento 
en la entrada de Ca+2 a la célula. El elevado contenido de Ca+2  produce por un lado la activación de 
diferentes enzimas como la NADPH oxidasa (NOX) o la óxido nítrico sintasa (NOS), lo que 
incrementa los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS), dando como 
resultado daño a la membrana celular, a proteínas de la célula y el ADN. Por otro lado, el Ca+2 
produce disfunción mitocondrial activando la vía de las caspasas 9 y 3, induciendo la muerte por 
apoptosis de la célula. También, el KA actúa sobre los astrocitos y la microglía, induciendo la 
liberación de citocinas pro y anti-inflamatorias, así como ROS y RNS.         

5. PRL y apoptosis 

En diversos trabajos utilizando tejidos periféricos, se ha puesto en evidencia el papel 
de la PRL disminuyendo la apoptosis. Por ejemplo, en células de linfoma Nb2, el 
tratamiento con dosis crecientes de PRL incrementa los niveles del ARN mensajero 
para la proteína antiapoptótica bcl-2 (Leff et al., 1996). Un efecto similar es visto en 
la expresión de la proteína bcl-x (Kochendoerfer et al., 2003). Ambas proteínas 
están involucradas en la inhibición de la liberación del citocromo C de la mitocondria 
en el proceso de apoptosis. Este sobre la apoptosis también se ha visto en células 
de cáncer de mama (Pierce y Chen, 2004). Finalmente, trabajos recientes in vitro 
en neuronas del hipocampo de roedores han demostrado que la PRL reduce la 
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relación entre la proteína proapoptótica Bax y bcl-2 en un modelo de muerte celular 
inducida por glutamato. Además, el efecto se vio relacionado con una disminución 
en la activación de la caspasa 3 (Rivero-Segura et al., 2017).     

6. PRL y enzimas antioxidantes 

En relación a una reducción en el estrés oxidativo por PRL, la información que se 
tiene disponible hace referencia a que esta hormona incrementa los niveles y la 
actividad de algunas enzimas antioxidantes. Por ejemplo, la administración de PRL 
a ratas hipofisectomizadas incrementa los niveles del ARN mensajero de la 
superóxido dismutasa (SOD) en el cuerpo lúteo de los ovarios (Sugino et al 1998). 
Está enzima está encargada de la metabolización del radical superóxido a peróxido 
de hidrogeno. Además, en ratas hembra existe una correlación entre los niveles 
séricos de PRL y la actividad de la SOD (Bolzan et al., 1995). En el sistema nervioso, 
la PRL disminuye el daño en la retina inducido por la exposición a peróxido de 
hidrógeno, al reducir los niveles de ROS debido al incremento en la concentración 
de glutatión reducido y en la expresión de la enzima encargada de metabolizar al 
peróxido de hidrógeno, la catalasa (Meléndez et al., 2016; Thébault, 2017).    

7. PRL y neuroinflamación 

Los astrocitos y la microglía en condiciones fisiológicas desarrollan una gran 
variedad de funciones como el aclaramiento de neurotransmisores (Schousboe et 
al., 2014), la poda sináptica (Paolicelli et al., 2011), el mantenimiento del balance 
iónico y la liberación de factores neurotróficos (Quesseveur et al., 2013). En adición, 
también están involucrados en el proceso inflamatorio en el SNC cuando este es 
sometido a algún estrés (Dong y Benveniste, 2001). Este proceso neuroinflamatorio 
es caracterizado por un incremento en diversos factores como el factor de necrosis 
tumoral-alfa (TNFα), la interleucina-4 (IL-4),  ROS, entre otros (DiSabato et al., 2016; 
Gomes et al., 2013), con la finalidad de contener el daño neuronal.  Sin embargo, 
varias de las moléculas liberadas pueden ser tóxicas, de tal suerte que una 
inflamación descontrolada puede conducir a un evento deletéreo para las neuronas.  

Durante la inflamación los astrocitos cambian su fenotipo hacia uno caracterizado 
por un incremento en la expresión de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) e 
hipertrofia de su soma y procesos (Liddelow y Barres, 2017), además hay un 
incremento en el número de astrocitos (astrogliosis) en el área de daño (Joergensen 
et al., 1993). En el caso de la microglía, esta pasa de un estado en reposo altamente 
ramificado a uno activado en el que disminuyen el número de procesos o 
ramificaciones y adquiere una forma ameboide (Walker y Lue, 2015). Al igual que 
los astrocitos hay un incremento en el número de células de la microglía en el sitio 
de la lesión (Jorgensen et al., 1993). Por otra parte, hay un incremento en la 
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expresión de diferentes marcadores inflamatorios como TNFα, IL-1β, iNOS, IL-6, IL-
4, IL-10, entre otros.     

En relación a la PRL y una disminución en la neuroinflamación existen algunos 
trabajos que demuestran que esta hormona puede disminuir la gliosis (Anagnostou 
et al., 2018). Por ejemplo, se ha visto que esta hormona disminuye el daño en la 
retina en un modelo de exposición constante a la luz y esto se vio asociado con una 
disminución en la expresión de GFAP (Arnold et al., 2014). Además, en ratones 
sometidos a estrés crónico, la PRL disminuye la proliferación de los astrocitos en el 
hipocampo (Torner et al., 2009) y el tratamiento  con PRL modula la expresión de 
diferentes citocinas como el TNFα en astrocitos in vitro (De Vito et al., 1995). 
Respecto a la microglía, la información acerca de un posible efecto de la PRL sobre 
estas células es limitada. Estudios in vitro han demostrado que la PRL inhibe la 
replicación de T. gondii (Benedetto et al., 2001) y el crecimiento de A. castellani 
(Benedetto y Auriault, 2002). Ambos efectos son incrementados cuando se hace un 
cotratamiento con TNFα e INFγ. Finalmente, Moderscheim et al. (2007) en un 
trabajo sobre isquemia cerebral sugirió que la PRL podría tener un efecto modulador 
de la microglía, ya que estas células presentaron inmunoreactividad a PRL.   

En resumen, tomando en cuenta los diversos procesos que activa la administración 
de KA que pueden llevar a la muerte neuronal, la PRL puede estar actuando en 
algunos de ellos para evitar la pérdida neuronal en el hipocampo. Evidencia previa 
de nuestro laboratorio sugiere que la PRL disminuye el proceso neuroinflamatorio 
al modular la respuesta de los astrocitos y la microglía durante el proceso 
neurodegenerativo.    

8. Antecedentes: PRL, KA y gliosis 

Como se mencionó anteriormente, el post-tratamiento con PRL tiene un efecto 
protector del hipocampo ya que disminuye la pérdida neuronal en el área CA1 
inducida por la administración del KA (Figura 1B).  Un análisis de los astrocitos por 
inmunofluorescencia reveló que este efecto se vio acompañado por una disminución 
en la fracción de área positiva a GFAP en el área CA1 (Figura 3), a diferencia de 
CA4 y CA3. Al hacer un análisis de correlación se encontró que hubo una 
correlación negativa entre el número de neuronas y densidad de marca positiva para 
GFAP (Reyes-Mendoza y Morales, 2016), indicando que la PRL estaría 
disminuyendo el proceso de astrogliosis. 
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Figura 3. Efecto del post-tratamiento con PRL en CA1. En la parte superior, microfotografías de 
fluorescencia del área CA1 del hipocampo. El gráfico de barras muestra la cuantificación del 
porcentaje de pixeles positivos a GFAP, mostrando que en el área CA1 el tratamiento con PRL 
disminuye significativamente la marca de GFAP  a diferencia de CA4 y CA3. S+S (salina + salina), 
K + S (KA + salina), K + P (KA + PRL). Barra de escala: 100µm. Modificado de: Reyes-Mendoza y 
Morales, 2016. 

Por otra parte, datos no publicados de nuestro laboratorio acerca de la microglía en 
sujetos que fueron tratados con PRL después de la lesión con KA, muestran que la 
densidad de marca positiva al marcador específico de microglía, Iba1, no presenta 
diferencias estadísticamente significativas entre el grupo dañado con KA y el que 
recibió el post-tratamiento con PRL (Figura 4). Sin embargo, al hacer un 
acercamiento de las células microgliales, resalta que existe una diferencia en la 
morfología de las células de sujetos que fueron dañados con KA y aquellos que 
fueron tratados con PRL, siendo evidente una diferencia en la forma del soma de la 
microglía y el número de ramificaciones que esta presentó, lo cual sugiere que la 
PRL podría estar modulando la respuesta de la microglía.     
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Figura 4. Efecto del post-tratamiento de PRL en la respuesta microglial al KA. Imágenes de 
fluorescencia del área CA4 utilizadas para la cuantificación del área positiva a Iba1. El tratamiento 
con PRL no reduce significativamente la respuesta de la microglía al KA. Sin embargo, un 
acercamiento a las células microgliales muestra que la PRL reduce la pérdida de las ramificaciones 
de la células, además de que presenta una morfología ramificada en comparación con células de 
sujetos que solo tienen KA.  . S+S (salina + salina), K + S (KA + salina), K + P (KA + PRL). Barra de 
escala: 100µm, 10 µm. Datos no publicados. 
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9. Planteamiento del problema 

Las evidencias mencionadas anteriormente demuestran el papel neuroprotector de 
la PRL frente al daño neuronal inducido por la administración de KA, sin embargo, 
no se explica de qué forma podría afectar la PRL para llevar a cabo dicha función. 
Evidencia preliminar sugiere que la PRL podría estar modulando la respuesta glial, 
tanto de astrocitos como microglía, disminuyendo la neuroinflamación frente al daño 
neuronal, lo cual traería como consecuencia la disminución de la pérdida neuronal.  

Con el presente trabajo se pretendió determinar si la PRL disminuye la activación 
glial inducida por la administración de KA y si el tratamiento modula la respuesta 
inflamatoria al modular la expresión de moléculas como TNFα, iNOS, IL-6, IL-10, e 
IL-4, todas ellas presentes durante un proceso neurodegenerativo. 
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10. Hipótesis 

El tratamiento con PRL disminuirá la astrogliosis y la microgliosis en el hipocampo 
dorsal de ratas ovariectomizadas, causada por la administración de KA. Además, el 
tratamiento con dicha hormona reducirá la expresión de marcadores 
proinflamatorios como TNFα, la iNOS y la IL-6 inducidos por la lesión cerebral. 
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11. Objetivos 

 

A) Determinar si el tratamiento con PRL modifica la expresión de los marcadores 
inflamatorios TNFα, iNOS, IL-6, IL-10 e IL-4, en ausencia de daño al 
hipocampo.  

 

B) Determinar si la PRL disminuye la astrogliosis y la microgliosis en el 
hipocampo de ratas administradas con KA. 

 

C) Determinar si el tratamiento reduce la expresión de marcadores inflamatorios 
inducidos por la administración de KA. 
 
 

D) Determinar si la PRL disminuye la  expresión de marcadores inflamatorios 
inducidos por el tratamiento con KA en cultivos primarios de astrocitos. 
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12. Material y método 

12.1 Sujetos 

Los animales empleados en el presente estudio se obtuvieron del bioterio del 
Instituto de Neurobiología de la Universidad Nacional Autónoma de México. Todos 
los procedimientos experimentales se realizaron en concordancia con la Norma 
Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. El protocolo de experimentación fue 
revisado y aprobado por el Comité de Bioética del INB. Se utilizaron ratas wistar 
(180-200g) de aproximadamente 2 meses de edad, mantenidas en condiciones de 
luz-oscuridad controladas (12: 12h, encendido de las luces a las 06:00 AM), una 
temperatura ambiental de 24 ± 2°C y acceso a agua y comida ad libitum (Rat Chow, 
Purina).    

Los animales utilizados fueron sometidos a una cirugía para remover los ovarios 
(Ovariectomía, Anexo I) 30 días antes de iniciar el procedimiento experimental.  

12.2 Diseño experimental 

Experimento 1 (Figura 5). Ratas ovariectomizadas fueron administradas por cuatro 
días consecutivos con una dosis única de 0.1mg de PRL ovina (0.1 mg / 100 µl de 
solución salina 0.9%, SC; Sigma Aldrich, cat. L6520). Una hora después de la última 
administración los animales fueron sacrificados para colectar el tejido del 
hipocampal.  Al grupo control se le administró el mismo volumen de solución salina 
0.9% (100 µl, SC). Se utilizaron cuatro sujetos por condición y se organizaron en los 
siguientes grupos: 

 S: solución salina 0.9% (SC). 
 P0.1: 0.1 mg PRL (SC).      

 
Figura 5. Experimento 1. Ratas OVX administradas subcutáneamente (SC) durante cuatro días con 
prolactina (PRL) o solución salina fisiológica. En el día cuatro una hora después los sujetos fueron 
sacrificados para su posterior análisis.  
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Experimento 2 (Figura 6). Siguiendo el protocolo publicado por Tejadilla et al. 
(2010), ratas ovariectomizadas fueron tratadas diariamente con PRL ovina (0.1 mg/ 
100 µl de solución salina 0.9%, SC) o salina durante 4 días consecutivos. Al tercer 
día de tratamiento las ratas fueron administradas con KA (7.5 mg/ Kg de peso 
corporal, IP, Sigma Aldrich, cat. K0250) o un volumen similar de salina. Los animales 
fueron sacrificados 24 y 48h después de la administración de KA, para el análisis 
de western blot e inmunohistoquímica respectivamente como se explica más 
adelante. Se utilizaron cuatro sujetos por condición y se organizaron en los 
siguientes grupos: 

 S+S: Solución salina (SC) + Solución salina (IP). 
 S+K: Solución salina (SC) + KA (IP). 
 P+S: PRL (SC) + solución salina (IP).  
 P+K: PRL (SC) + KA (IP). 

 
Figura 6. Experimento 2. Ratas OVX administradas subcutáneamente (SC) durante cuatro días con 
prolactina (PRL) o solución salina fisiológica. En el tercer día de tratamiento con PRL se administró 
por vía intraperitoneal (IP) ácido kaínico (KA) o solución salina. Los sujetos fueron sacrificados 24h 
y 48h después de la administración de KA. 

En el caso de los animales que fueron administrados con KA, solo se utilizaron para 
el análisis  aquellos que presentaron una conducta epiléptica de entre 3 y 5 en la 
escala de Zhang (Zhang et al. 1997).    

12.3 Obtención y procesamiento del tejido 

Los sujetos fueron anestesiados con una sobredosis de uretano (1.38 g/Kg de peso 
corporal) y perfundidos con 250 ml de solución salina (0.9%). Los cerebros fueron 
removidos y los dos hemisferios fueron separados con la finalidad de utilizarlos en 
diferentes análisis. El hemisferio derecho fue fijado durante 24h con 
paraformaldehído al 4.0% en buffer de fosfatos (PBS, pH 9.5, 4.0°C) y crioprotegido 
con una solución de sacarosa al 30% en PBS durante 2 o 3 días. Secciones 
coronales de 30 µm de grosor del hipocampo dorsal fueron obtenidas con un 
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microtomo de congelación (Leica 2000R).  Los cortes se colectaron en 4 series en 
una caja estéril para cultivo de 24 pozos a fin de obtener una muestra representativa 
del hipocampo en cada serie. De esta forma cada serie contiene un corte cada 120 
µm. Los cortes se almacenaron en una solución crioprotectora de sacarosa 20% y 
etilenglicol 30% en PBS 0.05 M. El tejido se almaceno a -20°C hasta su 
procesamiento histológico. Cada una de las series fue utilizada para el análisis 
inmunohistoquímico. El hemisferio izquierdo fue procesado para el aislamiento de 
proteínas (ver la sección de western blot para información detallada).        

12.4 Inmunohistoquímica por diaminobencidina (DAB) 

Con la finalidad de determinar el daño existente en el hipocampo dorsal, se procedió 
a hacer inmunohistoquímica para el marcador específico de neuronas NeuN. 
Además, para conocer la respuesta de los astrocitos y la microglía  derivado del 
daño neuronal se utilizaron los marcadores específicos para cada tipo celular GFAP 
e Iba1 respectivamente. 

Secciones en flotación fueron lavadas extensivamente con buffer salino de fosfato 
de potasio (KPBS, 0.02 M) e incubadas durante 10 minutos con H2O2 0.3%. Para 
permeabilizar la membrana celular las secciones se incubaron con tritón X-100 1.0% 
en KPBS durante 30min. Posteriormente las secciones  fueron lavadas con KPBS y 
se procedió a incubar con el anticuerpo primario en una solución de tritón X-100 
0.5% en KPBS durante toda la noche a 4.0°C. Los Anticuerpos primarios utilizados 
fueron: NeuN (1:4000; Millipore, cat. MAB377B), GFAP (1: 3500; Dako, cat. Z0334) 
e Iba1 (1: 3500; Abcam, cat. ab108539). La detección de los anticuerpos primarios 
se realizó a través del uso de anticuerpos biotinilados incubados durante 2h a 
temperatura ambiente en triton X-100 0.5% en KPBS. Los anticuerpos secundarios 
utilizados fueron: goat anti-mouse y goat anti-rabbit (1:1000; Vector Laboratories, 
cat. BA9200 y BA100 respectivamente).  Finalmente para la amplificación y 
detección de la señal se utilizó el sistema avidina-biotina (Vectastain Elite ABC kit, 
cat. NC9313719). El tejido se montó en portaobjetos gelatinados y cubiertos con 
DPX (Merk). 

12.5 Inmunohistoquímica por inmunofluorescencia 

Para determinar el tipo celular en el que se expresan los marcadores IL-4 e IL-10, 
se procedió a hacer una doble inmunotinción contra NeuN, GFAP e Iba1 con ambos 
marcadores inflamatorios.      

El tratamiento utilizado fue el mismo que en inmunohistoquímica por DAB con 
algunas modificaciones. Para exponer los epítopos el tejido fue pretratado con 
Tween 0.05% en buffer de citratos 10 nM (pH. 6.0) durante 20 min a 100°C. Para 
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permeabilizar la membrana así como la incubación de los anticuerpos se utilizó tritón 
X-100 0.25% en KPBS. Las secciones fueron montadas en portaobjetos gelatinados 
y cubiertos con medio de montar para fluorescencia (Vectashield).  

Los anticuerpos primarios fueron: NeuN (1:1000; Millipore, cat. MAB377B), GFAP 
(1: 1000; Abcam, cat. ab10062), Iba1 (1:1000; Abcam, cat. ab5076), IL-4 (1:750; 
Abcam, cat. ab9811), e IL-10 (1:750; Abcam, cat. ab9969). Anticuerpos 
secundarios: goat anti-mouse Cy3 (1:1500; Abcam, cat. ab97035), donkey anti-goat 
Cy3 (1:1000; Jackson Immuno Research, code 705-165-157) y donkey anti-rabbit 
Alexa 488 (1:1200; Jackson Immunoresearch, code 711-546-152).  

12.6 Conteo celular 

Utilizando las secciones de cerebro obtenidas de la inmunohistoquímica por DAB, 
se procedió a tomar fotografías del tejido con microscopio (Zeiss AX10) acoplado a 
una cámara fotográfica (AxioCam ICm1). Con el uso del programa Zen2011, se 
procedió a tomar series de imágenes para su posterior análisis. Las imágenes 
fueron exportadas y analizadas utilizando el programa de código abierto Fiji (NIH).  
La cuantificación se realizó en las áreas CA4, CA3 y CA1 del hipocampo utilizando 
4 secciones de cerebro por cada animal. La extensión rostro-caudal analizada fue 
considerada de 2.45 a 4.20 de Bregma, delimitada de acuerdo al atlas de Swanson 
(1998).  

La cuantificación celular fue realizada manualmente como se describió previamente 
(Tejadilla et al. 2010; Reyes-Mendoza y Morales, 2016). Una región de interés (ROI, 
CA4 y CA3: 920 x 860 pixeles que corresponden a 675 x 630µm y CA1: 1200 x 430 
pixeles equivalentes a 880 x 315 µm) fueron usados para determinar manualmente 
el número de  células o la fracción de área positiva a NeuN, GFAP e Iba1. El número 
de neuronas es expresado como el número de células positivas a NeuN por 
condición respecto al número de células NeuN positivas del grupo S+S en el estrato 
piramidal del hipocampo. En el caso de los astrocitos y la microglía estos fueron 
cuantificados como el número de células GFAP e Iba1 positivas y como el 
porcentaje de pixeles positivos o fracción de área por ROI en cada región del 
hipocampo.     

12.7 Análisis morfométrico de la microglía 

Para el análisis morfométrico de la microglía, se utilizaron secciones de cerebro 
obtenidas por inmunofluorescencia. Células positivas a Iba1 fueron procesadas 
siguiendo el método descrito por Young y Morrison (2018) con algunas 
modificaciones. Microfotografías del área CA4 del hipocampo delimitadas de 2.85 a 
3.90 de Bregma, fueron obtenidas con un microscopio confocal (Zeiss LSM 780). 
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Cada fotografía estuvo compuesta de un stack-Z de 20µm de grosor con una imagen 
cada 2 µm. Las imágenes fueron exportadas y analizadas con el programa Fiji 
utilizando el plug-in “skeleton” desarrollado por Arganda-Carreras et al. (2010). Se 
cuantificaron el número de puntos finales, el número de ramificaciones y la longitud 
total del árbol microglial, los cuales indican el nivel de complejidad de cada célula 
(Figura 7). Se cuantificaron un total de entre 50 y 60 células por condición.  

 
Figura 7. Parámetros evaluados de la microglía. Del lado izquierdo una representación de la 
microglía en formato binario. De esta imagen se obtuvo el esqueleto de la célula para el análisis. a) 
Representación de un punto final b) Representación de una ramificación. La longitud total del árbol 
microglial es la sumatoria de la longitud de todas las ramificaciones. 

12.8 Colocalización de marcadores 

Para determinar la expresión de IL-10 e IL-4 en neuronas, astrocitos y microglía,  se 
obtuvieron imágenes de microscopia confocal del área CA4 del hipocampo del 
grupo S+S, así como el grupo P+S. Se obtuvieron microfotografías compuestas de 
un stack-Z de 10 µm de grosor con una imagen tomada cada 2 µm de los siguientes 
dobles marcajes: IL-4 con NeuN o GFAP o Iba1 e IL-10 con NeuN o GFAP o Iba1. 
Las imágenes fueron tomadas y analizadas con el programa Zen2011.          

12.9 Western blot 

Del hemisferio izquierdo de todos los sujetos experimentales (ver Obtención y 
procesamiento del tejido) se disectó y homogenizó el hipocampo en buffer de lisis 
(HEPES 50 nM, NaCl 150 mM, NP40 1.0%, y glicerol 20%) suplementado con 
inhibidor de proteasas y fosfatasas (Thermo Scientific, cat. 1861284). El Tejido fue 
rápidamente disgregado en frío con la ayuda de una jeringa con un calibre de 22G. 
Posteriormente se centrifugó a 4500 g por 15 min para obtener la mezcla proteica. 
El sobrenadante fue colectado y almacenado a -70°C hasta su uso. Se determinó 
la concentración de proteínas por el método de Bradford (BioRad) utilizando 
albúmina sérica bovina (Sigma-Aldrich, cat. A7888) como estándar. La mezcla 
proteica fue separada por electroforesis en gel de poliacrilamida (8-10%) con 
dodecilsulfato sódico (85V x 20 min y posteriormente 115V por 2 h) y 
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electrotransferida sobre membranas de fluoruro de polivinilideno (20V por 1 h). Para 
la identificación de marcadores blanco, las membranas fueron bloqueadas con 
leche sin grasa al 5.0% en solución salina tamponada con Tris (TBS) durante 2h a 
temperatura ambiente (TA) y posteriormente fueron incubadas toda la noche a TA 
con el anticuerpo primario en leche al 1.0%. Los anticuerpos primarios utilizados 
fueron: iNOS (1:10000; Abcam, cat ab49999), TNFα (1:5000; Abcam, cat ab6671), 
IL-6 (1:5000; Abcam, cat. ab6672), IL-4 (1:5000; Abcam, cat. ab9811),  IL-10 
(1:5000; Abcam, cat. ab9969), p-ERK1/2 (Abcam, cat. ab4370), p-AKT (Abcam, 
ab78403), ERK1/2 (Santa Cruz, cat. sc-514302) y AKT (cell signaling, cat. 9272S). 
Para la identificación, se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a la enzima 
peroxidasa de rábano incubados durante 2 h a TA.  Anticuerpos secundarios: goat 
anti-mouse HRP (1:4000; Invitrogen, cat. G21040) and goat anti-rabbit HRP 
(1:4000; BioRad, cat. 172-1019).  Finalmente, las membranas fueron visualizadas 
incubando con un sustrato con quimioluminiscencia (ECL, GE Healthcare) y 
posteriormente expuestas a placas radiográficas. Para corregir las diferencias en la 
cantidad de proteína cargada por muestra, las membranas fueron incubadas con 
Tween al 0.05% en TBS durante 1h a 60°C y expuestas con el anticuerpo contra la 
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, 1: 10000; Millipore, cat. 
MAB374) siguiendo el método de identificación expuesto previamente. Las placas 
radiográficas fueron escaneadas utilizando un sistema de fotodocumentación (Gel 
DOc EZ Gel Documentation BioRad System) y posteriormente se analizó la 
densidad óptica de la señal correspondiente  utilizando el programa Fiji. Los 
resultados fueron expresados como el contenido de cada proteína normalizado a la 
cantidad de GAPDH como control de carga. 

12.10 Cultivo primario de astrocitos 

Para la obtención de cultivos primarios de astrocitos fueron utilizadas ratas wistar 
de 3 días de edad. Brevemente, las ratas fueron perfundidas con solución salina 
0.9% y se extrajo el cerebro para colocarlo en medio de cultivo (DMEM). Se disectó 
la corteza y el hipocampo para disgregarlo mecánicamente con ayuda de puntas de 
micropipeta de 1000 µl. La suspensión celular fue filtrada con ayuda de una malla 
con un tamaño de poro de 100 µm. El filtrado se centrifugó a 400g por 6 min. El 
precipitado celular fue resuspendido en 8ml de medio de cultivo completo (FBS 10% 
+ antibiótico 1% en medio 199) y colocado en frascos de cultivo de 75 cm2 (NEST 
Biotech Co. Ltd.) precargados con poli-lisina. Las condiciones de cultivo fueron 37°C 
y 5% de CO2. 24h después el medio de cultivo fue cambiado por 10 ml de medio de 
cultivo completo y las células se dejaron crecer durante una semana. En el día 7 de 
cultivo se procedió a la purificación del cultivo. Los frascos de cultivo fueron agitados 
durante 2 h a 200 RPM a 37°C, el medio fue cambiado por medio de cultivo nuevo 



 

20 
 

y se expuso durante tres días con citocina de arabinosa 10nM. Para la extracción 
de los astrocitos se procedió a incubar el cultivo a 37°C durante  15 min   con medio 
de cultivo sin suero más tripsina-EDTA 0.05% en una relación de 6:2. La suspensión 
celular obtenida fue centrifugada a 300g por 3min y resuspendida en medio de 
cultivo completo para colocar en cajas de cultivo de 6 pozos (SPL Life Sciences) a 
una densidad de 1x106 células por pozo.   

Para determinar la vía de señalización que activa la PRL en los astrocitos, se 
procedió a exponer a los astrocitos con PRL 10nM por diferentes tiempos de 
incubación (0, 5, 10, 20, 40, 80 min). Transcurrido ese tiempo se adicionó buffer de 
lisis y se procedió a realizar el western blot como se explicó previamente para 
evaluar la fosforilación de akt y erk 1/2. En relación a la expresión de diferentes 
marcadores inflamatorios, los astrocitos fueron expuestos a un cotratamiento 
durante  6h con PRL 10nM o 50nM y KA 100 µM. Una vez transcurrido el tiempo se 
procedió a la purificación del ARN como se explica más adelante. 

12.11 PCR cuantitativo en tiempo real 

El ARN total de los astrocitos fue extraído usando TRIZOL y purificado en columnas 
con el kit Direct-zol RNA MiniPrep kit with Zymo-Spin™ IIC. La cantidad total de 
RNA aislado fue cuantificada usando un espectrómetro (NanoDrop; Thermo 
Scientific). Un microgramo de ARN total de cada muestra fue utilizado para la 
generación del cADN utilizando la transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen Cat no. 
28025-013), usado hexanucleótidos aleatorios y oligo dT según las instrucciones 
del proveedor. El PCR cuantitativo se realizó utilizando el sistema Maxima SYBR 
Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific) con ayuda de un termociclador 
Stepone (Applied Biosystems) para la detección del amplicon. Se utilizaron las 
siguientes condiciones para para la amplificación: 95°C por 10min seguido de 40 
ciclos de 95°C/ 15 s,  60°C/ 30 s y 72°C/ 30 s. Las muestras fueron comparadas 
usando el valor del Ct. Los resultados del PCR cuantitativo en tiempo real fueron 
presentados como el nivel de expresión de cada gen en relación al valor calculado 
para el gen 18srARN utilizado como control interno. 

Los primers utilizados fueron: 

Gen Secuencia 
iNOS F: 5'-CTTTTAGAGACGCTTCTGAGG-3' 
 R: 5'-GTCCTTTTCCTCTTTCAGGTC-3' 
IL-1b F: 5'-GCAATGGTCGGGACATAGTT-3' 
 R: 5'-AGACCTGACTTGGCAGAGGA-3' 
IL-6 F: 5'-TCTCTCCGCAAGAGACTTCCA-3' 
 R: 5'-ATACTGGTCTGTTGTGGGTGG-3' 
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TNFa F: 5'-ACCACGCTCTTCTGTCTACTG-3' 
 R: 3'-CTTGGTGGTTTGCTACGAC-3' 
18sARN F: 5’-ACCCGTTGAACCCCATTCGTGA -3’ 
 R: 5’-GCCTCACTAAACCATCCAATCGG -3’ 

  

12.12 Análisis estadístico 

Los datos son expresados como la media + el error estándar. Para el análisis 
estadístico se utilizó el programa Sigma Plot 12.0.  Para el experimento 1, se empleó 
la prueba t de student para comparaciones de pares de grupos. En el caso del 
experimento 2, los datos obtenidos de células positivas a NeuN, GFAP e Iba1, así 
como de la expresión de citocinas fueron analizados utilizando  un análisis de 
varianza unifactorial (ANOVA, por sus siglas en inglés) seguido de un análisis post 
hoc con una prueba Tukey. Respecto al análisis morfométrico (número de puntos 
finales, el número de ramificaciones y la longitud total del árbol microglial) de la 
microglía, los datos fueron expresados como la mediana + el valor máximo y 
mínimo. Se utilizó una prueba Kruskal-Wallis para datos no paramétricos seguido 
de una prueba post hoc por el método de Dunnett. Se consideró un valor de p<0.05 
como estadísticamente significativo. 
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13. Resultados 

13.1 El tratamiento con PRL incrementa los niveles de IL-4 e IL-10 en el 

hipocampo en ausencia de daño excitotóxico 

Con la finalidad de determinar si el tratamiento crónico con 0.1mg de PRL en ratas 
tratadas durante 4 días consecutivos con dicha hormona, puede modificar los 
niveles de diferentes marcadores inflamatorios, se procedió a evaluar por western 
blot la  expresión de IL-4 e IL-10 como marcadores antiinflamatorios y de TNFα, la 
iNOS e IL-6 como elementos proinflamatorios. 

En el caso de la IL-4 e IL-10 encontramos un incremento significativo en los niveles 
de ambas citocinas (Figura 8A, B;  p=0.039 y p=0.036 respectivamente). En el caso 
de los marcadores proinflamatorios encontramos que hubo una tendencia a 
incrementar la cantidad de TNFα e IL-6 (Figura 8A, C), sin embargo, este incremento 
no fue significativo (p=0.086 y p=0.162 respectivamente).  Respecto a la iNOS, no 
se encontraron diferencias significativas (p=0.357) entre el grupo control (S) y el 
tratado con PRL (P0.1).        

 
Figura 8. Análisis de la expresión de marcadores inflamatorios en ratas tratadas con PRL durante 4 
días. A) Imágenes representativas obtenidas por western blot para IL-4, IL-10, TNFα, iNOS e IL-6. 
B) Un incremento en la expresión de IL-4 e IL-10 es mostrado en las ratas tratadas con 0.1mg de 
PRL (P0.1) en comparación con el grupo que solo recibió salina (S). C) La expresión de TNFα, iNOS 
e IL-6 no se modificó por el tratamiento con la PRL. Las columnas representan la media + SEM. 
*p<0.05 (n=4).  Abreviaturas: S (salina), P0.1 (0.1mg de PRL). 
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13.2 La PRL disminuye la astrogliosis en el hipocampo de sujetos 

administrados con KA 

Tomando en cuenta que la PRL modificó la expresión de marcadores inflamatorios, 
en específico la IL-4 e IL-10, procedimos a evaluar si el tratamiento con PRL 
disminuye la activación de los astrocitos en el hipocampo cuando el sujeto es 
sometido a un daño excitotóxico con KA.  

En primer lugar se cuantificó el número de neuronas en las áreas CA4, CA3 y CA1 
del hipocampo dorsal, para demostrar que el tratamiento disminuye la pérdida 
neuronal inducida por el KA. Como fue demostrado previamente por Tejadilla et al., 
(2010),  el grupo tratado con PRL (P+K) presentó un mayor número de células NeuN 
positivas (Neuronas) en las áreas CA4 (p=0.018) y CA1 (p<0.001) en comparación 
con el grupo dañado (S+K; Figura 9), lo cual demuestra el efecto neuroprotector de 
la PRL. El número de neuronas fue similar entre los grupos S+S, P+S y P+K.      

 
Figura 9. Cuantificación de células positivas a NeuN in el hipocampo de ratas tratadas con PRL 
(0.1mg) durante cuatro días y sacrificadas 48h después de la administración de KA. En la parte 
superior se muestran micrografías representativas de células positivas a NeuN (Neuronas) del área 
CA4 del hipocampo. Las gráficas muestran el porcentaje de neuronas en las áreas CA4, CA3 y CA1 
respecto al grupo control (S+S). Dentro de cada columna se encuentra el número promedio en cada 
área del hipocampo para cada condición experimental. El tratamiento con PRL (P+K) redujo la 
pérdida neuronal inducida por el KA (S+K) en el área CA4 y CA1. No se encontraron diferencias 
entre los grupos S+K y P+K en el área CA3. Las columnas representan la media + SEM. *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001 (n=4).  Abreviaturas: S+S (salina + salina), S+K (salina + KA),  P+S (PRL + 
salina), P+K (PRL + KA). Barra de escala: 100 µm.    
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Para evaluar si el tratamiento con PRL modifica la astrogliosis desencadenada como 
consecuencia del daño inducido por el KA, se evaluó el número de células positivas 
a GFAP (astrocitos) en las diferentes áreas del hipocampo, así como, la densidad 
total de marca positiva a GFAP. 

Inmunohistoquímica contra GFAP (Figura 5A) revelo un que el KA (S+K) incrementó 
la marca positiva a GFAP, dicho incremento fue disminuido por la PRL (P+K). 
Además se observó que los astrocitos del grupo S+K presentan una mayor cantidad 
de procesos así como en la intensidad de la marca positiva a GFAP (Figura 10A 
insertos) en comparación con el resto de los grupos. Al realizar la cuantificación 
astrocitos se encontró que el grupo P+K presentó una menor cantidad de células 
positivas a GFAP (Figura 10B) en las áreas CA4 (p=0.028) y CA3 (p=0.002) en 
comparación con el grupo que solo recibió el KA (S+K). En CA1 no se encontraron 
diferencias entre los diferentes tratamientos. Por otra parte, el tratamiento con PRL 
(P+K) disminuyo la fracción de área positiva a GFAP en CA4 (p=0.013) y CA3 
(p=0.012) en comparación con el grupo S+K. En contraste al número de astrocitos 
en CA1, el porcentaje de marca positiva a GFAP se vio disminuido en el grupo P+K 
(p=0.013)  respecto al grupo lesionado (S+K).  Lo anterior indica que la PRL 
disminuye la astrogliosis inducida por el KA. 

 
Figura 10. Cuantificación de células positivas a GFAP en el hipocampo de ratas tratadas con PRL 
(0.1mg) durante 4 días y sacrificadas 48h después de la administración de KA. A) Microfotografías 
del área CA4 del hipocampo muestran un incremento en la marca positiva a GFAP en el grupo S+K 
comparado con los grupos S+S, P+S y P+K. En la esquina superior izquierda se muestra una 
amplificación de los astrocitos de cada condición. B) Numero de células positivas a GFAP y C) 
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Fracción de área positiva a GFAP de las áreas CA4, CA3 y CA1 del hipocampo. Un incremento en 
la astrogliosis fue observado en todas las áreas de hipocampo del grupo S+K. El tratamiento con 
PRL (P+K) redujo el número de células positivas a GFAP en CA4 y CA3 y la fracción de área positiva 
en CA4, CA3 y CA1, indicando que el tratamiento reduce la astrogliosis inducida por el KA. Las 
columnas representan la media + SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (n=4).  Abreviaturas: S+S 
(salina + salina), S+K (salina + KA),  P+S (PRL + salina), P+K (PRL + KA). Barra de escala: 100 µm.    

13.3 El tratamiento con PRL disminuyo la microgliosis inducida por el KA 

Considerando que la PRL redujo la astrogliosis y que además regula a la alta la 
expresión de citocinas proinflamatorias como la IL-4 e IL-10, entonces procedimos 
a evaluar la respuesta microglial en presencia o ausencia de PRL, 48h después de 
la inducción del daño con KA (Figura 11A).  

 
Figura 11. Cuantificación de células positivas a Iba1 en el hipocampo de ratas tratadas con PRL 
(0.1mg) durante 4 días y sacrificadas 48h después de la administración de KA. A) Microfotografías 
del área CA4 del hipocampo muestran un incremento en la marca positiva a Iba1 del grupo S+K el 
cual fue reducido por la administración de PRL (P+K). Una disminución en las ramificaciones de la 
microglía es visto en el grupo S+K en comparación con los grupos S+S y P+K. (insertos). B) El 
tratamiento con PRL disminuyó el número de células positivas a Iba1 en CA4 y CA1 en el grupo P+K 
comparado con el grupo S+K. El tratamiento de PRL en condiciones control (P+S) incrementó en 
número de células microgliales en CA4. C) Una reducción en la fracción de área positiva a Iba1 fue 
encontrada en CA4 en el grupo P+K en relación al grupo S+K. Las columnas representan la media 
+ SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (n=4).  Abreviaturas: S+S (salina + salina), S+K (salina + KA),  
P+S (PRL + salina), P+K (PRL + KA). Barra de escala: 100 µm.    

Un claro incremento en la marca positiva al marcador microglial, Iba1, fue inducido 
por la administración de KA (Figura 11). La cuantificación del número de células 
positivas a Iba1 muestra que el grupo S+K presenta un incremento significativo en 
las áreas CA4 (Figura 10B; p<0.001), CA3 (p=0.008) y CA1 (p<0.001). Además, 
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hubo un incremento en la fracción de área positiva las tres áreas hipocampales 
(Figura 11C; CA4, p=0.002; CA3, p=0.005; CA1, p=0.004).  Al tratar a los sujetos 
con PRL (P+K), se encontró una disminución significativa en el número de células 
positivas a Iba1 en el área CA4 (p=0.048) y CA1 (p=0.004), así como también en la 
fracción de área positiva en CA4 (p=0.050) en comparación con el grupo S+K. Es 
de resaltar que el grupo no dañado pero que recibió PRL (P+S) mostró un 
incremento significativo en el número de células positivas a Iba1 en el área CA4 
(p=0.019). Los resultados anteriores indican un claro efecto de la PRL sobre la 
microglía en condiciones normales y de daño.    

Por otra parte, cambios en la morfología de la microglía han sido asociados como 
un indicador de cambios funcionales en la célula (Walker y Lue, 2015). En 
condiciones normales o en reposo la microglía presenta una morfología 
principalmente ramificada. En contraste, cuando hay un daño o estrés al sistema la 
microglía se vuelve activa y adquiere un fenotipo de carácter ameboide con una 
disminución en el número de ramificaciones. Al observar las células microgliales 
(Figura 6A, insertos) encontramos que las ratas que recibieron la administración de 
KA (S+K) y aquellas que fueron tratadas con PRL (P+S y P+K), desarrollaron un 
cambio en el fenotipo celular en comparación con el grupo control (S+S) que 
incluyen un cambio en la forma y el número de ramificaciones o procesos.  Por lo 
anterior, se procedió a realizar un análisis morfométrico más detallado  para 
determinar el estado en que se encuentra la microglía. 

Es de resaltar que en las imágenes de inmunohistoquímica de la microglía (Figura 
11) los grupos S+S, P+S y P+K presentan una mayor cantidad de ramificaciones en 
contraste con el grupo S+K. Además, se evidencia un incremento en el área del 
soma celular. Al realizar la cuantificación de los parámetros morfométricos (Figura 
12), se encontró que en el caso de las células controles tratadas con KA (S+K), 
presentan una disminución en el número de ramificaciones (p<0.05), en la longitud 
total de las ramificaciones (p<0.05) y del número de puntos finales (p<0.05) en 
comparación con el grupo control (S+S). En contraste, el grupo P+K presentó un 
decremento en el número y longitud de las ramificaciones así como en el número 
de puntos finales (p<0.05) en relación con el grupo S+K. Es de resaltar que el grupo 
control tratado con PRL (P+S) tuvo una disminución significativa en el número y la 
longitud de las ramificaciones de la microglía (p<0.05) respecto al grupo S+S, 
indicando que en ausencia de daño la PRL tiene un efecto per se sobre la microglía.  
En resumen, los datos morfométricos sugieren una reducción en la activación 
microglial inducida por el KA debido al tratamiento con PRL.   
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13.4 El tratamiento con PRL redujo los niveles de citocinas proinflamatorias 

inducidas por la administración de KA 

Sabiendo que la PRL disminuyó la gliosis inducida por el daño al hipocampo, 
además del incremento de la IL-4 e IL-10, se procedió a evaluar si el tratamiento 
reduce los niveles de los marcadores inflamatorios TNFα, iNOS e IL-6, en respuesta 
a la administración de KA. 

 

 
Figura 12. Análisis morfométrico de la microglía. Microfotografías de inmunofluorescencia de células 
positivas a Iba1 (Panel izquierdo). Proyección binaria de las imágenes fluorescentes, utilizadas para 
el análisis de los parámetros morfométricos (Panel central).  Del lado derecho los gráficos de cajas 
muestran el número de ramificaciones por célula, la longitud total de las ramificaciones por célula y 
el número de puntos finales por célula.  El tratamiento con PRL (P+K) redujo los cambios 
morfológicos inducidos por el KA (S+K), sin embargo, no a los valores del grupo S+S. La PRL en 
condiciones control (P+S) disminuye el número y la longitud de las ramificaciones respecto al grupo 
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S+S. Las cajas representan la mediana + max/min. *p<0.05  Abreviaturas: S+S (salina + salina), S+K 
(salina + KA),  P+S (PRL + salina), P+K (PRL + KA). Se cuantificaron entre 50 y 60 células por 
condición. Barra de escala: 10 µm.    

La evaluación de los niveles de expresión de las diferentes citocinas medidas por 
western blot 24h después de la inducción del daño con KA, mostraron un incremento 
significativo de TNFα (Figura 13A, C; p=0.036) y la iNOS (p=0.034) en el grupo S+K 
en comparación al S+S. En contraste, las ratas que recibieron la PRL antes de la 
administración de KA (P+K), disminuyeron significativamente los niveles de la iNOS 
(p=0.021). En el caso del resultado en los niveles de TNFα, el tratamiento con PRL 
muestra una tendencia en disminuir el incremento debido a la administración de KA, 
sin embargo, esta disminución no fue estadísticamente significativa (p=0.199). 
Además, el grupo P+K tampoco fue diferente respecto al grupo control (S+S; 
p=0.733). No se encontraron cambios en los niveles de la IL-10 en ninguno de los 
grupos. En el caso de las interleucinas IL-4 e IL-10, el tratamiento con KA (S+K) o 
modificó los niveles de ellas (Figura 13A, B) al comparar con el grupo S+S. En 
contraste, una diferencia significativa es vista en la IL-4 debido al tratamiento con 
PRL (S+K vs P+K, p=0.003). 

 
Figura 13. Análisis de la expresión de marcadores inflamatorios en ratas tratadas con PRL durante 
4 días y sacrificadas 24h después de la administración de KA. A) Imágenes representativas 
obtenidas por western blot para IL-4, IL-10, TNFα, iNOS e IL-6. B) La cuantificación de citocinas 
antiinflamatorias muestra un incremento en la expresión de IL-4 en el grupo tratado con PRL (P+K) 
comparado con el grupo S+K. La IL-10 muestra un incremento en la IL-10 en relación al grupo control 
(S+S vs (P+S). c) El grupo control tratado con KA (S+K) incrementa los niveles de TNFα y la iNOS 
respecto al grupo S+S. El tratamiento con PRL falla en disminuir la expresión de TNFα (S+K vs P+K), 
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sin embargo, los valores de expresión no son diferentes a los del grupo control (S+S vs P+K). El 
tratamiento con PRL disminuye el incremento en los niveles de la iNOS debido al KA (S+K vs P+K) 
a niveles similares al grupo S+S. No se aprecian cambios significativos en la IL-6 en ninguno de los 
grupos.  Las columnas representan la media + SEM. *p<0.05, **p<0.01 (n=4).  Abreviaturas: S+S 
(salina + salina), S+K (salina + KA),  P+S (PRL + salina), P+K (PRL + KA). 

13.5 El tratamiento con PRL incrementó la IL-4 e IL-10 en las neuronas del 

hipocampo  

Considerando que la PRL incrementó los niveles de IL-4 e IL10, evaluamos si tal 
incremento es visto en neuronas, astrocitos y microglía. 

Doble inmunomarcaje de IL-4 e IL-10 con NeuN, GFAP o Iba1 revelaron que existe 
colocalización de NeuN con IL-4 (Figura 14) o IL-10 (Figura 15) en el hipocampo de 
ratas tratadas con PRL. Tal colocalización fue encontrada principalmente en las 
neuronas encontradas en el hilus del giro dentado del hipocampo. Además, es de 
resaltar que la IL-4 se encuentra en la zona subgranular del DG. En el caso de GFAP  
(astrocitos) e Iba1 (microglía), mostraron una baja colocalización con ambas 
citocinas, IL-4 e IL-10.      

13.6 El tratamiento con PRL reduce la expresión de la iNOS e IL-1 en cultivos 

de astrocitos  

Ya que la PRL disminuyó la astrogliosis en el hipocampo, así como la expresión de 
diferentes citocinas y tomando en cuenta que ha sido reportado que esta hormona 
tiene efectos sobre la regulación de diferentes marcadores inflamatorios en 
astrocitos (De Vito et al., 1995), procedimos a evaluar si la PRL tiene regula la 
expresión de la iNOS, TNFα, IL-1β y la IL-6 cuando se hace un cotratamiento con 
KA.  

En primer lugar evaluamos si la PRL tiene efecto sobre los astrocitos. Para ello 
analizamos si la PRL induce la activación de las vías de señalización de ERK1/2 y 
Akt, ambas reportadas como blancos de la PRL en diferentes modelos, mapeando 
a diferentes tiempos de tratamiento. Como resultados iniciales, encontramos que el 
tratamiento con PRL (10 nM) induce una disminución de la fosforilación de ERK1/2 
a los 5 minutos de tratamiento el cual vuelve a incrementar los 80 minutos (Figura 
16A). En relación a la AKT el tratamiento no modificó los niveles de fosforilación de 
esta proteína a lo largo del tiempo medido.       
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Figura 14.  Microfotografías representativas del área CA4 del hipocampo de ratas tratadas con PRL. 
Las imágenes muestran dobles tinciones contra IL-4 y NeuN (neuronas), GFAP (astrocitos) o Iba1 
(microglía). Un incremento en el nivel de IL-4 es visto en neuronas tratadas con PRL (P+S) en 
comparación con el grupo control (S+S). En el caso de neuronas y microglía se presentó un bajo 
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nivel de colocalización entre los marcadores. Abreviaturas: S+S (salina + salina), P+S (PRL + salina). 
Neg: control negativo de la inmunofluorescencia contra la IL-10. Barra de escala: 100 µm       

 
Figura 15.  Microfotografías representativas del área CA4 del hipocampo de ratas tratadas con PRL. 
Las imágenes muestran dobles tinciones contra IL-10 y NeuN (neuronas), GFAP (astrocitos) o Iba1 
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(microglía). Un incremento en el nivel de IL-10 es visto en neuronas tratadas con PRL (P+S) en 
comparación con el grupo control (S+S). En el caso de neuronas y microglía se presentó un bajo 
nivel de colocalización entre los marcadores. Abreviaturas: S+S (salina + salina), P+S (PRL + salina). 
Neg: control negativo de la inmunofluorescencia contra la IL-10. Barra de escala: 100 µm 

Por otra parte, resultados preliminares indican que el KA (100 µM) promueve un 
incremento en la expresión de la iNOS, la IL-1β e IL-6 (Figura 16B). El tratamiento 
con PRL a una concentración de 10 nM promueve una tendencia a reducir la 
expresión de la iNOS y la IL-1β. Al hacer inmunofluorescencia en el cultivo de 
astrocitos notamos que el tratamiento con PRL (10 nM) redujo la marca positiva a 
la iNOS, la cual se vio incrementada en el grupo que solamente recibió el 
tratamiento con KA (Figura 17). Tomando en cuenta estos resultados, se sugiere 
que la PRL tiene un efecto directo sobre los astrocitos reduciendo la expresión de 
la iNOS.  

 
Figura 16. Efecto de la PRL en la expresión de marcadores inflamatorios inducidos por el KA en 
cultivos primarios de astrocitos. A) La PRL disminuye la fosforilación de ERK1/2 a los 5 min de 
tratamiento, retornando a su nivel después de 80 min. No se aprecian modificaciones en la 
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fosforilación de AKT. B) El tratamiento con KA (100 µM) muestra una tendencia a incrementar la 
epresion de la iNOS, la IL-1β e IL-6. El cotratamiento con PRL (10 nM) redujó la expresión de la 
iNOS e IL-1β. Las columnas representan la media + SEM. *p<0.05 (n=3).  Abreviaturas: Abreviaturas: 
K: ácido kaínico, KP10: KA+PRL (10 nM), KP50: KA+PRL (50 nM).    

 
Figura 17.  Microfotografías representativas de cultivos primarios de astrocitos tratados con PRL y 
KA. Las imágenes muestran dobles tinciones contra la iNOS, contrateñidas con DAPI (azul). Un 
incremento en el nivel de la iNOS es visto en astrocitos tratados con KA(100 µM) en comparación 
con el grupo control. Cuando se hace el cotratamiento con PRL a 10 y 50nM se observa una 
disminución en la marca positiva de la iNOS. Abreviaturas: K: ácido kaínico, KP10: KA+PRL (10 nM), 
KP50: KA+PRL (50 nM). Barra de escala: 100 µm 
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14. Discusión de resultados 

El objetivo de este estudio fue determinar si el efecto neuroprotector de la PRL en 
el modelo de excitotoxicidad por KA (Tejadilla et al., 2010; Morales et al., 2014; 
Reyes-Mendoza y Morales, 2016), está asociado con una disminución en la 
activación de la glía  y si tal efecto se ve acompañado en la alteración  de diferentes 
marcadores inflamatorios. Para este propósito, se procedió a evaluar cambios que 
sufren los astrocitos y la microglía en respuesta al daño neuronal, así como la 
modificación en los niveles de expresión de citocinas pro y antinflamatorias. Aquí 
reportamos que el tratamiento con PRL atenúa la gliosis (astro y microgliosis)  
inducida por el KA en las áreas CA4, CA3 y CA1 del hipocampo. Además, un análisis 
de la morfología de la microglía, específicamente en CA4, demostró que la PRL 
redujo la activación de las células en respuesta al daño visto a través de un mayor 
número de ramificaciones y longitud total de las mismas, así como un mayor número 
de puntos finales respecto al grupo de sujetos lesionados. Además, encontramos 
que la PRL incrementa la expresión de las citocinas IL-10 e IL-4 y reduce la 
expresión de la iNOS y TNFα en respuesta al daño neuronal. Finalmente, 
encontramos que la expresión de la IL-10 e IL-4 se da principalmente en células 
neuronales del hipocampo y no en astrocitos y microglía.   

Ya que la PRL ha sido relacionada con acciones en la modulación del sistema 
inmune (Shelly et al., 2012), evaluamos si una tratamiento crónico durante 4 días 
con PRL, podía modificar los niveles de expresión de diferentes citocinas en el 
hipocampo de ratas. El tratamiento incremento los niveles de expresión de las 
citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10 en el hipocampo de ratas. En el SNC, no ha 
sido reportado que la PRL modifique la expresión de ambas citocinas, sin embargo, 
en tejidos periféricos se ha visto que el tratamiento con PRL o estadios en los que 
existan niveles séricos de PRL elevados están asociados con un incremento en la 
expresión de IL-4 e IL-10 (Matalka, 2003; Ochoa-Amaya et al., 2015). En contraste, 
no encontramos modificaciones significativas en los niveles de expresión de TNFα,  
iNOS e IL-6 en el hipocampo. Aunque en tejidos periféricos se ha documentado que 
la PRL incrementa los niveles de estos marcadores inflamatorios (Tripathi y Sodhi, 
2007), aquí no encontramos que el tratamiento modifique a alguno de ellos. Por otra 
parte, en cultivos primarios de astrocitos el tratamiento con PRL incrementa la 
concentración de diferentes citocinas, incluido el TNFα (De Vito et al., 1995). Es 
posible que esta discrepancia en la ausencia de efecto de la PRL se deba en primer 
lugar a una regulación diferencial en la producción de TNFα,  iNOS e IL-6 entre 
tejidos periféricos y el hipocampo, y en relación a la producción de TNFα reportada 
por astrocitos, es importante considerar que se trata de un modelo in vitro. 
Considerando estos resultados y tomando en cuenta el efecto neuroprotector de la 
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PRL (Tejadilla et al., 2010), investigamos como la PRL afecta la respuesta glial en 
el modelo de daño neuronal por KA.  

El KA es un agonista glutamatérgico ampliamente utilizado por su capacidad de 
producir muerte neuronal por excitotoxicidad en regiones específicas del cerebro, 
incluido el hipocampo (Lévesque y Avoli, 2013). Está toxina desencadena diferentes 
eventos deletéreos para el las células neuronales iniciados por un incremento 
descontrolado en la entrada de calcio a las neuronas, resultando en su eventual 
muerte (Zhang y Zhu, 2011; Zhen et al., 2011) y una consecuente alteración 
cognitiva (Maia et al., 2014). Uno de los principales fenómenos vistos después de 
la administración de KA es un incremento en el proceso neuroinflamatorio, 
particularmente un incremento en la astro y microgliosis (Jorgensen et al., 1993). 

La astrogliosis como consecuencia de un evento de excitotoxicidad puede tener un 
efecto dual. Por una parte, puede estar involucrado en la neuroprotección del 
sistema ya que participa en procesos como el mantenimiento del balance iónico, el 
aclaramiento y metabolismo del glutamato, la producción de factores neurotróficos 
(Li et al., 2008; Becerra-Calixto y Carona-Gomez, 2007), entre otros. Al mismo 
tiempo, también se ha asociado con un incremento en la neurodegeneración debido 
a la producción de factores citotóxicos como especies reactivas de oxígenos (ERO), 
citocinas proinflamatorias (Zhang y Zhu, 2011) y aminoácidos excitatorios (Harada 
et al., 2016), que pueden incrementar el proceso de muerte neuronal. Por lo tanto, 
la inhibición de la astrogliosis ha demostrado reducir la pérdida neuronal en 
diferentes modelos de daño, incluido la neurodegeneración por KA (Ganesh y 
Chintala, 2011; Livne-Bar, et al., 2016). Diferentes estudios, incluido el presente 
trabajo, han reportado acciones tróficas de la PRL sobre los astrocitos, por ejemplo, 
la PRL incrementa la proliferación de astrocitos (Möderscheim et al., 2007) y los 
niveles de interleucina-1α (IL-1α), del factor de crecimiento transformante-α (TGFα) 
y de TNFα (De Vito et al., 1995) en estudios in vivo. Además, la PRL incrementa la 
expresión de GFAP in el hipotálamo en un modelo de daño neuronal por estrés 
mecánico (De Vito et al., 1995) y regula a la alta la expresión del receptor a PRL 
(RPRL) en astrocitos después de un proceso de isquemia (Möderscheim et al., 
2007). En suma, estos antecedentes sugieren que la PRL puede modular la 
respuesta y acción de los astrocitos en condiciones normales y de daño.   

En el presente estudio, demostramos que el pre-tratamiento con PRL disminuyo el 
incremento en el número de astrocitos, así como en la densidad de marca positiva 
al marcador GFAP en el hipocampo inducida por la administración del KA.  Esto 
estuvo acompañado de una disminución en la pérdida neuronal en el las áreas CA4, 
CA3 y CA1 como se había demostrado previamente cuando el tratamiento de 



 

36 
 

administra después de la inducción del daño (Reyes-Mendoza y Morales, 2016). 
Está decremento en la proliferación de los astrocitos se ha visto en otros modelos 
de daño, por ejemplo, la PRL disminuye la proliferación de astrocitos hipocampales 
en sujetos sometidos a estrés crónico (Torner et al. 2009)  y reduce la expresión de 
GFAP en la retina de ratones sometidos a daño por exposición continua a la luz 
(Arnold et al., 2014).  El mecanismo fino del cómo es que la PRL atenúa o disminuye 
la respuesta de los astrocitos requiere de un mayor análisis.   

Además del incremento en la astrogliosis, el daño neuronal genera la activación de 
las células inmunes del SNC, la microglía. En el proceso de daño, la microglía se 
activa con la finalidad de mantener la integridad del tejido al liberar factores tróficos, 
participando en al aclaramiento de detritos celulares (Bachiller et al., 2018; Akaki et 
al., 2019), entre otras funciones. En el caso de este proyecto, se ha reportado que 
la administración de KA produce un incremento en la microglía reactiva y en la 
microgliosis (Akiyama et al., 1994; Sabilallah et al., 2016). Al igual que los astrocitos, 
la microglía puede incrementar la pérdida neuronal al liberar moléculas citotóxicas 
(Lull y Block, 2010). Por ejemplo, el KA promueve la liberación de diversas citocinas 
como la IL-1β (Zheng et al., 2010) y TNFα. Ambas citocinas han mostrado 
incrementar la excitabilidad neuronal y promover la apoptosis de las neuronas 
hipocampales.  En consecuencia, ha sido propuesto que la inhibición de la 
activación microglial reduce la muerte neuronal (Cho et al., 2008; Hong et al., 2010).  

En el caso de la relación entre PRL y microglía, se ha visto que la PRL promueve la 
liberación de factores pro-inflamatorios como IL-3, IL-6, TNFα, IL-1β y NO, además 
incrementa la actividad fagocítica de la microglía contra toxoplasma godii in vitro 
(Benedetto et al., 2001).  También, Moderscheim et al. (2007) reportó 
inmunoreactividad para PRL in microglía in vivo, sugiriendo que este tipo celular es 
un una fuente de esta hormona en el SNC, sin embargo, no se descarta posibles 
efectos de la PRL sobre la microglía. Aquí, encontramos que el tratamiento con PRL 
redujo la microgliosis inducida por el KA, visto como una reducción en el número de 
células positivas a Iba1, así como en el área positiva a Iba1. Dicho efecto fue 
particularmente evidente en el área CA4 del hipocampo en relación a CA3 y CA1. 
Además, el análisis morfométrico de la microglía mostró que la PRL redujo la 
activación microglial inducida por el KA, ya que el número de puntos finales por 
célula fue similar al grupo control (S+S) y el número y la longitud total de las 
ramificaciones por célula fueron significativamente mayores al grupo S+K.  Estos 
resultados coinciden con un trabajo reciente en el cual se muestra que la PRL 
reduce la expresión del marcador microglial CD11b, el cual se expresa durante el 
proceso de activación microglial. Además, disminuye el número de células positivas 
a CD11b (Cabrera-Reyes et al., 2019). Por lo tanto, el presente trabajo indica que 
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la PRL disminuye la activación microglial causado por la lesión, lo cual se relaciona 
con la neuroprotección de esta hormona en el hipocampo. Al igual que con los 
astrocitos, son necesarios más experimentos para elucidar el mecanismo celular 
involucrado en esta acción de la PRL.    

Por otra parte, nuestros resultados muestran que la PRL reduce la expresión de la 
iNOS y restringe el incremento en TNFα causado por el KA, considerando que no 
hubo diferencias significativas respecto al grupo control (S+S). Además, la PRL por 
si misma elevó el nivel de IL-10 e IL-4 en el hipocampo. Se ha reportado que la IL-
4 e IL-10 disminuyen la expresión de diferentes marcadores inflamatorios como 
TNFα, iNOS, entre otros (Fenn et al., 2012; Laffer et al., 2019) en diferentes modelos 
de daño, reduciendo así la neurodegeneración. Es conocido que los astrocitos y la 
microglía liberan ambas citocinas en diferentes condiciones experimentales (He et 
al., 2017). Por lo tanto, analizamos cuál es la posible fuente de IL-10 e IL-4 al hacer 
dobles marcajes con neuronas, astrocitos y microglía. Encontramos que en caso del 
área CA4 del hipocampo, ambas interleucinas colocalizan principalmente con 
neuronas a diferencia de las células gliales. En la literatura encontramos pocos 
trabajos evidenciando la expresión  de IL-10 o IL-4 en neuronas, sin embargo, hay 
reportes  mostrado células doble positivas  IL-10 / NeuN (Kaizaki y Watanabe, 2017; 
Wu et al., 2017)  e IL-4 / NeuN (Zhao et al., 2015), lo cual está relacionado con 
disminución de la generación en un fenómeno de isquemia. Así, hipotetizamos que 
el incremento en los niveles de IL-10 e IL-4 en neuronas hipocampales debido al 
tratamiento con PRL están involucrados en la reducción de la inflamación y el 
resultante decremento en la neurodegeneración.   

En relación al efecto de la PRL sobre sobre los astrocitos se sabe que estas células 
expresan el RPRL (Moderscheim et al., 2007). Además, se ha reportado que la PRL 
induce la proliferación de los astrocitos a través de la activación de la vía Jak/Stat 
(Mangoura et al., 2000). Resultados preliminares encontrados en estre tabajo 
mostralon que la PRL disminuye la fosforilación de ERK1/2 a los 5min de tratamiento 
y se mantiene hasta los 80min. Estudios en el ovario y la decidua indican que la 
PRL dismiuye la forsforilación de ERK a través de un mecanismo mediado por la 
fosfatasa DUPD1, la cual interacciona con el receptor corto de la PRL (Devi et al., 
2011), por lo que es posible que en astrocitos la PRL tenga un mecanismo similar. 
Cuando se expuso a los astrocitos con KA se aprecia un incremento en la expresión 
de la iNOS e IL-1β, visto por PCR o por inmunofluorescencia. Se ha reportado que 
el KA incrementa la expresión de citocinas in vivo (Zhang et al., 2011), sin embargo, 
reportes acerca de la relación del KA en cultivos de astrocitos es escasa. Un posible 
mecanismo involucra un incremento en la fosforilación de ERK1/2 (Mao et al., 2004; 
López-Colomé y Ortega, 1997), lo cual ha sido asociado a un incremento en la 
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expresión de citocinas proinflmatorias en otros modelos (Bhat  et al., 1998). Cuando 
se hizo el cotratamiento con PRL se aprecia una disminución en la expresión de la 
iNOS e IL-1β. Esto puede ser consecuencia de una disminución en la fosforación 
de ERK lo cual puede reducir la expresión se ambos marcadores como se ha visto 
en el modelo de la administración de LPS  (Bhat  et al., 1998), sin embargo, es 
necesario realizar mas experimentos para confirmar esta hipótesis.                  

Finalmente, es importante tomar en cuenta que en adición a la reducción de la astro- 
y microgliosis, es posible que otros mecanismos estén involucrados en el efecto 
neuroprotector de la PRL, incluyendo una disminución en el estrés oxidativo, en la 
modulación de la homeostasis del calcio, reducción de la apoptosis neuronal, entre 
otros. Se ha reportado que la PRL incrementa la expresión de enzimas antioxidantes 
como la superóxido dismutasa en tejidos periféricos (Bolzán et al., 1995), además 
disminuye el daño neuronal inducido por el peróxido de hidrogeno en la retina al 
disminuir los niveles de ROS e incrementar la concentración de glutatión reducido y 
la expresión de la enzima antioxidante, catalasa (Meléndez et al., 2016; Thébault, 
2017). En relación a la homeostasis del calcio y acciones antiapoptóticas, estudios 
in vitro muestran que la PRL disminuye la muerte de neuronas hipocampales al 
disminuir la sobrecarga de calcio intracelular inducido por el glutamato. Además 
incrementa la expresión de la proteína antiapoptótica bcl-2, reduciendo la  relación 
bax / bcl-2. Este mecanismo es mediado posiblemente por Nfkβ (Rivero-Segura et 
al., 2017). También, la PRL incrementa la expresión de las proteínas antiapoptóticas 
bcl-2 y bcl-x en células linfoides y de tejido mamario (Leff et al., 1996: Ploszaj et al., 
1998), de tal suerte que es posible que una disminución en la apoptosis neuronal 
mediada por PRL, esté involucrada en la neuroprotección del hipocampo.   
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15. Conclusión 

Los resultados del presente estudio demuestran que el tratamiento con la hormona 
PRL reduce la astrogliosis en respuesta a la administración de KA. Al mismo tiempo, 
evita la activación microglial y la microgliosis inducida por la lesión. Este resultado 
fue acompañado por una reducción de los marcadores proinflamatorios TNFα e 
iNOS y un incremento en los marcadores antiinflamatorios IL-4 e IL-10 en el 
hipocampo.  

Con base en estos resultados, sugerimos que este efecto es mediado por un 
incremento en la expresión de IL-4 e IL-10 en las neuronas del hipocampo, las 
cuales pueden inhibir la inducción de marcadores proinflamatorios y el incremento 
en la gliosis, resultando como consecuencia en una disminución dela degeneración 
inducida por el KA. Sin embargo, son necesarios estudios más específicos célula-
célula para determinar con exactitud el mecanismo molecular exacto por el cual la 
PRL modula a las células gliales en respuesta al daño.   
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17. Anexo I (Ovariectomía) 

Objetivo: Remover los ovarios de la rata (castración).  

Materiales y Método.  

 Ratas hembra de la cepa Wistar de entre 180-200g.  

 Material de cirugía (Pinzas de disección, tijeras finas, hilo y aguja para 
suturar, grapas para sutura).  

 Solución de Ketamina + Xilacina (70mg + 6mg / ml, Cheminova de México).  

 Material para sanitización (alcohol 96%, cloruro de benzalconio, algodón, 
toallas de papel).  

Procedimiento.  

Después de anestesiar al animal con 0.25 ml de la solución de Ketamina-Xilacina 
(IP), se procedió a rasurar y desinfectar el lado izquierdo-dorsal del animal por 
debajo de las costillas. Posteriormente se realizó una incisión de aproximadamente 
1.0 cm cortando primero la piel y posteriormente el músculo para así tener acceso 
a una de las gónadas. Con ayuda de unas pinzas de disección se extrae el ovario 
dejando expuesto aproximadamente 1.0 cm de la trompa de Falopio y la arteria 
útero-ovárica, las cuales serán ligadas con un hilo de sutura por debajo del ovario 
para evitar una hemorragia una vez que éste sea seccionado. Finalmente la trompa 
de Falopio es reintroducida a la cavidad del animal y se procede a suturar con hilo 
el músculo con el fin de evitar herniado de algún órgano y posteriormente la piel con 
ayuda de 2 grapas para sutura. El mismo procedimiento es llevado a cabo del lado 
contrario del animal para extraer el segundo ovario. El animal es limpiado en la zona 
expuesta a cirugía con cloruro de benzalconio y posteriormente es colocado en su 
caja para monitorear su completa recuperación en los días siguientes. 
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