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Resumen

El ciclo reproductivo de las ratas hembra conocido como ciclo estral se caracteriza
por presentar 4 fases: proestro, estro, metaestro y diestro; estas etapas presentan
diferentes niveles de hormonas que provocan cambios emocionales y conductuales.
Ademas de las hormonas, los estimulos ambientales y las experiencias como el
aprendizaje motor, sensorial y cognitivo, tienen un impacto en la morfologia de las
neuronas piramidales de hipocampo y de cortezas sensoriales, efecto que se refleja con
cambios en la densidad de espinas dendriticas principalmente. Sin embargo, regiones
diferentes a esas y que se encuentran relacionadas con el control motor han sido poco
estudiadas, por lo que en el presente trabajo se analizé la morfologia de neuronas de
corteza motora primaria a lo largo del ciclo estral. Se utilizaron ratas hembra de la cepa
Long Evans adultas con un peso de 210-300 gramos asignadas a un grupo experimental
(n=8) de acuerdo con la etapa del ciclo estral (proestro, estro, metaestro y diestro) en la
gue se encontraban durante la prueba de actividad locomotora en campo abierto, y un
grupo de ratas no sometidas al monitoreo del ciclo estral (grupo intacto) para la
conformaciéon de un primer lote con 5 grupos experimentales. Ademas, en un segundo
lote de los mismos 5 grupos experimentales, se analizo la morfologia neuronal de corteza
motora primaria por medio de tincién Golgi-Cox y analisis de Sholl. Nuestros resultados
muestran que al evaluar la actividad locomotora no se observaron diferencias en la
distancia recorrida por las ratas en relacion con las etapas del ciclo estral. Asi mismo no
se encontraron diferencias significativas con respecto de la longitud dendritica de las
neuronas, en ninguno de los arboles dendriticos al comparar entre ninguna etapas del
ciclo estral ni respecto del grupo intacto; sin embargo los resultados del andlisis de
densidad de espinas dendriticas, muestran que los arboles apicales de las neuronas de
ratas que se encontraban en la etapa de metaestro fue mayor en comparacion al grupo
intacto (p=0.0428). Estos resultados, sugieren la necesidad de realizar mas estudios para
determinar si existe una influencia real del factor hormonal en la remodelacion dendritica
y de otros factores, tales como los relacionados con la manipulacion durante la toma de
muestras vaginales para la determinacion de la etapa del ciclo estral, las condiciones de
crianza en el bioterio o factores ambientales, estan relacionados con los cambios en la

densidad de espinas dendriticas observados en la etapa de metaestro.



1. Introduccion

El control motor es posible debido a la interaccién de subsistemas tales como los
ganglios basales, el cerebelo, los circuitos de la médula espinal y los sistemas
descendentes que incluyen a las neuronas motoras superiores a cargo de la corteza

motora y los nucleos del tronco del encéfalo (Purves et al., 2007).

1.1 Corteza motora primaria

La corteza motora, responsable de la planificacion, iniciacién y direccion de los
movimientos voluntarios, incluye especificamente a la corteza motora primaria, a la
corteza motora lateral, a la corteza motora suplementaria y a la corteza premotora. La
corteza motora se encuentra principalmente integrada por el area motora primaria y las
areas motoras secundarias o programadoras, que se encuentran conectadas entre si por
medio de fibras de asociacién y que reciben aferencias de los nucleos basales y del
cerebelo por medio del tAlamo (Garcia-Porrero et al., 2015; Purves et al., 2007).

Las areas corticales se identifican por su susceptibilidad a la estimulacion eléctrica,
cuya respuesta con respecto a la intensidad y amplitud a esta estimulacién puede
provocar movimientos dependientes de las mismas. En especifico, el area motora
primaria, es activada a una baja intensidad de estimulacién, sin embargo esta es de vital
importancia para la planeacion, activacion y ejecucion muscular contralateral del cuerpo.
En contraste, las areas motoras secundarias o programadoras son capaces de activarse
por estimulacion eléctricas mas intensas, enfocadas principalmente para la planificacion
de un movimiento especifico considerando la fuerza, el orden, la direccién y la distancia,

entre otros elementos (Garcia-Porrero et al., 2015).

La corteza motora primaria se encuentra ubicada en el area 4 de Brodmann, anterior
al surco central y ocupa los dos tercios posteriores del giro frontal ascendente (Figura 1);
a suvez, es laresponsable de la movilidad contralateral del cuerpo, es decir que se ocupa
de la estimulacién de zonas que provocan una contraccién de musculos del lado opuesto
al hemisferio que se estimule (Puelles et al., 2008; Garcia-Porrero et al., 2015; Trans
Cranial Technologies LTD, 2012).
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Figura 1. Areas funcionales de la corteza cerebral en humano relacionadas con el control del
movimiento (Imagen tomada y modificada de Silverthorn, 2008)

La corteza motora primaria participa principalmente en funciones motoras del cuerpo,
aunque también se ve involucrada en funciones somatosensoriales, en codificaciones
verbales de procesos no semanticos, toma de decisiones accion-atencion, memoria
motora y puntos de referencia en la visiéon; de acuerdo a esto la corteza motora primaria
se encuentra conectada reciprocamente con otras regiones de la corteza cerebral asi
como de la médula espinal o de los nacleos motores del tronco del encéfalo (Picard &
Strick, 1996; Trans Cranial Technologies LTD., 2012).

La corteza motora primaria posee una organizacion cortical similar en los mamiferos
(Figura 2); especificamente en ratas, el desarrollo de la misma desde el nacimiento es
conforme al patrén de las conexiones corticales ya programadas (Whitlock, 2017; Serradi
et al., 2017).
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Figura 2. Mapa cortical de la corteza parietal de diferentes especies vista lateral, corteza motora

primaria resaltada (Imagen tomada y modificada de Whitlock, 2017).

1.2 Organizacion neuronal en la corteza motora primaria

La corteza motora primaria como se menciond anteriormente se encarga de la
asociaciéon de informacion y de la codificacion del movimiento tanto de forma
independiente como de su interaccién con el aprendizaje motor, lo que es posible a partir
de la tasa de disparo y de la diferencia de dependencia de un estimulo de neuronas

propias de dicha corteza (Martin-Vazquez et al., 2018).

El prototipo de la isocorteza heterotipica de la corteza motora primaria es agranular,
cuya citoarquitectura dividida en laminas corticales forma las siguientes capas (Figura 3):
La capa | molecular, conformada por interneuronas y en su mayoria por axones y
dendritas de neuronas de otras capas, la capa Il granular externa y IV granular interna,
se encuentran poco desarrolladas y son practicamente inexistentes a pesar que estas
capas reciben conexiones taldmicas desde el nucleo ventral lateral; la capa Il piramidal
externa, cuya composicion es principalmente de células piramidales tipicas que van
aumentando de tamafio y cuyos axones se proyectan hacia areas corticales de fibras de
asociacion y proyeccion; la capa V piramidal interna, cuyas neuronas son principalmente
células gigantes o de Betz cuyas proyecciones se dirigen hacia areas subcorticales como
el tallo cerebral, la médula espinal y el nucleo estriado, y cuyos gruesos axones

contribuyen a formar aproximadamente el 5% de la via piramidal que descarga rafagas
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de potenciales de accion que coinciden con los movimientos, en especial los de tipo
flexor. Por ultimo, la capa VI formada son neuronas que proyectan al talamo (Shepherd,
2003; Braak & Braak, 1976; Puelles et al., 2008; Garcia-Porrero et al., 2015).

A - B
il I5 o I Molecular “‘""’M_ I

II Granular Externa yxT FORNE

II Piramidal Externa

IV Granular Interna

i/ m

VI Polimorfa

VI

1 mm 0.2 mm

Figura 3. Organizacién laminar de la corteza motora primaria en humano (A) y rata (B), se
distingue el minimo tamafio de las capas Il y IV y el aumento de la capa V y VI (Imagenes tomadas
y modificadas de Garey, 2006; Saiki et al., 2014).

Las neuronas de Betz de la capa V de la corteza motora primaria son células
piramidales que poseen un soma en forma triangular con un didmetro que va desde 10
um hasta mas de 50 um y que ademas presentan un axén principal que surge de dicho

soma y cuenta con dendritas basales y apicales esparcidas que se proyectan del soma.

La corteza motora primaria es la Unica corteza que contiene estas células que son
mas grandes que el promedio de las células piramidales ya que pueden llegar a medir
hasta 100 um de largo (Figura 4; Antinez, 1979); estas neuronas especificamente,
fungen como las neuronas motoras superiores de la corteza motora primara en el tracto
corticoespinal lo que les otorga una mayor relevancia para la planeacién y ejecuciéon del
movimiento, ademas de que estas neuronas se han visto ampliamente relacionadas en
patologias neurodegenerativas con atrofias musculares como la esclerosis lateral

amiotrdéfica y la enfermedad de Parkinson (Purves et al., 2007; Rivara, et al., 2003).
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Figura 4. Citoarquitectura de corteza motora primaria en contraste con otras cortezas, se
distingue principalmente la composicion de la corteza motora primaria por neuronas gigantes de
Betz (Imagen tomada y modificada de Ramoén et al., s.f.).

Estas neuronas suelen estar recubiertas por pequefias prominencias llamadas
espinas dendriticas (Figura 5) las cuales aumentan la superficie de contacto sinaptico;
estas se encuentran conformadas por un engrosamiento esférico que vade 1 um a 3 um
de didmetro que se une por un pediculo a la dendrita, ademas posee una “cabeza” que
es la encargada de recibir las terminaciones axonales para que se establezcan los
contactos sinapticos. Se ha encontrado que en roedores las dendritas apicales y basales
de las neuronas piramidales de las capas Ill, IV y V de corteza representan las principales
células diana para la comunicacion con fibras talamo-corticales, las cuales son
consideradas como capaces de procesar y analizar diferentes aferencias corticales, en

especifico para contactos sinapticos excitatorios (Valverde, 2002).

Figura 5. Espinas dendriticas basales de neuronas piramidales de capa V de la corteza motora
primaria de rata tefiidas con amarillo Luciferasa, la barra de escala es de 5 um (Imagen tomada
de Ueno et al., 2017).
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1.3 Vias motoras
Las principales vias del movimiento voluntario se dividen por el nivel de las

estructuras involucradas y el tipo de movimiento:
Via piramidal: A cargo de la corteza y responsable de movimientos voluntarios.

Via extrapiramidal: Relacionada con el cerebelo, nucleos basales y tronco del
encéfalo responsable de movimientos automéaticos y asociados con la postura y el tono

muscular.

Cabe recalcar como se mencioné anteriormente, que estas vias en su mayoria tienen
su origen en la corteza motora primaria (Garcia-Porrero et al., 2015; Cuadrado et al.,
2001).

1.4 Via piramidal o corticoespinal

Esta via esta conformada por el tracto corticoespinal y el tracto corticonuclear o
corticobulbar que contactan con la medula espinal. El primero relacionado con la
musculatura del tronco y de las extremidades; el segundo relacionado con la musculatura
mimica, musculos masticadores, lingual y faringe, respectivamente (Garcia-Porrero et al.,
2015, Afifi et al., 2006).

Esta via inicia a partir de las neuronas de Betz en la capa V de la corteza motora
primaria, en el area premotora, en la corteza motora suplementaria y en la corteza
somatoestésica. Las fibras nerviosas descienden en la capsula interna para reunirse en
la superficie ventral del mesencéfalo, en el interior de la parte media del pedunculo
cerebral del tronco cerebeloso donde en la base del puente de Varolio se fragmentaran
para continuar en varios fasciculos por el bulbo raquideo, donde nuevamente se
reagruparan formando una piramide y descenderan por una parte para la formacién del
tracto corticoespinal lateral con aproximadamente un 80% de las fibras que cruzan la
linea media descendiendo a los niveles inferiores de la médula espinal. Los axones
colaterales que llegan hasta la sustancia gris medular haran sinapsis, por medio de
interneuronas, en motoneuronas alfa y gamma de la parte lateral del asta anterior de la
médula espinal pertenecientes a musculos distales de las extremidades. Por otra parte,

la formacion del tracto corticoespinal ventral, que contiene el 20% restante de las fibras,
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se caracteriza por cruzar y descender hasta la medula espinal a través de la comisura
blanca anterior, penetrara a la sustancia gris contralateral para hacer sinapsis de manera
directa en motoneuronas alfa y gamma de la parte medial del asta anterior para inervar
la musculatura axial del tronco y musculos proximales de las extremidades (Figura 6; Afifi
et al., 2006, Garcia-Porrero et al., 2015; Purves et al., 2007, Puelles et al., 2008).

Nucleo caudado
—9

Talamo ’

>

Nucleo motor

del trigémino ’

Ntcleo motor

del facial

Nucleo s
' -

del hipogloso
Tracto corticoespinal ‘4‘

Nucleo lenticular

Sustancia negra

Oliva inferior

Fasciculo gracil
Fasciculo cuneiforme

Tracto espinal del V par

Nucleo ambiguo
Tracto

espinocerebeloso
dorsal

[ N

Tracto

ateral espinocerebeloso
ventral
- i0 Tracto
usacion : 3"
L~ De;-.oior; espinotalamico

N6/

Tracto corticoespinal medial

Figura 6. Via piramidal, visién en seccion transversal del bulbo raquideo en la decusacion
motora, tracto corticoespinal (Imagen tomada de Garcia-Porrero et. al., 2015).
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En los roedores, el circuito corticoespinal difiere de los primates en que entre el 80%

y 85% de los axones del tracto corticoespinal cruzan la linea media y decusan por el tracto

dorsal corticoespinal que se encuentra en la parte ventral de la médula espinal (Figura 7;
Vogelaar & Estrada, 2016; Welniarz et al., 2015; Canty & Murphy, 2008).

CxPP

\CXVM Cerebelo
Corteza ) |

ay—

Talamo :
> GB RML(NC y
_1 NPP)

Tallo Cerebral

Red Espinal
Locomotora

Entrada

Salida Motora (
—/_ Motora
S

Ny o

Musculo

Figura 7. Via corticoespinal en roedores. Corteza Motora (CxM), Ganglios Basales (GB), Corteza
posterior parietal (CxPP), Corteza visual motora (CxVM), Nuacleo del Tallo Cerebral (NTC),
Formacion Reticular (FR), Region mesencefalica locomotora (RML), Nicleo Cuneiforme (NC),
Nucleo Pedunculopontino (NPP) (Imagen tomada y modificada de Kiehn, 2016).

Ademas, en los roedores, especificamente en la rata, se ha visto que el desarrollo
de los mapas motores ocurre a lo largo del crecimiento del individuo, desde la
regionalizacion en el cerebro de dichas areas hasta la formacién de conexiones conforme
a sus respectivas representaciones somatotépicas de la via corticoespinal; esta via
permanece a lo largo del crecimiento (Figura 8A). Cabe mencionar que el patron de las
proyecciones motoras corticoespinales de roedores se caracteriza por la presencia de
axones corticoespinales que proyectan dentro del area ventral contralateral de la columna

y terminan en circuitos premotores (Figura 8B; Serradj et al., 2017).
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Figura 8. A. Desarrollo del circuito corticoespinal y mapa somatotépico de la rata a partir de 1
semana de edad hasta la madurez. B. Proyecciones corticoespinales del roedor en un corte
transversal y la decusacion en la via piramidal a nivel de corteza cerebral (Imagen tomada de
Serradj et al., 2017).

Cabe mencionar que el desarrollo a nivel cortical asi como el control motor en su
mayoria se encuentran ligados a procesos hormonales para modular y producir

respuestas y conductas en los individuos ante diversos estimulos (Lopez et al., 2011).

1.5 Endocrinologiareproductiva

Los diferentes cambios en el organismo a lo largo de la pubertad que permiten
alcanzar un desarrollo viable para la reproduccion; son procesos de importancia biol6gica
y ecoldgica para las especies. En este periodo, la activacion de glandulas endécrinas y
el aumento en la sintesis y liberacion de hormonas promueve el incremento en la
actividad del eje hipotalamo-hipofisis, ovario y Utero en conjunto con el sistema nervioso
donde los estimulos por parte del sistema nervioso llegan al hipotalamo para la secrecion
de factores de liberacién que llegaran a la adenohipdfisis para la liberacion de hormonas
gonadotropicas que a su vez, producen esteroides sexuales en la gonada para la
maduracion de los caracteres sexuales y de los gametos (Rosell, 2004; Jara, 2001,
Purves et al., 2007).
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El eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, se rige por la liberacion de la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH), la cual secreta a nivel de la adenohipdfisis a la hormona
foliculoestimulante (FSH) encargada del crecimiento de los foliculos ovaricos y la
produccién de estrogenos. La hormona luteinizante (LH) se encarga de la ovulacion, de
la formacién del cuerpo luteo y de la sintesis de estrogenos y progesterona; estas
hormonas se liberan al torrente sanguineo donde alcanzan sus 6rganos blanco (génadas)
por medio de receptores de membrana. El cuerpo luteo ademas de la produccion de
estrogenos y de progesterona produce inhibina que establece una retroalimentacion
negativa con la adenohipofisis y el hipotalamo, lo que inhibe la produccion de FSHy LH
(Figura 9; Jara, 2001; Gémez & Paniagua, 2002; Hoffman et al., 2009; Pacheco, 2010).
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Figura 9. Eje hipotalamico adenohipofisiario ovarico de rata. GhnRH: Hormona liberadora de
gonadotropina, LH: Hormona luteinizante, FSH: Hormona foliculoestimulante. La liberacion de
GnRH promueve la segregacion de FSH y LH para la estimulacién de secrecién de los esteroides
del ovario (Imagen tomada y modificada de Tapia & Anaya, 2016).
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1.6 Ciclo estral
El periodo reproductivo en ratas hembras en promedio inicia entre los 60-70 dias de

edad con una duracion de 4 a 5 dias, es llamado ciclo estral; este se rige por medio de
las hormonas hipofisarias y ovaricas como el estradiol, la progesterona, la prolactina, la
hormona luteinizante y la hormona foliculo estimulante, que tienen diferentes niveles de

liberacion lo largo del ciclo estral (Figura 10; Goldman et al., 2007; Westwood, 2008;

Hamid & Zakaria, 2013).
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Figura 10. Fluctuaciones de las hormonas progesterona, luteinizante y estradiol a lo largo de las
diferentes etapas del ciclo estral de una duracién en promedio de 4 a 5 dias (Imagen tomada de

Goldman et al., 2007).

El ciclo estral se caracteriza por la presencia de cuatro fases que dependen de la
progresion del estado de la mucosa vaginal del Utero, de los ovarios, de las fluctuaciones
hormonales, asi como de factores ambientales como la temperatura, ciclo luz-oscuridad
y moléculas odoriferas; dichas fases fueron categorizadas por Heape, (1900), y
nombradas como: proestro, estro, metaestro (diestro 1) y diestro (diestro 2)
principalmente por la cantidad y tipo de células vaginales (células nucleadas, células
cornificadas y leucocitos) que se presentan a lo largo de cada etapa (Figura 11;
Sepulveda et al; 2012; Hamid & Zakaria 2013; Westwood, 2008).
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Proestro. Dura aproximadamente 12 a 14 horas; comienza con la luteolisis del ciclo
anterior y con niveles de progesterona bajos. El aumento de FSH y LH provoca el
crecimiento de un foliculo preovulatorio donde del resto de los foliculos que pueden
desarrollarse s6lo uno es seleccionado como el dominante y sera el que llegue a la
ovulacion lo que provocara a su vez el aumento de la sintesis y liberacion de estrogenos,

y con ello el aumento en el diametro folicular de la cavidad antral.

Estro. En promedio dura de 25 a 27 horas, es el periodo en donde la hembra esta
sexualmente receptiva. Los estrégenos producidos por células de la pared del foliculo
en desarrollo aumentan y ocurre la ovulacién. Pasadas 12 horas desde el comienzo del
celo, el sistema nervioso central se hace refractario y propicia la disminuciéon de
estrogenos desapareciendo las manifestaciones del celo (mostrdndose mas receptiva
ante el macho), también se provoca que la vagina posea un amplio nimero de células

epiteliales escamosas cornificadas irregulares sin nucleo visible.

Metaestro. En esta etapa con una duracion de 6 a 8 horas, la secrecion de
progesterona se eleva para alcanzar el segundo pico hacia el crecimiento y dominio del
cuerpo luteo en el ovario debido a la falta de fertilizacién; después de la ovulacion se
produce una hemorragia y el foliculo se llena de sangre (cuerpo hemorragico) y por lo
tanto la vagina posee un gran numero de leucocitos con pocas células epiteliales, a esta

etapa también se le conoce como Diestro 1.

Diestro. Es la fase mas larga del ciclo, dura alrededor de 57 horas, conocida también
como Diestro 2. En esta etapa se prepara el tracto para la llegada del évulo fertilizado y
el cuerpo luteo maduro finaliza con lutedlisis; la vagina se caracteriza por la presencia de
una gran cantidad de leucocitos pequefios (Sepulveda et al., 2012; Marcondes et al.;
2002; Guaqueta, 2009; Westwood, 2008).
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Figura 11. A. Citologia presente a lo largo del ciclo estral: Proestro: Células nucleadas; Estro:
Células cornificadas; Metaestro: Células cornificadas y nucleadas; Diestro: Leucocitos B.
Representacion de proporcion de células presentes a lo largo del ciclo estral de la rata (Imagenes
tomadas y modificadas de McLean et al., 2012; Cora et al., 2015).

1.7 Conexiones gdnadas y corteza motora primaria

La interaccion del sistema nervioso y enddcrino se da principalmente por medio de
neuromoduladores que a pesar de originarse en la formacién reticular del tronco
encefalico, sus proyecciones axoénicas permiten una conexién hacia cortezas del
encéfalo. Especificamente, se ha encontrado que el pulso hipotalamico depende de
diversos factores entre los que destacan la inhibicion de la liberacion de la GnRH por
medio de GABA, la cual a su vez es estimulada por hormonas como la noradrenalina,
serotonina y dopamina que regulan la liberacion de la hormona FSH y LH a lo largo del
ciclo reproductivo. Cabe recalcar que especificamente las vias de serotonina y dopamina
poseen proyecciones para el control motor (Silverthorn, 2008; Purves et al., 2007; Gémez
& Paniagua, 2002).
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En el humano como en roedores las vias de neurotransmisores involucradas
principalmente en el control motor son la serotonina y dopamina, estas vias son similares
en ambas especies ya que; la via dopaminérgica, inicia en la sustancia nigra proyectando
hacia ganglios basales y en el area tegmental ventral hacia el resto de la corteza asi
como la via serotoninérgica, cuyos nucleos son en la sustancia nigra y nucleos de rafé

proyectando hacia la corteza (Figura 12; Carlson, 2013; Silverthorn, 2008)
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Figura 12. Via dopaminérgica (A) y via serotoninérgica (B) de ratas implicadas en el movimiento
y proyeccion hacia corteza en la rata (Imagenes tomadas y modificadas de Carlson, 2013).

2. Antecedentes

La actividad locomotora difiere de locomocién (desplazamiento) por la forma en que
esta ultima es influenciada por diversos factores como edad, peso, sexo e incluso estres;
involucra ademas la toma de decisiones de un animal respecto del lugar, tiempo y la
forma en que expresara una respuesta a un estimulo, convirtiéndola de esta forma en

una conducta compleja (Martin, 2003).
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Especificamente en el caso de roedores hay estudios realizados en donde la
ansiedad, la impulsividad e incluso la agresividad pueden estar ligadas al movimiento o
a las conductas de huida, asi como hay factores ambientales que influyen en la actividad
locomotora como la familiaridad del ambiente o cambios en la temperatura, por lo que la
deambulacion por exploracion es considerada como una conducta estable y consistente
para un roedor (Ibafiez & Ortet, 1996). También se muestran en estudios previos en
donde a los roedores se les somete a sustancias adictivas o neurotdxicas y se ha
observado una reactividad locomotora incrementada, lo cual es usado como indicador de

reaccion a estas sustancias (Gulley et al., 2003; Hall et al., 2008).

La exploracion y la actividad locomotora son claramente diferentes entre roedores,
tales diferencias se atribuyen al sexo, de aqui que se sugiere que las hembras poseen
una gran variabilidad en la respuesta motora ante un ambiente novedoso (Flores et al.,
2014; Ibanez & Ortet, 1996).

Las hormonas que intervienen en el ciclo estral ademas de influir directamente en la
reproduccion y en los cambios emocionales pueden regular aspectos conductuales
(Gutiérrez et al; 2000), por lo que diferencias entre machos y hembras han sido en su
mayoria atribuidas a la cantidad de hormonas liberadas por las hembras a lo largo de su
ciclo estral y a las diversas fluctuaciones de las mismas (Valle, 1970; Bale & Epperson,
2017; Tapia & Anaya 2016).

En estudios con roedores se observdé que hembras de 14 meses de edad con
capacidad reproductiva muestran ciertas oscilaciones de anhedonia (pérdida de interés)
causado por depresion lo que coincide con las fluctuaciones hormonales, lo que conlleva
a la teoria de que factores hormonales afectan en mayor medida a las mujeres en sus
actividades cotidianas que en hombres (Flores & Martinez; 2012). Por otra parte, el
estradiol ha mostrado una relacion con el incremento en la actividad locomotora en ratas,
asi como en la densidad neuronal hipocampal en ratas ovariectomizadas (Mayen et al.,
2014). Ademas se han observado cambios conductuales en la actividad locomotora ante
la administracion de cannabinoides que promueven la baja de concentracion de
prolactina, FSH y LH (Leza & Lorenzo, 2000; Valle et al., 2003). Se ha visto en estudios

previos el papel del 17p estradiol junto con sus dos receptores principales; ERa y ERB
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participan en el mantenimiento de la funcién hipocampal a lo largo del ciclo estral en
individuos adultos. El mecanismo por el cual los receptores ERa y ERB promueve el
establecimiento de un proceso de memoria tiene que ver con la activacién de cascadas
de sefalizacion en las que participan las cinasas. Cada receptor regula de manera
diferente ese proceso ya que el ERa mantiene la transcripcion y la memoria conforme
disminuye el estradiol mientras que el ER[ participa de acuerdo a los niveles de estradiol

y de la actividad del propio receptor Era (Bean et al., 2014).

Por otro lado un estudio que muestra resultados de pruebas de nado forzado en
roedores, reportdé mayor inmovilidad por parte de las hembras en comparacion con la de
machos, principalmente en las etapas de diestro y de proestro donde se cree que tienden
a rendirse facilmente ante la posibilidad de poder salir del lugar debido probablemente a
la disminucion de progesterona y a la emocionalidad que esta puede provocar al
considerar que no hay escapatoria (Gouveia et al., 2008).

Respecto a la remodelacion dendritica, diversos estudios indican que el aprendizaje
tanto motor como sensorial, tiene un impacto en la modificacion de dendritas de neuronas
piramidales, dichas modificaciones a su vez pudieran estar relacionadas con cambios en
la concentracion intracelular postsinaptica de calcio, que pueden limitarse a zonas
especificas de la corteza prefrontal, dorsolateral, motora primaria y suplementaria (Ma et
al., 2016).

Estudios previos sefialan que existe una generacién y remodelacion dendritica por
estimulacién de sefiales eléctricas del glutamato como neurotransmisor, la regulacion del
estrdgeno en neuronas hipotalamicas, asi como por la influencia de factores de
crecimiento, condiciones fisiolégicas como la hibernacién, el ciclo estral y por sustancias
estimulantes administradas en el embarazo provocando cambios en la densidad de
espinas dendriticas a lo largo del desarrollo (Ethell & Pasquale, 2005; Frankfurt & Luine,
2015; Calizo & Flanagan, 2000).
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3. Justificacion

El comportamiento en roedores se ha visto ampliamente relacionado con la
conectividad sinaptica que ejercen las neuronas piramidales, las cuales sufren
remodelacion dendritica como respuesta a diferentes estimulos ambientales que son

evaluados con pruebas de comportamiento (Okabe et al., 1999).

Los estudios sobre remodelacion dendritica permiten entender la importancia de la
corteza cerebral, tanto en la forma clinica de diversos padecimientos neuronales como

en el comportamiento (Urrego et al., 2011).

Un factor determinante es también la influencia del sexo en la ejecucion de pruebas
motoras que suele ser relacionada con el ciclo hormonal de las hembras. A nivel neuronal
en la rata adulta, se ha mostrado que las variaciones en la concentracion de diversas
hormonas a lo largo del ciclo estral provocan cambios en la densidad de espinas
dendriticas en areas como el hipocampo (Norris & Carr, 2013; Paxinos, 1995). No
obstante, estos estudios se han realizado principalmente en hipocampo, por lo que es de
interés para el presente trabajo analizar si existen cambios en la morfologia dendritica en
el area cortical implicada en la programacion y ejecucion del movimiento, la corteza
motora primaria, debido al papel principal que desarrolla a nivel neuronal en el control de
la locomocion (Kiehn, 2016; Rivara, et al., 2003).

4. Hipotesis

Las neuronas de corteza motora primaria muestran variaciones en su morfologia a lo
largo del ciclo estral, lo que se relaciona con fluctuaciones en la actividad locomotora
dependientes del mismo ciclo.

5. Objetivo general
Evaluar la actividad locomotora y la morfologia dendritica de neuronas piramidales
de la corteza motora primaria (capa V) en cada etapa del ciclo estral de ratas adultas

Long Evans.

5.1 Objetivos especificos
5.1.1 Evaluar la actividad locomotora en campo abierto de ratas hembras en las

diferentes etapas del ciclo estral.
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5.1.2 Analizar la arborizacién dendritica apical y basolateral de neuronas piramidales

de la corteza motora primaria (capa V) en las diferentes etapas del ciclo estral.

5.1.3 Calcular la longitud dendritica por orden de ramificacion de los arboles apical y
basolateral de neuronas de corteza motora primaria (capa V) de la rata en cada etapa del
ciclo estral.

5.1.4 Determinar la densidad de espinas dendriticas de &arboles apicales y
basolaterales de neuronas de la corteza motora primaria (capa V) en cada etapa del ciclo

estral.
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6.1 Sujetos

Se emplearon 75 ratas hembras Long Evans de 12 semanas de edad caracterizada
por un alto indice de fertilidad y regularidad en el ciclo estral (Matt et al., 1987; Anzalone
et al., 2001; Klochkov, et al., 2011) y relacionada con un peso de aproximadamente 210
a 300 gramos, obtenidas del bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla (BUAP), lugar en donde fueron mantenidas bajo condiciones
controladas de luz, humedad y ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas y, con acceso libre

a agua y alimento.

Se conformaron dos lotes con la intencion de evitar en lo posible la influencia de la
sobrestimulacion de los individuos por exceso de manipulacion durante el monitoreo del

ciclo estral (McLean et al., 2012; Matt et al., 1986) en la morfologia neuronal.

El primer lote se conformé de cinco grupos experimentales de 8 individuos cada uno
para evaluar la actividad locomotora en campo abierto; el grupo control (“intacto”) fue
conformado de ratas que pudieran encontrarse en cualquier etapa de su ciclo, la cual fue
registrada una vez terminada la prueba de conducta.

El segundo lote se conformé de cinco grupos experimentales de 7 individuos cada
uno para analizar la morfologia dendritica de neuronas de corteza motora primaria; el
grupo control fue integrado por ratas a las cuales se les practico unicamente un frotis
vaginal para saber en qué etapa se encontraban previo al sacrificio, sin monitoreo del

ciclo estral.

Los demas grupos de ambos lotes se integraron por individuos que se encontraban
en la etapa de proestro, estro, metaestro o diestro al momento de someterlos a la prueba
de campo abierto y al momento del sacrificio, evento necesario para el andlisis de la

morfologia dendritica respectivamente.

Los animales fueron obtenidos y utilizados de acuerdo a lo establecido en los
lineamientos de la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio y apegandonos
a las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio, Diario Oficial de la Federacion.
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6.2 Actividad locomotora (Lote 1)

Los individuos fueron trasladados al cuarto oscuro del laboratorio de Neurofisiologia
Experimental para ser sometidos a la prueba de actividad locomotora en campo abierto,
donde fueron pesados y habituados por un periodo de treinta minutos previo al inicio de
la prueba, para la disminucion del estrés generado por el traslado del bioterio al

laboratorio.

Esta prueba inicié colocando al animal en el cuadro 1 de una caja de madera
(60x60x60 cm) previamente aseada y dividida en nueve cuadros de 20x20 cm (Figura
14) durante 15 minutos el observador registré el nimero de cuadros visitados (Garcia &
Garau, 1978) considerando como visita cuando las cuatro patas del animal se
encontraban dentro del cuadro. Después de la prueba se retiré al animal y se procedio
con la limpieza correspondiente para evitar influencia en la conducta de los roedores por
el olor del animal que precedié en la prueba, mediante una solucién limpiadora que

contiene agua, pinol y amoniaco en una relacion de 990:5:5 ml.
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Figura 14. Esquema de la caja usada para la prueba de actividad locomotora en campo abierto.
Se muestran los 9 cuadrantes de 20x20cm en que se encuentra dividida y el cuadrante en que
se introduce al animal para el inicio de la prueba.

Posteriormente el nUmero de cuadros cruzados por las ratas se multiplicd por 20 cm
para calcular la distancia recorrida en 15 minutos, asi mismo se evalud la distancia

recorrida en intervalos de 5 minutos (Villanueva, 2016).
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Inmediatamente después de la prueba conductual se obtuvieron las muestras
vaginales para el monitoreo de la ciclicidad y la determinacion de la etapa del ciclo estral
en que se encontraba la rata al momento de la prueba, lo que permitid la conformacion

de los cuatro grupos de cada etapa del ciclo estral.

6.3 Obtencion de la muestra vaginal

Para la obtencion de la muestra vaginal, la rata fue colocada en decubito supino y se
procedi6 a introducir un asa bacterioldgica estéril en la vagina para obtener un frotis, la
muestra se colocd en una gota de agua estéril sobre un portaobjetos dejandose secar
para inmediatamente ser procesadas con la técnica de hematoxilina-eosina (Marcondes
et al., 2002). Se procedio con la determinacién de la ciclicidad por medio del monitoreo
de un ciclo completo de cinco dias de duracion. Se tomaron dos muestras por dia, una a
las 10:30 am y otra a las 3:00 pm con el objetivo de incluir en los grupos, animales
regulares (Sepulveda et al., 2012).

6.4 Tincién Hematoxilina- Eosina

Esta técnica consiste en colocar una gota de Hematoxilina sobre la muestra
previamente colocada en el portaobjetos y dejandose por un periodo de cinco minutos
(cuya solucién permite la tincidn de los ndcleos de la muestra) para posteriormente,
enjugarse con agua estéril evitando el chorro directo sobre la muestra y dejandose secar.
Consecutivamente se colocd una gota de eosina por cinco minutos en las muestras para
la tincidn del citoplasma y el enjuague posterior, para seguidamente del secado, fijar

dichas muestras con alcohol (Taradach, 1982).

Una vez concluida la tincidn las muestras fueron observadas al microscopio optico y
categorizadas de acuerdo a su etapa del ciclo estral respetivamente, de acuerdo al tipo
celular con mayor proporcion (75%-25%) en cada etapa del ciclo estral (proestro, estro,
metaestro y diestro). La identificacion de cada etapa se logro por un curso de capacitacion
impartido por el personal técnico del bioterio y con base a lo reportado por Cora et al.,
(2015).

30



6.5 Anestesiay obtencién de tejidos (Lote 2)

Se seleccionaron 35 ratas al azar para la conformacion de cinco grupos de siete
individuos, cuatro de ellos correspondientes a cada etapa del ciclo estral: Proestro, Estro,
Metaestro y Diestro, y un grupo intacto. Se monitoreo la ciclicidad por un ciclo para
determinar si la rata era regular o irregular. En el caso de regularidad la rata fue incluida
en el grupo mientras que los animales irregulares fueron devueltos al bioterio. EI quinto
grupo asignado como grupo intacto es un grupo de siete individuos, al cual se tomo
Gnicamente una muestra vaginal para saber en qué etapa se encontraban los individuos
previos al sacrificio, de los cuales uno se encontraba en metaestro, dos en proestro, dos

en estroy dos en diestro.

Una vez corroborada la ciclicidad de las ratas se procedio a la eutanasia por medio
de anestesia con pentobarbital sédico (70 mg/kg) y perfusion por gravedad de 100 ml de
solucién buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4) para la limpieza del cerebro. Los desechos
biolégicos fueron recolectados en bolsas de material biolégico y trasladados al Bioterio

Claude Bernard para su incineracion.

6.6 Tincién Golgi-Cox

El encéfalo se proces6 mediante la tincion de Golgi-Cox. Se almacend en solucién
Golgi-Cox por 14 dias en completa oscuridad, al término de este lapso la solucién fue
cambiada por sacarosa al 30%, donde los encéfalos se mantuvieron por un periodo de 2
a 5 dias para posteriormente ser seccionados en cortes coronales de 200 um de grosor
con un vibratomo (vibratomo manual NVSL, 2007) al nivel de la corteza motora primaria,
de acuerdo con las coordenadas estereotaxicas de Paxinos & Watson, (1998). Los cortes
fueron colocados en laminillas gelatinizadas al 2% y mantenidos en una cadmara hiumeda

por una noche.

Posteriormente los cortes fueron sometidos a la técnica de impregnacion para su
revelado (Gibb & Kolb, 1998). Las laminillas fueron enjuagadas por 1 minuto con agua
destilada, después se colocaron en hidréxido de amonio por 30 minutos para después
ser de nuevo enjuagadas por 1 minuto con agua destilada y colocadas en fijador rapido
Kodak® por 30 minutos. El tejido nuevamente se enjuagl con agua destilada por 1

minuto; al término del revelado, se procedidé con la deshidratacion del tejido por medio de
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alcoholes ascendentes y dos enjuagues con alcohol al 100% por 5 minutos y finalmente
se clarific6 con Xileno por 15 minutos para ser montados con resina sintética. Las
laminillas se dejaron secar por un periodo de 3 dias por lo menos antes de ser analizadas
por microscopia de luz. Este proceso de revelado y deshidratacion del tejido se llevé a
cabo en una campana de extraccion y con las medidas adecuadas de uso de guantes,

anteojos y mascarilla que evita cualquier dafio al experimentador.

6.7 Analisis morfologico

Una vez que las laminillas estuvieron secas, se realizé un analisis microscépico por
medio de un microscopio que tiene adaptado un brazo de dibujo (cAmara lucida). Las
neuronas se observaron a una amplificacion de 400x mientras que las espinas dendriticas
se observaron a una amplificacién de 1000x (Figura 15). Se seleccionaron diez neuronas
de la corteza motora primaria capa V, cinco del hemisferio izquierdo y cinco del hemisferio
derecho (nwta= 350). Se llevo a cabo la reconstruccion bidimensional en papel de las
neuronas piramidales de la corteza motora primaria (Paxinos & Watson, 1998). Con base
en los parametros de la ubicacion del soma neuronal en la capa V, de una clara
morfologia piramidal, y la presentacién de arboles dendriticos intactos, completos y con
una buena impregnacion de la tincién, se eligieron las 10 neuronas para realizar el

andlisis morfoldgico.

Figura 15. Microscopio con camara lucida. Con la superposicion Optica de la neurona en el
microscopio, se realiza el dibujado de neuronas para una recreacién exacta.

32



6.8 Andlisis de Sholl
El analisis de arborizacion dendritica de cada neurona piramidal se realizé por medio
del método Sholl (Sholl, 1953) mediante el calculo del nimero de intersecciones

dendriticas.

El andlisis consiste en hacer coincidir con la neurona un trazo de circulos
conceéntricos con una separacion de 10 ym, por medio de una lamina transparente. El
primer circulo se colocé sobre el soma de la neurona y a partir de ahi se determiné el
namero de intersecciones dendriticas en cada circulo tomando en cuenta los 6rdenes de
bifurcacién. A partir de estos datos se calculd la longitud dendritica total (Figura 16A)
(Sholl, 1953).

Las neuronas fueron identificadas por sus grados de arborizacidén respectivamente
mediante el niamero de Ordenes, tomando en cuenta como primer orden aquellas
dendritas que emergian del soma seguidas de las de segundo orden por la bifurcacion
de las del primer orden, y asi sucesivamente con 6rdenes mayores, es decir de tercer,

cuarto, quinto, etc. (Coleman y Riesen 1968).

Ademas se dibujaron de dos segmentos de dendrita de tercer orden de ramificacion
de los arboles: basolateral y apical por neurona para el calculo de la densidad de espinas
dendriticas (Figura 16B).
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Figura 16. A. Diagrama en el que se muestra la plantilla de circulos concéntricos (con una
separacion de 0.5 cm, equivalentes a 10 um en la neurona) para el andlisis de Sholl que consiste
en la determinacion del numero de intersecciones dendriticas en cada uno de los circulos. B.
Segmento dendriticos de tercer orden del arbol apical sefialado con la letra A y basolateral con
la letra B, pueden diferenciarse los 6rdenes al ser iluminados con diferentes colores (Imagen
tomada y modificada de Gorny, 2018).

6.9 Analisis estadistico

6.9.1 Actividad locomotora en campo abierto
Para analizar los datos relacionados con la distancia recorrida total se emple6 una
prueba de ANOVA para muestras independientes considerando a las etapas del ciclo

estral como variable independiente y a la distancia recorrida como variable dependiente.

La distancia recorrida en intervalos de cinco minutos se evalué con un ANOVA de 2
vias (p<0.05) considerando a las etapas del ciclo estral, a los intervalos de tiempo (5, 10,
15 min) y la interaccién (etapa*intervalo) como variables categéricas, ademas para
determinar diferencias entre grupos se usoé la prueba de comparaciones multiples de

Tukey.

6.9.2 Morfometria neuronal

Se procedié a analizar los datos obtenidos por el método de Sholl, nUmero de
intersecciones por circulo concéntrico, longitud por orden de ramificacién del arbol
dendritico apical y basolateral de la neurona (variables dependientes) mediante un

analisis de varianza ANOVA de 2 vias (p<0.05) y posteriormente una prueba post-hoc
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de Bonferroni, considerando el orden de ramificacion y la fase del ciclo estral como

variables independientes.

Para analizar los datos de la longitud dendritica total de los arboles y la densidad de
espinas dendriticas (variables dependientes) se aplic6 una ANOVA de una via (p<0.05)
y una prueba post-hoc de Tukey, considerando como variable independiente a la fase del

ciclo estral.
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7. Resultados
7.1 Citologia vaginal

En la Figura 17 se observan muestras representativas de cada etapa del ciclo estral,
obtenidas por medio del frotis vaginal de ratas hembra Long Evans con un amplificacion
100x.
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Figura 17. Células representativas de cada etapa del ciclo estral, se pueden diferenciar las
células tipicas: nucleadas, cornificadas y leucocitos sefialadas en la imagen (100x).
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7.2 Actividad locomotora

La actividad locomotora de las ratas hembras Long Evans que se encontraban en cada
etapa del ciclo estral al momento de la prueba, no fue diferente del grupo intacto (Figura
18) ni entre cada una de las etapas del ciclo estral (P=0.8299; F=0.3677).
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Figura 18. Actividad Locomotora. Se muestra la distancia recorrida por los grupos de cada una
de las etapas del ciclo estral y del grupo intacto, n=8.
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La actividad locomotora analizada por intervalos de 5 minutos tampoco mostro
diferencias significativas entre las etapas del ciclo estral, ni con el grupo intacto
(P=0.8897; Figura 19).
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Figura 19. Actividad locomotora en intervalos de 5 minutos. Se muestra la distancia recorrida por
los grupos de cada una de las etapas del ciclo estral y el grupo intacto, n=8.
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7.3 Morfologia neuronal
En la Figura 20 se muestran neuronas representativas de la corteza motora primaria

de ratas que se encontraban en las diferentes etapas del ciclo estral. Se puede observar

la morfologia tipica correspondiente a las células de Betz.

Intacto

Figura 20. A. Micrografias de neuronas piramidales de la capa V de la corteza motora primaria a
una amplificacion de 400x, se observa claramente el soma de la neurona y los arboles apicales y
basales B. Se observa en un corte coronal la ubicacién de la corteza motora primaria tomada
como referencia con base a los mapas de coordenadas estereotaxicas de Paxinos & Watson,

(1998); (Imagen tomada y modificada de Qian et al., 2015).
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En la Figura 21 y Figura 22 se muestran fotografias de segmentos dendriticos del
arbol apical y basolateral respectivamente que permite visualizar las espinas dendriticas.
Estas estructuras son pequefias protusiones que se generan de la dendrita y que se
expresan de manera de manera heterogénea en cuanto a tamafo y forma.
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Figura 21. Micrografia de segmentos dendriticos apicales de neuronas piramidales de la corteza
motora primaria capa V con espinas dendriticas (amplificacién de 1000x).
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Figura 22. Micrografia de segmentos dendriticos basolaterales de neuronas piramidales de la

corteza motora primaria capa V con espinas dendriticas (amplificacion de 1000x).
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7.4 Arborizacion dendritica total

La arborizacion dendritica se presenta como el numero de intersecciones de
dendritas que hay cada 10 pm con respecto al soma de la neurona. La corteza motora
primaria muestra que el mayor grado de arborizacion se presento a la distancia de 50 pm

a 80 um del soma.

El nimero de intersecciones dendriticas en el arbol apical (Figura 23) no refleja
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de ratas que se encontraban

en las diferentes etapas del ciclo estral (P=0.9892; F=0.7559).
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Figura 23. Arborizacion dendritica del arbol apical de neuronas de la corteza motora primaria
(capa V) en las diferentes etapas del ciclo estral, y el grupo intacto n=7.
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En cuanto al arbol dendritico basolateral, el mayor grado de arborizacion fue a una

distancia de 60 um a 80 um del soma; ninguno de los grupos de las diferentes etapas del

ciclo estral presentaron diferencias significativas entre ellos o respecto del grupo intacto
(P=0.9999; F=0.4292) (Figura 24).
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Figura 24. Arborizacion dendritica del arbol basolateral de neuronas piramidales de la capa V de
la corteza motora primaria de ratas hembra durante las diferentes etapas del ciclo estral y el grupo
intacto, n=7.
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7.5 Longitud dendritica por orden de ramificacion

La longitud dendritica por orden de ramificacion del arbol dendritico apical (P=0.1230;
F=1.408) (Figura 25) y basolateral (P=0.6624; F=0.8672) (Figura 26) no es diferente entre
las etapas del ciclo estral ni respecto del grupo intacto
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Figura 25. Longitud dendritica apical por orden de ramificacion de neuronas de la capa V de la
corteza motora primaria de ratas durante las cuatro etapas del ciclo estral y el grupo intacto, n=7.
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Figura 26. Longitud dendritica por orden de ramificacion del &rbol basolateral de las neuronas de

la corteza motora primaria (capa V) de ratas hembra en distintas etapas del ciclo estral y el grupo
intacto, n=7.
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7.6 Longitud dendritica total

En cuanto a la longitud dendritica total de los arboles apicales (P=0.2569; F=1.403)
(Figura 27) y basales (P=0.8947; F=0.2705) (Figura 28) no se presentaron diferencias
entre las etapas del ciclo estral ni respecto del grupo intacto.
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Figura 27. Longitud dendritica total del arbol apical de neuronas de la capa V de corteza motora
primaria en las diferentes etapas del ciclo estral y el grupo intacto, n=7.

46



2000+

1500+

a (um)
_|

N

000+

(S
o
g

Longitud Dendritic

Inta'cto Proe'stro Est'ro Metaéstro Dieel;tro
Etapa de Ciclo Estral

Figura 28. Longitud dendritica total del arbol basal de neuronas de corteza motora primaria de la
capa V en las diferentes etapas del ciclo estral y el grupo intacto, n=7.
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7.7 Densidad de espinas dendriticas

El grupo de individuos que se encontraban en la etapa de metaestro previo al
sacrificio mostré un incremento significativo en la densidad de espinas en el arbol apical
respecto del grupo intacto (P=0.0428 F=2.814) (Figura 29).
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Figura 29. Densidad de espinas dendriticas del arbol apical de las neuronas de la corteza motora
primara (capa V) de ratas hembra en las diferentes etapas del ciclo estral y el grupo intacto, n=7.
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Mientras que el numero de espinas dendriticas del arbol basolateral no varié entre

las etapas del ciclo estral ni respecto del grupo intacto (P=0.1215; F=1.990) (Figura 30).
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Figura 30. Densidad de espinas dendriticas del arbol basal de las neuronas de la corteza motora
primaria (capa V) de ratas hembra en las diferentes etapas del ciclo estral y el grupo intacto, n=7.
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8. Discusion

Los resultados del presente proyecto muestran que la actividad locomotora en ratas
hembra no varié con respecto a las etapas del ciclo estral; asi mismo se mostré un
incremento de espinas dendriticas en el arbol apical en ratas que se encontraban en la
etapa de metaestro sin variacion en la longitud dendritica en ninguna de las etapas del

ciclo estral.

8.1 Actividad locomotora

La distancia recorrida por las ratas hembras corresponde con lo reportado por Tropp
y Markus (2001) quienes demostraron que las ratas hembras recorren una mayor
distancia en comparacion con las ratas macho. Blizard et al. (1975) sugieren que la
diferencia en la actividad locomotora en campo abierto entre ratas hembras y machos se
debe a la influencia de la testosterona y de las hormonas ovéricas respectivamente. Sin
embargo, la actividad locomotora de la rata hembra Long Evans no varié a lo largo del
ciclo estral, es decir, las ratas recorrieron la misma distancia indistintamente de la etapa
del ciclo estral en la que se encontraban al momento de la prueba, por lo que nuestros
resultados sugieren que las fluctuaciones hormonales durante el ciclo estral no tienen un

efecto en la actividad motora de las ratas Long Evans.

Sin embargo, la actividad locomotora puede estar influenciada por otras variables
como la luz, ya que Cheung & McCormack (1983) y Alstott & Timberlake (2009)
demostraron variaciones en la actividad locomotora ante la exposicibn a ambientes

luminosos y ambientes sin luz.

Por otro lado, existe neuromodulacion de la corteza motora por parte de
neurotransmisores como la dopamina y la serotonina que a su vez son influenciados por
la presencia de la progesterona y de los esteroides (Aloisi & Bonifazi, 2006). En particular
la progesterona actua a través de receptores especificos de membrana asociados a
proteinas G entre los cuales se encuentran los receptores denominados mPRa, mPRB y
mPRy (mPR= receptores de progesterona). La corteza cerebral y el hipocampo expresan
especificamente el receptor mPR} el cual ha sido implicado en el control motor, asi como

en el aumento de la produccion de progesterona durante la etapa de proestro, sin
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embargo nuestros resultados sugieren que esta hormona no participa en la regulacion de

la actividad locomotora (Zuloaga et al., 2012).

8.2 Morfologia dendriticay el ciclo estral

La manipulacion de los organismos para determinar en qué etapa del ciclo estral se
encuentran, puede influir en la expresion de la conducta y la fisiologia del organismo,
debido a que este tipo de manipulaciones pueden provocar pseudoprefiacion o incluso
estro continuo (McLean et al., 2012; Banik & Ketchel, 1965), por lo que el uso de ratas
ovariectomizadas con remplazo hormonal es frecuente, no obstante esa condicion no
refleja una influencia hormonal natural. Por esta razon decidimos monitorear Unicamente

un ciclo estral para evitar una posible plasticidad neuronal por sobrestimulacién vaginal.

De manera opuesta a Mendoza et al., (2018) quienes encontraron cambios en la
longitud dendritica de neuronas de hipocampo de ratas que se encontraban en la etapa
de metaestro, en este estudio no observamos variaciones en la longitud dendritica de
neuronas de corteza motora primaria pero si observamos un incremento en la densidad
de espinas dendriticas durante esa etapa. Al respecto existe una gran variabilidad de

resultados sobre remodelacion dendritica por efecto de las hormonas sexuales.

Andrade et al. (2000) reportan que no hay variaciones en la densidad de espinas
dendriticas por influencia del ciclo estral mientras que Brusco et al., (2008) y Chen et al.
(2009) demuestran que durante la fase de proestro la densidad de espinas dendriticas es
alta, y durante la fase de estro es baja. Estos resultados son similares a los encontrados
previamente por Gould et al. (1990) y Woolley et al. (1990) quienes sugieren
fluctuaciones naturales de la densidad de las espinas dendriticas y de la expresiéon de
receptores a estrogenos durante el ciclo estral. Ademas, se ha sugerido que la
progesterona tiene un efecto bifasico sobre la densidad de espinas dendriticas pues el
tratamiento con progesterona después del tratamiento de estradiol promueve un
incremento en la densidad de espinas dendriticas por un periodo de 2 a 6 horas y

posteriormente un decremento (Chen et al., 2009).

La progesterona presenta un segundo pico de liberacion en la etapa de metaestro,

por lo que es posible que el aumento en la densidad de espinas dendriticas observado
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en la corteza motora se deba en parte a la actividad de esta hormona, ya que también se
han encontrado receptores a estrogenos Era y ERB en la corteza cerebral
especificamente en la capa V y VI y en el nucleo ventral lateral talamico. Este dltimo
modula el flujo de informacion a las areas motoras corticales durante el desarrollo motor
(Zuloaga et al., 2012; Zhang et al., 2002).

Previamente se mencion6 que Mendoza et al., (2018) encontré un incremento en la
longitud dendritica de neuronas CA1l y CA3 de hipocampo de ratas que se encontraban
especificamente en la etapa de metaestro; de acuerdo a esto y con el conocimiento que
se tiene de que hipocampo proyecta informacion a la corteza cerebral, es posible que las
neuronas de la corteza motora primaria respondan ante ese incremento en la longitud
dendritica de neuronas de hipocampo con un incremento en la expresion de espinas

dendriticas.

El aumento en la densidad de espinas dendriticas especificamente en el arbol apical
de las neuronas puede ser debido también a la posicion de dicho arbol en comparacion
al resto de la neurona y al procesamiento diferenciado de la informacion entre el arbol

apical y el basal (Moench & Wellman, 2017).

Kolb et al. (1998) sugieren que los cambios que ocurren en la morfologia neuronal
pueden ser completamente independientes, la elongacion o la retraccion dendritica no se
presentan necesariamente con un incremento o una disminucion en la densidad de
espinas dendriticas, respectivamente, y por tanto las neuronas responden a los estimulos

de manera diferencial, fenémeno que observamos con nuestros resultados.

Otras estructuras como la corteza prefrontal han mostrado cambios en la densidad
de espinas dendriticas por efecto de las hormonas sexuales durante la pubertad tanto en
hembras como en machos (Koss et al., 2014). A través de estudios con benzoato de
estradiol se ha observado la maduracion de espinas dendriticas, es decir, las estructuras
semejantes a filopodios largos y delgados cambian su forma a estructuras con cuello y
cabeza bien definidos (espinas en forma de hongo) (Li et al., 2004). Estos cambios se

deben a que los estrégenos tienen un gran efecto en la actividad y expresion de
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espinofilinas, proteinas que contribuyen a la actividad del citoesqueleto (Mendoza et al.,

2018) y se presentan en periodos de minutos a horas (Sala et al., 2008).

Ademas, la plasticidad de espinas dendriticas puede ser moldeada por diversos
factores como la actina que es regulada por GTPasas de la familia Rho y de receptores
AMPA que promueven la formacion de espinas dendriticas mediante su activacion al
producir un incremento en los niveles de Ca?* de neuronas del hipocampo. También los
receptores NMDA que son regulados por estrogenos se han relacionado con el aumento
en el tamafio y la densidad de espinas dendriticas de neuronas piramidales de hipocampo
(Ethell & Pasquale, 2005).

Cabe mencionar que la corteza motora primaria es la zona con mayor injerencia en
la integracién de informacién para el movimiento voluntario en la via corticoespinal y que
nuestros resultados sugieren que esta corteza es poco influenciada por hormonas como
la progesterona y el estradiol, sin embargo estudios especificos para determinar la

presencia de receptores a estrégenos a estradiol y a otras hormonas son necesarios.

Nuestra perspectiva inmediata es determinar el tipo de espinas dendriticas que se
expresan en la corteza motora primaria durante la etapa de metaestro y obtener
informacion respecto de un posible cambio en la actividad de los circuitos neurales entre

hipocampo y corteza motora primaria.

9. Conclusién

Las ratas hembra Long Evans expresan el mismo nivel de actividad locomotora en
campo abierto a lo largo del ciclo estral. Ademas la corteza motora primaria expresa una
densidad de espinas dendriticas apicales mayor en la etapa de metaestro sin variaciones

en la longitud de los arboles dendriticos.
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