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RESUMEN

El sistema olfatorio es importante para muchas funciones tales como conductas sociales,
reproductivas y maternas. La bulbectomia olfatoria es un modelo experimental que
consiste en la remocion de los bulbos olfatorios y que provoca alteraciones de
comportamiento, neuroquimicas y endocrinas semejantes a las observadas en pacientes
deprimidos. Este procedimiento experimental ha sido realizado principalmente en
individuos adultos. No obstante, la bulbectomia olfatoria en ratas neonatas ha permitido
obtener informacion acerca de la gran capacidad de plasticidad que los individuos
presentan para compensar un dafio. Esta cirugia ha sido habitualmente realizada en ratas
macho y es de interés para el presente estudio determinar los efectos de este
procedimiento en ratas hembra, ya que las mujeres parecen ser mas susceptibles a las
enfermedades relacionadas con el estrés es importante incluir en los trabajos de
investigacion a organismos hembra.

Se utilizaron cuarenta y ocho ratas hembra Wistar de 7 dias de edad, de los cuales a 16
ratas se les sometid6 a ablaciébn de bulbos olfatorios mediante succidén con previa
anestesia por hipotermia, (grupo OBX). Otro grupo de animales (grupo SHAM, n=16) fue
utilizado para realizar la cirugia sham de forma tal que se expusieron los bulbos sin ser
removidos. Incluimos un grupo control (n=16) de ratas a las que no se les realizé ningun
procedimiento quirdrgico (ratas intactas, CON). A los 60 dias de edad un lote de ratas
gue contiene los 3 grupos experimentales (n=8 por grupo) fueron sometidas a las pruebas
de conducta de actividad locomotora ante un ambiente nuevo en campo cerrado y
memoria espacial (Laberinto Acuéatico de Morris). El segundo lote de animales (n=8 por
grupo experimental) fue sacrificado para obtener el encéfalo, el cual se procesé mediante
el método de Golgi-Cox para analizar la densidad de espinas dendriticas y la longitud
dendritica de las neuronas de corteza entorrinal y de hipocampo dorsal. A diferencia de
lo observado previamente en ratas macho, la bulbectomia olfatoria neonatal en la rata
hembra no causo alteraciones en la actividad locomotora y memoria. No se observaron
cambios en la morfologia dendritica de neuronas de corteza entorrinal. En el hipocampo
las neuronas CA1 no se observaron cambios. Unicamente en las neuronas CA3

mostraron una disminucion en la densidad de espinas dendriticas por efecto de la




EFECTO DE LA BULBECTOMIA OLFATORIA NEONATAL EN LA MORFOLOGIA
DENDRITICA DE HIPOCAMPO Y CORTEZA ENTORRINAL DE RATA HEMBRA

bulbectomia olfatoria. Estos datos sugieren que las ratas hembra expresan mecanismos
de plasticidad neuronal que les permite compensar o recuperarse morfolégicamente de

un posible dafio de manera eficiente por una lesion.

——
| —
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1. INTRODUCCION
1.1 SISTEMA OLFATIVO

El sentido del olfato juega un papel importante para los seres vivos porgue les brinda
informacion quimica del medio externo (Kandel et al., 2013). El sistema olfatorio procesa
la informacion a partir de reconocer la identidad, la concentracion y la calidad de una
amplia gama de estimulos quimicos denominados sustancias odoriferas. Las sustancias
odoriferas provocan eventos fisioldgicos en el organismo tales como respuestas motoras
viscerales al oler comida agradable, o nduseas y vomito cuando se detecta un olor
aversivo. El olfato en los seres humanos es considerado un sistema sensorial poco
agudo, en cambio, la capacidad olfatoria de otras especies como los roedores es muy
superior (Purves et al., 2007). En ratas, el sistema olfatorio es importante para muchas
funciones tales como conductas sociales, reproductivas y maternas. El sistema olfativo
aporta al organismo una enorme cantidad de informacién necesaria para la regulacion
neuroendocrina y para las respuestas emocionales durante eventos de agresion y

reconocimiento de depredadores y presas (Fleming & Rosenblat, 1974).

1.2 BULBOS OLFATORIOS

La transduccion y trasmisién de la informacion sobre las sustancias odoriferas hacia el
encéfalo ocurre en el epitelio olfatorio que incluye varios tipos neuronales, la primera de
ellas es la neurona receptora olfatoria, célula bipolar, que transmite la informacién
mediante un axén ubicado en la parte basal hacia el bulbo olfatorio (Purves et al., 2007).
Los bulbos olfatorios (BO) son extensiones bilaterales del telencéfalo rostral y son un
sistema unico y dinamico que conserva la capacidad de generar nuevas neuronas
durante toda la vida (Altman, 1969; Bovetti et al., 2011). En la rata adulta constituyen
aproximadamente el 4% de la masa total del cerebro (Cain, 1974). EI BO esta organizado
por multiples capas neuronales, una de ellas es la capa glomerular que contiene
glomérulos que son un conjunto de acumulaciones mas o menos esféricas de neuropilo
gue reciben las proyecciones de las neuronas receptoras olfatorias y las proyecciones de

las células mitrales y periglomerulares (Figura 1)
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Figura 1. Esquema de los tipos celulares del epitelio olfatorio y bulbo olfatorio. Las células receptoras
olfatorias envian la informacién odorifera hasta los glomérulos de los BO para iniciar una via de
sefializacion olfatoria que informe a la corteza del estimulo. Tomado de Purves et al., 2007.

1.3 CONEXIONES OLFATORIAS

El sistema olfatorio es reconocido por el multiple establecimiento de interacciones
sinapticas entre el epitelio olfatorio, BO y la corteza olfatoria (Ho & Liu, 2001). La
informacion que llega desde el epitelio olfatorio es enviada por distintas vias a diferentes

estructuras cerebrales.

Los axones de las células mitrales forman un haz, el tracto olfatorio y mediante éste el
bulbo olfatorio es conectado a diversas estructuras del sistema limbico, la corteza
olfatoria primaria es la estructura diana principal. Desde las areas olfatorias primarias y
desde el tracto olfatorio, se dirigen proyecciones hacia otras estructuras para un proceso

adicional de la informacion como el hipotdlamo y al nucleo medial dorsal del talamo,
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desde el cual neuronas aferentes se proyectan a la corteza orbitofrontal (COF) (Franks
et al., 2015).

Existen relaciones reciprocas entre estas estructuras, asi como con otras estructuras de
orden superior (Doty, 2009) y desde estas regiones se establecen conexiones que
integran informacion olfatoria con otras funciones neuronales (Ho & Liu, 2001). Heimer y
Wilson (1975) mencionan que la informacion limbica y olfatoria converge en el estriado
ventral y que este a su vez integra la informacion motora, ademas, procesos cognitivos
tales como aprendizaje y memoria, pueden estar relacionados con el sistema olfatorio
debido a la presencia del circuito olfatorio-entorrinal-hipocampal (Figura 2) (Shipley &
Puche, 2004) .

Bulbo contralateral-__

Niicleo H Tuberculo

S olfatorio S olfatorio i FLCLLL L L L LI a

* anterior i : Corteza
.................. . : orbitofrontal
Ssssssssssazssssssanes

§ Corteza primaria oifatoria | . Talamo |
cribosa o A
i Amigdala {"Hipotalamo
receptoras REO—. .

| Diltonas, i Corteza i ~»i Hipocampo

{ entorrinal .‘ .........................
Figura 2. Proyecciones generales del sistema olfatorio. La informacion que llega a los glomérulos es
enviada a varias estructuras de orden superior incluyendo el nicleo olfatorio anterior que est4 formado por
células esparcidas a lo largo del tracto olfatorio (Via de la comisura anterior). Otras de las &reas que recibe
informacién del glomérulo es el tubérculo olfatorio y la amigdala especificamente al nacleo corticomedial
algunas otras fibras alcanzan centros auténomos para las respuestas viscerales, como la salivacién en
respuesta a olores agradables o nauseas en respuesta a olores desagradables. Células mitrales (Mi),

Glomérulo (GL) (Martin, 1989 ; Franks et al, 2015).
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1.4 CORTEZA ENTORRINAL

La corteza entorrinal (CE) es una estructura compuesta de seis capas convencionales
gue muestran varios tipos de células (Ramon & Cajal 1904; Schwartz & Coleman, 1981;
Carboni et al., 1990; Gernroth et al., 1991; Amaral & Lavenex, 2007). La CE de la rata
recibe entradas de una variedad de regiones corticales (Burwell & Amaral, 1998). Estas
entradas corticales forman dos grupos: el primer grupo son las que terminan en las capas
superficiales (I-1ll) en su mayoria, en estas capas se encuentran un gran nimero de
neuronas de tipo piramidal seguidas de otros tipos neuronales que dan lugar a la via
perforante y alveolar que proyectan hacia la region CA1l del hipocampo y hacia el
subiculo. Estos axones de igual manera dan lugar a las colaterales que distribuyen
principalmente a las capas | hasta la Ill. El segundo grupo son las que se distribuyen
preferentemente a las capas profundas (IV-VI) (Amaral & Lavenex, 2007), que contienen
una gran variedad de tipos de neuronas como piramidales, fusiformes y pequefas células
esféricas algunas de éstas células contribuyen a las proyecciones del giro dentado y del
hipocampo. De tal manera que se completa un circuito cerrado de informacion en la
formacion hipocampal (Figura 3) (Chrobak & Buzsaki, 1994; Chrobak et al., 2000).

Figura 3. Esquema de las principales conexiones de la corteza entorrinal. Las neuronas de las capa
II'y lll de la CE envian informacién hacia el giro dentado y las regiones CA3 y CA1 del hipocampo. Las
interconexiones entre estas dos areas forman un circuito cerrado de informacion. (Torrealba & Valdés
2008).
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Ademas, estas conexiones son de gran importancia ya que continian en el circuito
trisinaptico del hipocampo (Witter & Amaral, 1991) y cualquier dafio de estas puede tener
un profundo impacto en los procesos de memoria de los individuos (Gomez-Isla et al.,
1996). La CE, a su vez, tiene importantes conexiones bidireccionales con una variedad
de regiones corticales multisensoriales incluyendo la corteza perirrinal y el hipocampo, la
COF, la corteza cingulada, la corteza retrosplenial, la insula, y otras regiones temporales
(Insausti & Amaral, 2008; Lavenex et al., 2002,. Mohedano-Moriano et al, 2007, 2008;
Suzuki & Amaral, 1994; Van Hoesen & Pandya, 1975; Van Hoesen et al, 1972). Una
entrada sustancial a las capas superficiales de la CE se origina a partir de estructuras
olfativas del telencéfalo, en particular desde el BO, el nucleo olfatorio anterior, y la corteza
piriforme (CPir) (Haberly & Price, 1978; Kosel et al, 1981). Por lo que esta organizacion
anatomica sugiere que la CE juega un papel importante como una interfaz entre areas de
orden superior y areas neocorticales sensoriales y varios campos de la formacién del
hipocampo (componente importante en el procesos de memoria) (Lavenex & Amaral,
2000).

1.5 HIPOCAMPO

El hipocampo, situado en la parte medial del I6bulo temporal constituye una estructura
cerebral crucial en la memoria asi como también esta relacionado con el estrés (Lambert
et al., 1998; Kim & Diamond, 2002). Su estructura se puede dividir en hipocampo dorsal
y ventral (Figura 4A). El hipocampo dorsal ha sido relacionado con procesos de
aprendizaje, memoria y otras funciones cognitivas, mientras que el hipocampo ventral se
asocia con el sistema limbico y los procesos de estrés (Pothuizen et al., 2004; Fanselow
& Dong, 2010).

El hipocampo se delimita por una densa capa de células piramidales y el area dentada
por una densa banda de células granulares o piramidales pequefias (Issacson, 1982). El
hipocampo presenta una organizacién laminar y se subdivide en CAl, CA2, CA3 (CA

proviene del termino Cuerno de Ammon) (Figura 4B) en la cual se ubican més regiones
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como el giro dentado (GD), el complejo subicular que incluye el subiculo, presubiculo, el
parasubiculo y la CE.

La region CAL se caracteriza por la presencia de neuronas piramidales homogéneas con
una o dos dendritas apicales y la longitud total de las neuronas CA1 es aproximadamente
de 13.5 mm vy el diametro de su soma es de 15 um. En general las células CA1 reciben
entradas de informacion provenientes de la CPF, BO, nucleo accumbens (NAcc)

amigdala e hipotalamo (Figura 4C).

La region CA2 estd compuesta de somas grandes, ovoides y densamente empaquetados
gue forman el estrato piramidal denso estrecho, en un marcado contraste con la region
CALl. La funcién de la region CA2 del hipocampo es poco conocida. No recibe entradas
de las fibras musgosas del GD, no obstante es la Unica region del hipocampo que recibe
entrada desde el hipotalamo posterior (Borhegyi y Leranth, 1997; Vertes & McKenna,
2000; Bartesaghi et al., 2006)

La regiobn CA3 contiene células piramidales heterogéneas, pueden variar en tamafio de
entre 8 hasta 18 mm (las mas grandes) con somas que tienen un didmetro de hasta 30
um. Presentan una alta interconectividad y excitabilidad que se genera cuando hay una
entrada de informacion desde las células granulares del giro GD, CE e hipotalamo (Figura
3D). Todas estas distintas areas estan estratificadas, se reconoce el stratum oriens (s.0),
el stratum piramidale (s.p), el stratum radiatum (s.r.), el stratum lacunosum moleculare

(s.l.m) y el stratum lucidum (exclusivo de CA3) (s.l) (Andersen et al., 2007).
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Figura 4. Hipocampo y neuronas CAl y CA3. Se observa en A) la representacion del hipocampo y su
division de hipocampo dorsal e hipocampo ventral en el cerebro de rata. En la parte (B) se observa un
corte coronal de hipocampo dorsal (barral mm) marcando la ubicacién de las regiones CA1 y las neuronas
CA3. En la parte abajo es una imagen de reconstruccién de las neuronas piramidales CA1 (C) y CA3 (D)
y los estratos en los que extienden sus arboles basolaterales y apicales, se reconoce el stratum oriens
(s.0), el stratum piramidale (s.p), el stratum radiatum (s.r.), el stratum lacunosum moleculare (s.I.m) y el
stratum lucidum (exclusivo de CA3) (s.l). Barra 100 ym (Tomado y modificado de Amaral & Lavenex,
2007).
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1.5.1 CIRCUITO TRISINAPTICO

La formacién hipocampal posee un circuito trisindptico excitador que tiene inicio en la via
perforante de la CE; estas proyecciones contactan con las células granulares del GD, en
seguida envian sus axones (fibras musgosas) hacia las neuronas piramidales de la region
CA3, y éstas a su vez envian sus axones hacia las neuronas piramidales de la region
CAl mediante las colaterales de Schaffer; por uGltimo éstas envian la informacién al
subiculo (Sub) (Andersen et al., 2007).

La informacion procesada mediante este circuito trisinaptico permite relacionar las
diferentes aferencias sensoriales pertenecientes a diversos estimulos (por ejemplo,
provenientes de BO) gracias a que las células piramidales del hipocampo tienen un alto
grado de interconexion, se facilita las relaciones entre las diferentes entradas de

informacion (Figura 5) (Zhang et al., 2013).

A

Hipocampo

GD-}>CA3<[*CA1{>S

s

Via Perforante.

n | w | w | v ey
Corteza Entorrinal \ &

1_1

Corteza Cor_tgza Otras r_eglones
Piriforme Perririnal corticales
Orbitofrontal
Insula
Retrosplenial
BulbosOlfatorios Temporales
Amigdala Occipitales

Figura 5. Esquema general de las aferencias y eferencias de la corteza entorrinal e el hipocampo.
En (A) se observa un diagrama general de la comunicacion entre la CE y el hipocampo y las conexiones
directas e indirectas de los BO y otras regiones corticales de gran importancia. En (B) se muestra
directamente las conexiones sindpticas y vias de la formacion hipocampal, la primera sinapsis la de CE a
GD, la segunda de GD a CA3, y la tercera va de CA3 a CA1 (Andersen et al., 2007).
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1.6 BULBECTOMIA OLFATORIA BILATERAL

La bulbectomia olfatoria (OBX) es un procedimiento experimental que consiste en la
remocién de los BO que se encuentran ubicados en la parte rostral del telencéfalo (Masini
et al.,, 2004). La OBX induce inicialmente muerte ipsilateral de neuronas olfatorias
primarias y neuronas vomeronasales de la cavidad nasal y del 6rgano vomeronasal,

respectivamente (Chehrehasa et al., 2006).

La ablacion bilateral de los BO en ratas adultas conduce a una variedad de cambios de
comportamientos, neuroquimicos, endocrinos, e inmunolégicos semejantes a los
observados en sujetos deprimidos. Este modelo se basa en la hipotesis de que la
eliminacién de los BO, que son parte del sistema limbico, afecta a sus amplias redes
neuronales eferentes y perturba la conexion y funcionamiento de todo el sistema limbico
(Song & Leonard, 2005). El circuito limbico es esencial para regular los estados de animo,
emociones; por lo tanto, la OBX induce comportamientos de tipo depresivo (Czeh et al.,
2015; Hendriksen et al., 2015). La depresion se define como la alteracion en los afectos,
en el estado de animo o en los sentimientos (Sachar, 1985; Willner, 1990; Song &
Leonard, 2005). El tratamiento antidepresivo cronico alivia muchos de los déficits de
comportamiento siendo asi un modelo experimental valido para el estudio de la depresion
(Kelly et al., 1997).

Entre los cambios que son evidentes en la depresién y el modelo de OBX, se incluye el
aumento de la sensibilidad a ambientes estresantes (Hendriksen et al., 2015; Song vy
Leonard, 2005; Zueger et al., 2005) por ejemplo, el roedor muestra hiperactividad en la
prueba de campo abierto o en un ambiente novedoso. Ademas expresan aumento en la
irritabilidad (Song y Leonard, 2005) por lo que la rata muestra conducta muricida, agresion
territorial y deterioro de aprendizaje y memoria (Holubova et al., 2016). En este aspecto
los roedores muestran déficits en la prueba de evitacién pasiva y laberinto acuatico de
Morris (Nakagawasai et al 2003; Morales-Medina et al 2013a). También las ratas
muestran una mayor vulnerabilidad a los factores de estrés, alteracion en algunos niveles
de neurotransmisores como la serotonina que pueden promover trastornos del suefio,
ingesta de alimentos y cambios hormonales (Mc Ewen et al, 1994; Song & Leonard 2005;
Jaako et al., 2006).
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La OBX causa un incremento en la concentracion de glucocorticoides lo cual reduce en
gran medida la neurogénesis al nivel de GD (Kole, 2004). De igual forma la atrofia
neuronal en el hipocampo, se ha relacionado a altos niveles de glucocorticoides, lo que
provoca una reduccion en la densidad dendritica de neuronas piramidales CA1 y CA3 de
hipocampo y neuronas granulosas del GD. Estos cambios en la morfologia neuronal
coincide con la disminucién de la arborizacion neuronal en el hipocampo y otras regiones
cerebrales observadas en los cerebros post-mortem de sujetos que sufrieron depresion
(Cotter et al., 2005; Hercher et al., 2009).

1.6.1 BULBECTOMIA OLFATORIA NEONATAL

La bulbectomia olfatoria neonatal (OBXn) consiste en la extraccion de ambos BO en
etapas tempranas del neurodesarrollo. Diferentes estudios han observado que la OBX
unilateral realizada en el dia postnatal 1 (DPN1) produce una limitada recuperacién de la
olfacion en adultos jovenes (Hendrick et al., 1994), lo cual se relaciona con la capacidad
del I6bulo frontal para desplazarse o crecer hacia adelante para llenar la cavidad vacante.
Los resultados de la cirugia inician con la muerte de las neuronas sensoriales olfativas
maduras, pero los axones de las neuronas recién diferenciadas se extienden y hacen
contacto sinaptico con células multipolares corticales (Graziadei et al., 1978, 1979),
ademas también hay una penetracion del nervio olfatorio y la migracion de células de
CPF. La penetracion del nervio olfatorio solo ocurre cuando la OBX es desarrollada en
neonatos ya que no se ha observado algo semejante después de la OBX en ratas adultas
(Hendricks et al., 1994). Se muestra entonces que las consecuencias de la OBX entre
rata adulta y la rata neonatal son diferentes.

Como se mencion6 anteriormente, la OBX en rata adulta provoca trastornos relacionados
con los sintomas de depresion, padecimiento que no solo afecta a los adultos, sino
también comdnmente a nifios y adolescentes (Bylun & Reed 2007). En la depresion
infantil y adolescente los sintomas varian de acuerdo con la edad, ya que el cerebro
juvenil y el adulto tanto en humanos como en otros organismos difieren en muchos
aspectos tales como en la anatomia, la conducta, la respuesta al estrés y las lesiones
cerebrales (Bylun & Reed 2007).

10

—
| —



EFECTO DE LA BULBECTOMIA OLFATORIA NEONATAL EN LA MORFOLOGIA
DENDRITICA DE HIPOCAMPO Y CORTEZA ENTORRINAL DE RATA HEMBRA

Por tanto, los modelos perinatales pueden brindar informacién importante; el periodo de
gestacion de la rata es de aproximadamente 22 dias, en donde la neurogénesis cerebral
comienza alrededor del dia embrionario 11 y termina después del nacimiento, la
migracion celular continda a través de la primera semana postnatal y la sinaptogénesis
continla a una tasa elevada hasta aproximadamente el dia 25 postnatal. La primera
semana postnatal de las ratas corresponde al tercer trimestre de gestacion humano por
lo que cualquier manipulacién en la primera semana de vida a través de lesiones,
tratamientos farmacoldgicos o estrés, altera el neurodesarrollo y produce disfunciones
severas que son similares a los dafios en los humanos adolescentes (Kolb, 2005). De tal
manera que la propuesta de la OBXn como modelo animal se fundamenta en la hipétesis
de que la ausencia de BO durante el neurodesarrollo temprano puede provocar
condiciones que promuevan el desarrollo de un trastorno depresivo semejante al que se

expresa en jovenes humanos. No obstante, esto no es del alcance del presente proyecto.

1.7 PLASTICIDAD

La neuroplasticidad puede ser ampliamente definida como la capacidad del sistema
nervioso para responder a estimulos intrinsecos y extrinsecos y hacer cambios a nivel
estructural, funcional y en conexiones. Puede ser descrita en muchos niveles, desde el
sistema molecular y celular hasta el conductual; puede ocurrir durante todo el desarrollo,
en respuesta a estimulos ambientales, por ejemplo estrés y depresion, por lesiones o en
apoyo al proceso de aprendizaje (Cramer et al., 2011).

La plasticidad morfolégica que ocurre naturalmente, es un proceso que puede ser
provocado por la estimulacion ambiental y que es observado y medido en multiples
niveles (Briones et al., 2004; Holtmaat & Svoboda 2009; Muhammad et al., 2013). En
modelos animales los cambios en el hipocampo inducidos por el estrés estan
relacionados con la perdida de espinas, la atrofia dendritica, la pérdida de células glia 'y
el deterioro de la neurogénesis en el hipocampo y la CPF (Pittenger & Duman 2008; D'Sa
& Dumas 2002; Jay 2009). En consecuencia, el hipocampo, la CPF y estructuras
relacionadas generan un deterioro no solamente estructural, sino también en la funcion

(Reznikov et al., 2009). En el caso de una lesién, varios trabajos de investigacion sugieren
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que las diferentes regiones del cerebro presentan distintas susceptibilidades

dependiendo de su estado de madurez (YouRong et al., 2016).

1.7.1 LA PLASTICIDAD Y LA EDAD

Las primeras experiencias de vida adversas representan uno de los principales factores
de riesgo para desarrollar sensibilidad a los efectos del estrés o para desarrollar
trastornos mentales como la depresibn mayor. El periodo postnatal temprano se
caracteriza por expresar una considerable plasticidad del sistema nervioso en desarrollo.
Como tal, el medio ambiente postnatal temprano es critico por su capacidad para influir
en el comportamiento adulto (Ernst et al., 2006). Como se mencion6 anteriormente en los
animales, el olfato proporciona informacion critica sobre el medio ambiente y su privacion
completa en un periodo postnatal temprano puede provocar alteraciones en el desarrollo
neuronal y la funcién del cerebro, lo que sugiere que existe un "periodo critico" en el

desarrollo del sistema olfativo (Brunjes, 1985; Semjidsuren, 2008).

Por otra parte los efectos de un dafio o una lesion a una porcion del cerebro varian con
la edad exacta de la lesiéon. El dafio puede ser provocado por una variedad amplia de
manipulaciones que incluye la remocién de tejido por succion de areas corticales, dafio
excitotoxico e hipoxia-isquemia. En general estas diferentes manipulaciones muestran un
resultado consistente. Cuando el dafio se produce en la primera semana de vida se
presentan severas disfunciones mientras que si el dafio se produce en la segunda
semana de vida las alteraciones funcionales son menos severas. Las consecuencias
conductuales entre estos dos momentos de dafio (semana 1y semana 2 de vida) estan
correlacionados con una respuesta anatémica diferente. Por ejemplo el dafio en la
segunda semana induce neurogénesis, gliogénesis e hipertrofia dendritica mientras que
el dafio provocado en la primera semana tiene poco efecto en la neurogénesis y
gliogenesis y mucho menos efecto en la atrofia dendritica. Ademas diferentes efectos
sobre la expresion de proteinas han sido reportados. En general un dafio cerebral en la
primera semana de vida provoca menos consecuencias pero lleva a la atrofia dendritica

(Kolb, 2005). ElI uso de modelos animales en etapa neonatal, pueden ayudar a
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comprender como se llevan a cabo los mecanismos de plasticidad para entender las
diferencias en la respuesta al estrés y la vulnerabilidad a los trastornos.

1.7.2 ESTROGENOS Y LA PLASTICIDAD

Existe un camulo de evidencia que menciona que los machos y las hembras difieren tanto
en la estructura, como en la organizacion dendritica de las neuronas neocorticales (Kolb
& Stewart, 1991), la mayoria de estas diferencias dependen del sexo y en el sistema
nervioso de los mamiferos se deben en gran medida a las hormonas gonadales (Juraska,
1991; Kolb et al., 1998).

Los estrégenos tienen acciones importantes mucho mas alla del sistema reproductivo,
puesto que tienen la capacidad de inducir cierta plasticidad sinaptica al regular factores
neurotroficos y neuropeptidos (Brown et al., 2009). En modelos In vitro, se ha demostrado
que los estrogenos enddgenos, como el 17B-Estradiol protegen a las neuronas de
lesiones neurotoxicas en modelos de la enfermedad de Alzheimer, de hipoxia, de estrés
oxidativo del Parkinson, excitotoxicidad, y lesiones fisicas (McCollum et al., 2002). Estas
acciones neuroprotectoras tienen gran alcance en multiples regiones del cerebro,
incluyendo la corteza cerebral, el hipocampo, el cuerpo estriado, el cerebro anterior basal,

y el cerebelo.

En condiciones naturales los niveles fluctuantes de estradiol y progesterona producen
cambios estructurales en una variedad de nucleos cerebrales que incluyen al nucleo
hipotalamico ventromedial, al nicleo arcuato, al nicleo del septum lateral y también al
hipocampo. Especificamente, la densidad de espinas dendriticas o la forma de las
espinas en células tales como las neuronas piramidales CA1 del hipocampo es sensible
a estas hormonas (Woolley & McEwen, 1993) mientras que la longitud dendritica o el
numero de ramificaciones dendriticas no es afectada (Wolley & McEwen, 1994). De tal
forma que un incremento en las sinapsis de espinas CA1l mejora la funcién en tareas
dependientes del hipocampo (Wooley, 1998). Tales como la formacion de memoria
asociativa que esta relacionada con un incremento en la densidad de espinas (Leuner,
2003)
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2. JUSTIFICACION

El sistema nervioso experimenta cambios estructurales y funcionales detonados por
factores enddgenos o exdgenos. En las primeras etapas de vida, las experiencias
adversas representan uno de los principales factores de riesgo en la sensibilidad a los
efectos del estrés o al desarrollo de trastornos mentales como la depresion (Ernst et al.,
2006). No obstante se conoce poco acerca de los mecanismos que pueden alterar el

desarrollo del sistema nervioso central en organismos del sexo femenino.

Se ha hecho énfasis en que ante una lesion cerebral, los cambios compensatorios en el
cerebro dependen de la edad y del sexo (Kolb et al., 1998), no obstante la influencia
hormonal del ciclo estral ha limitado el interés por investigar como responde un organismo
hembra ante una lesion. Recientemente Prendergast et al., (2014) con un estudio de
meta-analisis, determina que el ciclo estral genera variacion en el comportamiento, en la
morfologia, fisiologia y en rasgos moleculares, sin embargo esas variaciones no son
suficientes para explicar las diferencias entre los sexos y entonces, existen otros factores

tales como el ambiente familiar que resultan de mayor impacto.

Aunado a esto, muchos modelos animales de enfermedades mentales tales como la
depresion ocupan organismos macho y los resultados son continuamente extrapolados a
las hembras tal es el caso del modelo de bulbectomia olfatoria propuesto como modelo
de depresion.

Los efectos de la bulbectomia olfatoria en rata han sido ampliamente estudiados y a partir
de ello de manera reciente se propuso el modelo de bulbectomia olfatoria neonatal
(OBXn) con la idea de producir un modelo de depresion infantil (Silva-Gomez 1998), no
obstante los resultados conductuales hasta el momento encontrados, muestran que los
roedores bulbectomizados no presentan alteraciones que pudieran ser relacionadas con
la enfermedad. Estas diferencias se han explicado en relacion al gran potencial que tiene
el cerebro de ratas neonatas y juveniles de compensar o recuperarse de un dafo, sin
embargo, solo se tienen datos de ratas macho. Por todo lo anteriormente expuesto,
resulta necesario tener informacién de los efectos de la OBXn en rata hembra, lo que
permitira aportar mayor informacion de las posibles diferencias relacionadas con el sexo

en cuanto a plasticidad neuronal.

14

—
| —


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2475802/#R43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2475802/#R43

EFECTO DE LA BULBECTOMIA OLFATORIA NEONATAL EN LA MORFOLOGIA
DENDRITICA DE HIPOCAMPO Y CORTEZA ENTORRINAL DE RATA HEMBRA

3. HIPOTESIS
La bulbectomia olfatoria neonatal, promueve alteraciones en la conducta locomotora, en

el aprendizaje espacial y en la morfologia neuronal de hipocampo y CE de la rata hembra.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la bulbectomia olfatoria neonatal en la actividad locomotora, en
memoria espacial y en la morfologia de neuronas de hipocampo y corteza entorrinal

dorsal de ratas hembra.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la actividad locomotora en campo cerrado de ratas hembra postpuber que

sufrieron bulbectomia olfatoria neonatal.

e Evaluar el aprendizaje y la memoria espacial de ratas hembras sometidas a OBXn.

e Analizar la longitud dendritica apical y basolateral asi como la densidad de espinas
dendriticas de las neuronas piramidales de hipocampo CA3 y CAl y neuronas

piramidales de corteza entorrinal dorsal en ratas hembras que sufrieron bulbectomia

olfatoria neonatal.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se ocuparon 48 ratas hembras Wistar de 7 dias de edad proporcionadas por el bioterio

“Claude Bernad” de la BUAP, las cuales se mantuvieron en condiciones estandares de

temperatura y humedad (21+ 1°C — 55%)), con ciclos de luz oscuridad de 12 horas (7 am-

7 pm), y libre acceso a alimento y agua. Se formaron dos lotes de tres grupos cada uno:

grupo 1: ratas bulbectomizadas en etapa neonatal (OBX), grupo 2: ratas SHAM (bulbos

olfatorios expuestos pero sin remocion) y grupo 3: ratas CON (ratas intactas). A los 60

dias (Sengupta 2013, Flores et al., 2014) al primer lote de animales se les midi6 la

actividad locomotora en campo cerrado y aprendizaje y memoria espacial mediante la

prueba de laberinto acuéatico de Morris. En cuanto al segundo lote, se obtuvieron los

cerebros para reportar la morfologia neuronal de hipocampo dorsal y corteza entorrinal

(Figura 6).

2 lotes
OoBX
(n=8)

0 —
48 ratas SHAM
neonatas (n=8)
Cepa Wistar

(7 Dias) CON
(n=8)

Figura 6. Diagrama general de trabajo.
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5.2 PROTOCOLO DE ABLACION DE BULBOS OLFATORIOS EN NEONATOS
La extraccion de bulbos olfatorios en ratas neonatas se realizo a los 7 dias de edad con
ayuda de anestesia por hipotermia. Brevemente se colocaron las ratas de 15-20 minutos
sobre hielo triturado para producir hipotermia (Flores et al., 2014). Una vez anestesiadas
y bajo condiciones asépticas se realizo la incision al nivel de I6bulo frontal, para exponer
por craneotomia los bulbos olfatorios. Estos fueron removidos por succién con una canula
adaptada a una jeringa. Durante este procedimiento se mantuvo hiumeda el area de la
incision de piel con solucion buffer pH7.4 frio (4°c) para evitar una hemorragia.
Posteriormente la herida se limpié y se suturd con hilo seda tres ceros absorbible. Como

analgésico a los animales se les aplico xilocaina en gel al 2% (Skelin et al., 2008).

Para la recuperacion de la anestesia se colocaron bajo una lampara y sobre un colchon
térmico. Una vez que despertaron de la anestesia se volvieron a colocar con sus madres.
Al grupo SHAM también se les realizd el mismo procedimiento, anestesia por hipotermia
y la exposicion de los bulbos olfatorios pero sin ser removidos. Mientras que los animales
del grupo control fueron Unicamente tomados por el experimentador (animales que no

recibieron tratamiento quirurgico).

Todos los animales fueron devueltos a sus madres y a los 26 dias fueron destetados y
agrupados de manera azarosa. Asimismo fueron visitados constantemente para verificar
su cuidado y su supervivencia y tomados brevemente por el experimentador para que se
acostumbraran al contacto hasta los 60 dias que se iniciaron las pruebas de conducta o

se realiz6 el sacrificio.

La cirugia y el cuidado de los animales fueron supervisados por el Dr. Carlos Escamilla

con cédula profesional 1107143 y por el personal técnico del Bioterio.
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5.3 PRUEBAS CONDUCTUALES
5.3.1 PRUEBA DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA EN CAMPO CERRADO

Esta prueba se realizé a la misma hora todos los dias de prueba, y bajo las mismas
condiciones de iluminacion y temperatura. Los animales fueron trasladados al laboratorio
de conducta 30 minutos antes para su relajacion debido al traslado. El registro de la
actividad locomotora de las ratas bulbectomizadas y sus respectivos controles consistio
en introducir al animal en una camara de actividad locomotora. Estas cajas son de acrilico

negro y miden 30 cm de alto X 28 cm de ancho y de largo 55 cm.

Estas cajas tienen 8 fotodiodos instalados a lo largo y a una altura de 8 cm del piso de la
caja. Las cajas se encuentran conectadas a una computadora (Figura 7) y cada vez que
el animal deambula por la caja se produce la interrupcion del haz de luz (imperceptible
para el animal) entre los fotodiodos; dicha interrupcion es cuantificada como un
movimiento. EI nUmero de movimientos fue registrado por el programa RmotionSensor
S4 2.0.1. (iDEC electronica) durante 6 intervalos sucesivos de 10 minutos cada uno
(registro total de 60 minutos).

Al finalizar la prueba, se tom6 nota del nUumero de movimientos por intervalo de tiempo
(actividad locomotora no acumulada) y el niamero total (actividad locomotora acumulada)
de cada animal.

Esta prueba es una de las pruebas mas simples para determinar actividad locomotora en
la rata y ha sido utilizada principalmente en la investigacion farmacolégica conductual
(Kalivas & Pierce, 1997). Los programas automatizados consisten en conectar una malla
de rayos infrarrojos que permiten analizar una gran variedad de variables del
comportamiento locomotor, incluyendo la actividad horizontal y vertical, movimientos de

lucha, distancia recorrida entre otras (Russell W. Brown, 2005).
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CAJA 2 CAJA 1

PC REMOTA

Fotodiodos

Figura 7. Esquematizacion del equipo de medicién de la actividad motora. Las flechas indican la hilera

de fotodiodos

5.3.2 PRUEBA DE LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

Para evaluar el aprendizaje y la memoria espacial se realiz6 la prueba de laberinto
acuatico de Morris (Morris et al., 1984). El procedimiento se realizdé en una tina circular
de 1.40 de diametro de entrada ,1.35m de diametro de la base y 80 cm de altura, la cual
se divide en cuatro cuadrantes (Oeste, Este, Sur, Norte). Dentro de la tina se coloca una
plataforma de escape de 40 cm de alto por 15 cm de didmetro al nivel de cuadrante Sur-
Este. Esta tina se encuentra en un cuarto de conducta que tiene minimizado el ruido y en
el cual hay sefales extra-laberinticas para ayudar a la ubicacién de la plataforma de
escape (figura 8). Previamente los animales fueron trasladados del Bioterio “Claude
Bernard” al cuarto de conducta donde permanecieron 20 minutos en reposo antes de
iniciar la prueba para disminuir el estrés generado por el traslado. Los animales tuvieron
gue encontrar la plataforma escondida situada 2 cm por debajo de la superficie del agua
tefiida de color blanco con colorante no toxico (diéxido de titanio). EI nimero total de
ensayos realizados por los animales fue de 24 en 6 dias de prueba. El primer dia se
realizaron 4 ensayos que corresponden a la fase de habituacién, que consistio en
introducir al animal con el rostro orientado hacia la pared de la tina. Durante un lapso de
tiempo de 120 segundos se le permitid el reconocimiento de la tina y si encontraba o no
la plataforma se les coloc6 sobre la plataforma de escape por 30 segundos. Para cada

ensayo el animal fue introducido a un cuadrante diferente. Se cuantifico la latencia de
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escape en segundos (tiempo en que la rata encuentra la plataforma). En los dias 2 al 5
se realizaron los siguientes 16 ensayos que corresponden a la fase de aprendizaje, se
cuantific6 nuevamente la latencia de escape, pero ya sin ser colocadas 30 segundos
sobre la plataforma. Quince dias después de la etapa de aprendizaje se realizaron los
altimos 4 ensayos (dia 6) correspondientes a la etapa de memoria, cuantificando también
la latencia de escape. Durante los 6 dias, la temperatura del agua se mantuvo a22 ° Cy
en cada ensayo, los animales eran secados con una toalla. También entre ensayo y
ensayo hubo un tiempo de 50 minutos para el descanso de los animales. Los animales

fueron introducidos a la tina desde los puntos que refiere a los puntos cardinales.

Punto de
insercion

Punto de Punto de

insercion insercion

> Sefial Visual

1.35 M

Figura 8. Esquema del laberinto acuético de Morris, se muestran las medidas de la tina y plataforma,
sefiales extralaberinticas (estrella) que la rata puede tomar como referencia para ubicar y encontrar la

plataforma y los cuadrantes donde se introduce el animal en cada ensayo.
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5.4. MORFOLOGIA NEURONAL
Para analizar la morfologia neuronal y la densidad de espinas dendriticas de neuronas
piramidales de hipocampo dorsal y corteza entorrinal los cerebros de las ratas del lote 2

se procesaron mediante el método de Golgi-Cox (Gibb & Kolb, 1997).

5.4.1 TINCION DEL GOLGI-COX

Los grupos del lote 2 a los 60 dias de edad fueron anestesiados con pentobarbital sédico
(70mg/Kg) y se les realizé una perfusién cardiaca con NaCl 0.9% para extraer el cerebro
limpio de sangre. Los cerebros extraidos se colocaron en 30 ml de solucién de Golgi-Cox
durante 14 dias en completa obscuridad. Cumplidos los 14 dias, los cerebros se
cambiaron a una solucion de sacarosa al 30% por 5 dias para poder ser cortados. Los
cortes fueron hechos con un vibrotomo (vibrotomo manual NVSL) de un grosor de 200
um al nivel de hipocampo dorsal y corteza entorrinal. Los cortes fueron montados en
laminillas previamente gelatinizadas al 2%, y se fijaron al vidrio haciendo presion sobre
el portaobjetos con papel filtro. Las laminillas se mantuvieron en una camara humeda
para evitar la desecacién del tejido durante una noche. La tincién fue revelada con
hidroxido de amonio (30 minutos) posteriormente un enjuague con agua destilada
(1minuto) después se fij6é con fijador Kodak seguido de un enjuague de agua destilada
(Iminuto) y a continuacion la deshidratacion del tejido con un tren creciente de soluciones
porcentuales de alcohol de 70% y 90% durante 1 minuto cada uno y dos pasos de 5
minutos en alcohol al 100%. Por ultimo, 15 minutos en Xileno para que después se
montara el cubreobjetos con resina sintética (Entellan). El secado fue en completa
obscuridad para su posterior observacion (Figura 9).
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Z N

Figura 9. A) Fotografia de un corte (Hipocampo Dorsal), ya obtenidas las imagenes de las lamillas se
procede a la observacién al microscopio. B) Neuronas Piramidales de Hipocampo. C) Representacion de
la observacion del microscopio y la proyeccion a la hoja para realzar el dibujo de la neurona que se
observa .Ya obtenido el dibujo se procede al Analisis de Sholl

5.4.2 ANALISIS DE SHOLL

Una vez secas las laminillas después de 5 dias de su preparacién, se realizaron dibujos
de neuronas para el andlisis morfoldgico. Se utiliz6 un microscopio 6ptico marca Leica el
cual tiene acoplada una cadmara lucida; se hicieron dibujos en 2D de 30 neuronas por
encéfalo, 10 de la region CA1, 10 de la regién CA3, 10 de corteza entorrinal (5 neuronas
del hemisferio derecho y 5 del hermisferio izquierdo de cada regién) . Solo se dibujaron
aguellas neuronas que tenian buena impregnacion de la tincion, completas y con soma
piramidal, preferentemente aisladas, es decir, que no formaran parte de un cumulo de

neuronas. Cada neurona fue dibujada con una amplificacién de 400x.

Una vez reconstruida la neurona se calculo su longitud y la arborizacion dendritica del
arbol apical y basolateral. Se analizaron por medio de la técnica de analisis de Sholl, que
consiste en lo siguiente: se pintan de diferentes colores las dendritas de acuerdo con su

grado de ramificacién, se consideran de primer orden las dendritas que surgen a partir
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del soma hasta que se ramifican, estas ramificaciones se denominaran de segundo orden
y asi sucesivamente. Después se coloca una plantilla trasparente de circulos
conceéntricos de 10 ym de separacion sobre la reconstruccion de la neurona, el soma de
la neurona se coloca en el centro de la plantilla y se cuenta el nUmero de intersecciones
dendriticas (arbol apical y basolateral por separado) en los circulos concéntricos (figura
6).

El analisis de Sholl antes descrito, nos permiti6 medir en cada neurona analizada: la
longitud dendritica total, que se refiere a la longitud del arbol dendritico conpleto, y la
densidad de la arborizacion dendritica (Sholl, 1953).

La densidad de espinas dendriticas la calculamos en dibujos de segmentos de una

dendrita de 3" orden de al menos 10 ym de longitud.

5.5. ANALISIS ESTADISTICO

La longitud dendritica total y la densidad de espinas dendriticas fueron analizadas
mediante una prueba de analisis de varianza de una via y una prueba post-hoc de Tukey,
considerando el tratamiento (bulbectomia olfatoria) como variable independiente. La
arborizacion dendritica se evalud con un analisis de varianza de dos vias y una post-hoc
de Tukey. Como variables independientes se consideraron al tratamiento (bulbectomia
olfatoria) y al circulo concéntrico, y como variable dependiente al numero de

intersecciones dendriticas.

Para analizar los datos de actividad locomotora se considerd la bulbectomia olfatoria
como variable independiente, se analizaron con un analisis de varianza de una via con
una prueba post-hoc de Tukey. Para el aprendizaje y la memoria se consider6 el
tratamiento como variable independiente y teniendo como variable dependiente el tiempo
de exploracion se analizaron con una ANOVA de una via y una prueba post-Anova de

Bonferroni.

Para los analisis se consideraron diferencias significativas cuando el valor de P<0.05.

Todo el procesamiento de datos se realizé en el programa GraphPad Prism version 5.0.
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6. RESULTADOS
6.1 MORFOLOGIA DE NEURONAS DE CORTEZA ENTORRINAL
En la figura 10 se muestran fotomicrografias de neuronas de Corteza entorrinal, se

observa el arbol basolateral y apical de cada neurona.

4

Arbol basolateral

-

Figura 10. Neuronas piramidales de corteza entorrinal. (A) CON, (B) OBX y (C) SHAM.
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Las neuronas de corteza entorrinal no muestran diferencias en la arborizacion dendritica
entre los grupos experimentales (figura 11). Tampoco en la longitud dendritica total se

observan diferencias respecto del tratamiento experimental (figura 12).

Arbol Apical

— —
A J

Intersecciones
dendriticas
N b o @ B

o
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Figura 11. Arborizacion dendritica de los grupos. El Arbol basolateral corresponde a la numeracion
negativa y la arborizacién apical corresponde a la numeracion positiva.
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Figura 12. Longitud dendritica total de neuronas de corteza entorrinal. (A) arbol basolateral y (B)
arbol apical.
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6.1.2 DENSIDAD DE ESPINAS DENDRITICAS DE CE
En la figura 13 se observan fotomicrografias de segmentos de dendritas con espinas

dendriticas del arbol basolateral y apical de neuronas de corteza entorrinal.

Basolateral Apical
2
Ll 10 ym
F-;1Qp% ; 10 um
C E
10 pm . i

Figura 13. Fotomicrografias de espinas dendriticas de neuronas de corteza entorrinal. Segmento

dendritico del arbol basolateral del (A) grupo CON, (B) grupo OBX, (C) grupo SHAM. En el lado derecho,
segmentos dendriticos del &arbol apical de las neuronas del (D) grupo CON, (E) grupo OBX y (F) grupo

SHAM.
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Los resultados muestran que el nimero de espinas dendriticas es similar entre los grupos
experimentales tanto para el arbol basolateral (figura 14 A) como para el apical (figura 14
B).

/ 10pm

No de espinas dendriticas

CON 0BX SHAM
GRUPOS

No de espinas dendriticas

SHAM

CON OoBX

GRUPOS

Figura 14. Densidad de espinas dendriticas del arbol apical de neuronas de corteza entorrinal. (A)
Arbol basolateral, (B) arbol apical.
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6.2 MORFOLOGIA DE NEURONAS CA3
En la figura 15 se muestran fotomicrografias de neuronas CA3 de los grupos

experimentales en las cuales se observa el arbol basolateral y el apical.

» A 5
Yok

Figura 15. Neuronas piramidales CA3 de hipocampo dorsal. (A) Neurona CA3 del grupo CON, (B)
neurona CA3 del grupo OBX, (C) neurona CA3 del grupo SHAM.
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Los resultados de las neuronas CA3 no muestran diferencias en la arborizacién entre los
grupos experimentales (Figura 16). En cuanto a la longitud dendritica total de los arboles
dendriticos basolaterales (Figura 17A) y apicales (Figura 17B) no se observan diferencias

entre los grupos.

Arbol Basolateral Arbol Apical

soma
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Figura 16. Arborizacién dendritica de los grupos. El Arbol basolateral corresponde a la
numeracion negativa y la arborizacion apical corresponde a la numeracion positiva.
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Figura 17. Longitud dendritica total de neuronas CA3. Arbol basolateral (A) y arbol apical (B).
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6.2.1 DENSIDAD DE ESPINAS DENDRITICA
En la figura 18 se observan segmentos dendriticos con espinas dendriticas del &rbol

basolateral y apical de neuronas CA3 de hipocampo dorsal de los grupos experimentales.

Basolateral Apical
A
10 pum 10 um »
€ F
10 pm 10 pm

Figura 18. Fotomicrografias de espinas dendriticas del arbol basolateral y apical de neuronas CA3.
Segmento de dendrita del arbol basal del grupo (A) CON, (B) grupo OBX, (C) grupo SHAM. En el lado
derecho, segmentos dendriticos del arbol apical de neuronas del (D) grupo CON, (E) grupo OBX y (F)
grupo SHAM.
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Los resultados muestran que la densidad de espinas del arbol basolateral del grupo OBX
es significativamente menor respecto del grupo CON y que el grupo SHAM muestra una
diferencia significativa comparando con el grupo CON (Fz, 21= 7.039, p= 0.0046) (Figura
19A). La densidad de espinas en el arbol apical es significativamente diferente entre el
grupo CON y el grupo OBX (F2, 21)= 3.798, p=0.0391) (Figura 19B).
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Figura 19. Densidad de espinas dendriticas de neuronas CA3. A) Arbol basolateral y (B) Arbol
apical.
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6.3 MORFOLOGIA DE NEURONAS CA1l
En la figura 20 se muestran fotomicrografias de neuronas CA1 de hipocampo de los

grupos experimentales impregnadas con solucion Golgi-Cox asi mismo se observa el

arbol basolateral y apical de cada neurona.

Arbol basolateral *

i

Arbol basolateral

Figura 20. Neuronas piramidales CA1 de hipocampo dorsal. (A) Neurona CA1 del grupo CON, (B)
OBX, (C) SHAM.
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Los resultados de arborizacion dendritica muestran que no hay cambios en la
arborizacion dendritica basolateral y apical, por efecto de la OBX o la cirugia SHAM
(Figura 21). No se observan diferencias tampoco en cuanto a la longitud dendritica total

de los arboles (Figura 22 Ay B).

Intersecciones
dendritica
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Figura 21. Arborizacién dendritica de los grupos. El Arbol basolateral corresponde a la numeracion
negativa y la arborizacién apical corresponde a la numeracion positiva.
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Figura 22. Longitud dendritica total de neuronas CAL. (A) Longitud dendritica total del &rbol basolateral
y Longitud dendritica del arbol apical (B).




EFECTO DE LA BULBECTOMIA OLFATORIA NEONATAL EN LA MORFOLOGIA
DENDRITICA DE HIPOCAMPO Y CORTEZA ENTORRINAL DE RATA HEMBRA

En la figura 23 se observan fotomicrografias de segmentos dendriticos con espinas del
arbol basolateral y apical de neuronas CA1 de hipocampo.

Basolatera Apical

Figura 23. Fotomicrografias de espinas dendriticas de neuronas CA1. Segmento de dendrita del arbol
basal del (A) grupo CON, (B) grupo OBX, (C) grupo SHAM. En el lado derecho, segmento dendritico del
arbol apical de la neurona (D) del grupo CON, (E) del grupo OBX y (F) del grupo SHAM.

1anto el arpol pasolateral, (Trigura Z4 A) COmMO €l apical (rngura Z4 B) de 10S grupos CUN,

OBX y SHAM tienen una densidad de espinas similar.
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Figura 24. Densidad de espinas dendriticas de neuronas CA1 de los grupos experimentales. (A)
Arbol basolateral y (B) arbol apical.

6.4 ACTIVIDAD LOCOMOTORA
No se observaron diferencias entre los grupos en la actividad locomotora, cuando se hizo

el andlisis por periodos de 10 minutos (figura 25) ni actividad locomotora acumulada
(figura 26).
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Figura 25. Actividad locomotora acumulada. Los valores indican la media de los
desplazamientos acumulados por intervalos de tiempo de 10 minutos
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Figura 26. Actividad locomotora total. Los valores indican la media de los desplazamientos totales
durante 60 minutos
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6.5 LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

En la prueba de aprendizaje y memoria, no se vio efecto de la bulbectomia olfatoria.
También se realizé la comparacién de los promedios de los grupos por los dias de
pruebas y se encontré diferencias solo al inicio de la prueba de aprendizaje, el dia dos
entre el grupo CON y el grupo SHAM (Fs, 126=56.96, p=0.0001) (figura 27)
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Figura 27. Aprendizaje y memoria en la prueba de laberinto acuatico de Morris. Se observan los
datos de latencia de escape. (A) Fase de Habituacion, (B) Fase aprendizaje, (C) Fase de memoria, (D)
Morris por dia: Dia 1=Habituacion, Dias de 2 al 5=Aprendizaje, Dia 6=Memoria.
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6.6 TAMANO DE BULBOS OLFATORIOS

Se analizo el tamafio de los bulbos olfatorios de las ratas bulbectomizadas a los 60 dias
de edad. En la figura 28 A se muestran los promedios de tamafio de los bulbos olfatorios
y se observa que el tamafio de los bulbos del grupo OBX es significativamente menor
comparado con el grupo SHAM y el CON (Fz, 21)= 12.43, p=0.0003).
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Figura 28.Tamafio de bulbos olfatorios de los grupos. (A) Grafica del promedio de los
bulbos olfatorios en (B) fotografia de un cerebro de cada uno de los grupos.
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7. DISCUSION
En el presente estudio, se analizd el efecto de la OBXn en ratas hembras sobre la
conducta motora, el aprendizaje espacial y la morfologia de las neuronas piramidales

CA1y CA3 de hipocampo dorsal asi como las de CE.

La OBX en ratas adultas provoca un espectro de alteraciones de comportamiento y de
remodelacion dendritica en areas especificas del cerebro, semejantes a las observadas
en cerebros post-mortem de sujetos que sufrieron depresion (Cotter et al., 2005; Hercher
et al., 2009). Especificamente, las neuronas piramidales de CPir y de CE sufren cambios
morfolégicos ante la ausencia de los BO (Wang et al., 2007) ya que son estructuras que
reciben conectividad directa de esas estructuras cerebrales (Morales-Medina et al.,
2013b). Otra de las estructuras que se afecta por la bulbectomia olfatoria es el
hipocampo, se ha reportado atrofia neuronal en células CA1l (Morales-Medina et al.,
2013a) y reduccion de la densidad de espinas dendriticas en las neuronas CA1, CA3y
del GD (Norrholm & Ouiment, 2001).

La OBXn en rata hembra, no provocé cambios en la arborizacién dendritica ni en la
densidad de espinas dendriticas en las neuronas de CE. Estos resultados difieren de los
observados posterior a la OBx en rata macho adulta (Morales-Medina et al., 2013b) y a
los encontrados por Torres de la Luz (2012) quien reportd alteraciones en la morfologia
de neuronas de CE de rata macho con OBXn. Las diferencias en el efecto de la
bubectomia olfatoria neonatal y la bulbectomia olfatoria en rata adulta, pueden deberse
a gue en los primeros siete dias de vida, cualquier lesion o dafio altera la neurogenesis y
la gliogenesis (Kolb, 2005) que pueden llevar a un proceso de recuperaciéon del sistema,;
mientras que las diferencias observadas con ratas macho bulbectomizados en la etapa
neonatal, pueden deberse a las diferencias naturales que existen entre el cerebro
masculino y el cerebro femenino que se relacionan principalmente con el volumen de
nucleos especificos, la densidad de neuronas, la complejidad de arborizacién dendritica

y la expresion de neuropeptidos (LaCalle, 2006).

Por otro lado, un factor importante a considerar es la cepa de la rata, ya que existen
diferencias en la respuesta que cada tipo de rata expresa ante un estimulo ambiental

adverso al que son expuestas. Por ejemplo, existen diferencias en la sensibilidad al estrés
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entre diferentes cepas de ratas, la cepa Wistar-Kyoto se considera hiperactiva a factores
estresantes en comparacion con las ratas Fisher y las ratas Wistar (Redei et al., 1994) y
todas estas tienen diferentes perfiles de comportamiento en comparacion con las ratas
Sprague-Dawley (Zafar et al., 1997). Asimismo, las ratas Wistar por efecto de OBX
desarrollan sintomas similares a la depresién, sintomas que no son observados en ratas
Long Evans bulbectomizadas (Vieyra-Reyes et al.2008). De acuerdo a esto, la mayoria
de los estudios sobre efectos de la OBx en rata han utilizado como modelo bioldgico a la
rata Sprague-Dawley (Morales-Medina et al., 2013a, 2013b).

En relacion a los resultados observados de neuronas CA3 del hipocampo, los resultados
concuerdan parcialmente con los observados por Torres de la Luz, (2012), ya que él
reporta que las neuronas CA3 de la rata macho con OBXn no son afectadas ni en la
arborizacion dendritica ni en la densidad de espinas dendriticas, mientras que las
neuronas CA3 de rata hembra con OBXn sufren una disminucion de la densidad de
espinas dendriticas (datos del presente estudio). Al respecto, varios factores como el tipo
de estrés, la especie, el sexo y la duracion del estrés influyen en la respuesta morfolégica
o fisiologica de la neurona. Por ejemplo se ha observado una disminucién (Magarifios et
al., 1995, Conrad et al., 1999, Stewart et al., 2005, Conrad et al., 2012, Orlowski et al.,
2012), un aumento (Sunanda et al., 1997, Sandi et al., 2003) o ningun cambio (Magarifios
et al., 1996) en la densidad de espinas dendriticas de las neuronas CA3 por diversos

tipos de estrés.

Las espinas dendriticas son especializaciones estructurales y funcionales de las
neuronas y estan encargadas de recibir y procesar informacién aferente; son estructuras
dindmicas que pueden cambiar en respuesta a sefiales ambientales o a la activacion de
receptores mediados por neurotransmisores (Spruston & McBain, 2007). El mecanismo
descrito para generar atrofia neuronal implica un fenémeno de exitocitoxidad
desencadenado por la entrada masiva de Ca?* Este flujo masivo de Ca?* es el resultado
de la activacion de receptores NMDA vy es el evento que modula la actividad de algunas
proteinas y algunos complejos de union a la actina, proteina del citoesqueleto que regula
la motilidad, la estructura, la formacién y/o la pérdida de las espinas dendriticas (Soria &
Perez, 2012).
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En el hipocampo las espinas dendriticas han mostrado regular el Ca?* de manera
independiente a la dendrita de origen (Gutherie et al, 1991), ya que el secuestro de Ca?*
se produce en el cuello de las espinas se regula el intercambio de Ca?* entre la cabeza
de la espina y la dendrita. Esto representa un efecto neuroprotector, pues previene de
citotoxicidad a las dendritas y a las neuronas mediante la restriccion de la entrada masiva

de Ca?* a de la region sinptica (Rutishauser et al., 1996).

Por otro lado, en la OBX existe un rasgo de comportamiento depresivo que es la
hiperlocomocién que se asocia con la incapacidad de adaptarse a un ambiente novedoso
(Kelly et al., 1997; Flores et al., 2005). Esta alteracion es relacionada con cambios en
algunos sistemas de neurotransmision que implican un incremento en la innervaciéon de
fibras serotoninergicas a la corteza frontal (Huether et al., 1997; Grecksch et al., 1997),
lo que a su vez promueve una activacion del sistema dopaminergico y por lo tanto un
incremento en la actividad locomotora. La OBXn en rata hembra no provoca cambios en
la locomocion de ratas, resultado que es semejante a lo reportado por Flores et al (2014)
y diferente a lo reportado por Torres de la Luz (2012) quien encontré que la OBXn en rata
macho provoca hiperlocomocion a los 60 dias postnatales. Esta diferencia es dificil de
explicar ya que se ha mencionado que las ratas de manera natural son hiperactivas, esto
mismo se ha observado cuando las ratas a se someten a la rueda para correr, a pruebas
de campo abierto y a conductas neofobicas (Waker et al., 2001; Vernotica & Morrell,
1998) no obstante puede deberse a la manera en la cual las hembras y los machos
exploran su ambiente (Tropp & Markus, 2001; Alstott & Timberlake, 2009) o a que la
reorganizacion del I6bulo frontal posterior a la bulbectomia olfatoria modifica la funcién

de las cortezas motoras y premotoras (Hendricks et al., 1994).

En roedores y en humanos, el estrés y la depresion estdn asociados con déficits de
aprendizaje y memoria (Castafieda et al., 2008; Hooge et al., 2001). Los animales adultos
con OBX muestran deficiencias en la conducta de evitacién pasiva, una condicion
asociada con las deficiencias de aprendizaje y relacionada con el hipocampo (Sieck,
1972; Kelly et al., 1997; Nakagawasai et al., 2003). Esta estructura se desarrolla y se
diferencia hasta la edad posnatal y varios estudios de lesiones neonatales en ratas han

demostrado deterioros en la memoria (Altaman & Bayer., 1990; Chambers et al., 1996;
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Marquis et al., 2006). A diferencia de Torres de la Luz, (2012) quien demuestra que las
ratas macho con OBXn presentan un ligero déficit en encontrar la plataforma de escape
en el laberinto acuatico de Morris durante las fases de habituacion y aprendizaje, en el
presente estudio no observamos efecto de la OBXn en el aprendizaje y la memoria
espacial de las ratas hembra. Inicialmente, estas diferencias pueden relacionarse con el
efecto de las hormonas gonadales de estas ratas, no obstante la capacidad de
aprendizaje y la memoria espacial en cada etapa del ciclo estral no est4 directamente
asociada con las diferencias hormonales del ciclo estral (Berry et al 1997) e incluso la
remocién de estrogenos no previene el proceso de adquisicion de la memoria (Leuner et
al., 2004) por tanto es posible que la capacidad de recuperacién de un dafio y la habilidad

para resolver una tarea se base en mecanismos diferentes.

La formacién de memoria espacial en el hipocampo se produce a través de la
potenciacion a largo plazo (LTP) y la plasticidad sinaptica en CA1 principalmente, por
tanto el giro dentado y las neuronas CA3 tienen menos importancia (Tsien et al., 1996,
Chen & Tonegawa, 1997). Moriguchi (2008) y Fukunaga et al, (2009) exploraron como la
bulbectomia olfatoria afecta la LTP en la region CAl y ellos encontraron que la
bulbectomia olfatoria aminora la LTP en esta regién y en el giro dentado.

Es importante considerar que las consecuencias de la OBX en rata adulta y neonata son
enteramente diferentes (Racekova & Orendacova, 2007) aunque en los dos modelos se
inducen mecanismos plasticos de regiones del cerebro asociadas a la olfacién o al
procesamiento de emociones (Morales-Medina et al., 2013a). En la rata, el olfato es un
componente importante en los sistemas quimiosensoriales que participan en la
eliminacion de sefiales olfativas para regular el comportamiento de alimentacion. La OBX
altera el patron tipico de alimentacion del roedor o el patrén de mordisqueo persistente
(Larue, 1975a; Larue & Le Magnen, 1971, 1972). En la rata adulta, en las primeras
semanas posteriores a la cirugia, los animales pierden su capacidad para discriminar los
diferentes alimentos (Le Magnen, 1969), incluyendo los alimentos muy apetecibles (Larue
y Le Magnen de 1967, 1970, 1972; Primeaux et al, 2003). En este estudio las ratas
hembras con OBXn no muestran cambios en su peso (Anexo A) por lo que sugerimos

gue la OBXn en rata hembra tiene poco o ningun efecto sobre el peso corporal o en la
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ganancia de peso debido a que la remocion de los BO no produce anosmia total (Flores
et al., 2014).

En ratas adultas la remocién de BO provoca que las recién formadas neuronas receptoras
olfativas envien sus axones a través de la placa cribosa hacia grandes neuronas o hacia
otras estructuras del cerebro lo que permite que el nervio olfatorio penetre en el sistema
nervioso central para hacer conexiones funcionales que apoyen la deteccion y la
discriminacion de olores. Por el contrario, la ablacion de BO en roedores neonatos resulta
en un marcado desplazamiento del I6bulo frontal para llenar la cavidad vacia por la
bulbectomia (Graziadei et al., 1979; Hendricks et al., 1994; Slonick et a., 2004). No
obstante, eso no implica necesariamente que las conexiones que existen entre el bulbo
olfatorio regenerado y el sistema limbico sean conexiones eficientes y por tanto son

necesarios mas estudios al respecto.

Por otra parte, algunos estudios han demostrado que la exposicion a estrés durante la
segunda semana de gestacion provoca una reduccién en la densidad de espinas en la
CMPF y un incremento de esta variable en Nacc, ademas la separacion materna
incrementa la densidad de espinas en la CPF, en la corteza olfatoria y en el nucleo
accumbens lo que indica que el cerebro es susceptible a los efectos del estrés pre o
postnatal (Liston et al., 2006; Muhammad & Kolb, 2011). De acuerdo a esto, el tipo de
anestesia y el cuidado materno resulta de gran importancia para la pronta recuperacion
de los eventos estresantes durante la cirugia, en este aspecto el cuidado post-cirugia de
los animales fue estricto por parte del experimentador, o que permitié una supervivencia
del 30%. Sin embargo resulta importante considerar que de por si el tratamiento
experimental es agresivo y por tanto alguno de los resultados pudieran ser explicados
como efecto de la hipotermia ya que este tipo de anestesia no es un método totalmente
libre de riesgos (Dannman & Mandrell 1997) y genera estrés ya que activa al eje HPA y por
tanto se promueve el incremento en la liberacion de glucocorticoides que han sido
nombrados como responsables de la disminucion en la densidad de espinas dendriticas

en hipocampo (Alexander et al., 2014).
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Los presentes resultados muestran datos que sugieren plasticidad neuronal ya que los
mecanismos de neuroplasticidad son mudltiples, desde modificaciones morfolégicas
extensas como la regeneracion de axones y la formacion de nuevas sinapsis, hasta
sutiles cambios moleculares (Poch, 2001). Por ejemplo, una lesién cerebral altera la
organizacion sinaptica del cerebro, y cuando hay mejoria funcional después de la lesion,
existe una reorganizacion de los circuitos neuronales. Estos eventos pueden ser
influenciados por varios factores, tales como el factor hormonal (Kolb & Gibb, 2011) ya
gue el hipocampo responde a hormonas de las gbnadas, de la tiroides y de las glandulas
suprarrenales, para modular la formacién de sinapsis y la estructura dendritica y para
regular el volumen del giro dentado durante el desarrollo y en la vida adulta (McEwen,
1999). Resulta de interés considerar para futuras investigacion el papel de los estrégenos
en el efecto de la bulbectomia olfatoria puesto que el alcance del presente proyecto no
permite sugerir que hay un efecto hormonal en la expresion de la morfologia neuronal.
Sin embargo, ha sido claramente expuesto que el estradiol modula la respuesta del tejido
nervioso ante una lesion y participa en la reorganizacion del tejido nervioso denervado
(McEwen & Alves, 1999; Garcia-Segura et al, 2001).

Adicionalmente, entre la edad en que se realizd la OBXn y la edad en que se midieron
las pruebas hay un lapso de tiempo, en el que se podrian expresar mecanismos de

recuperacion de los dafios generados por la lesion.
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8. CONCLUSION

e La OBXn en ratas hembras no provoca alteraciones en la actividad locomotora ni en
el aprendizaje y memoria espacial.

e LaOBXn en larata hembra provoca alteraciones drasticas en la morfologia dendritica
de neuronas de hipocampo ni de corteza entorrinal.

e La OBXn provoca una reduccion de la densidad de espinas dendriticas en las

neuronas CA3.
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Figura 29. Pesos de ratas hembra con OBXn. En la grafica se muestran los

pesos de los grupos en diferentes dias postnales




