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Estudio de la morfologia neuronal de la region CA3 dorsal y CA3 ventral de hipocampo de ratas

sometidas a estrés cronico: posible dimorfismo sexual.

Glosario de abreviaturas

e ACTH: hormona corticotropina

e CRH: hormona liberadora de corticotropina
e DG: giro dentado

e E:este

e GC: receptores de glucocorticoides

e HC: hembra control

e HE: hembra estresada

e HPA: hipotalamo-pituitario-adrenocortical
e MC: macho control

e ME: macho estresado

e MR: receptores de mineralocorticoides

e N: norte

¢ NMDA:N-metil-D-aspartato

e O: oeste

e PVN: nlcleo para ventricular

e POMC: propiomelanocortina

o S:sur

e SO: estrato oriens
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Estudio de la morfologia neuronal de la region CA3 dorsal y CA3 ventral de hipocampo de ratas
sometidas a estrés cronico: posible dimorfismo sexual.

e SLM: estrato lacunosum-moleculare
e SR: estrato radiatum
e SP: estrato piramidal
e LC:Locus Coeruleus

e LAM: Laberinto Acuatico de Morris

e SNS:sistema nervioso simpatico
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Estudio de la morfologia neuronal de la region CA3 dorsal y CA3 ventral de hipocampo de ratas
sometidas a estrés cronico: posible dimorfismo sexual.

Resumen
Se entiende por estrés toda demanda fisica o psicologica inhabitual que provoca

un estado de ansiedad. Estudios en roedores han demostrado que el estrés
induce remodelacion dendritica de las neuronas piramidales CA3 del hipocampo
dorsal, que se caracteriza por el acortamiento reversible y la desramificacion de
las dendritas apicales; ademéas el estrés promueve una disminucion de la
neurogénesis del giro dentado. En este trabajo se analiz6 la morfologia de
neuronas CA3 de hipocampo dorsal y ventral y la memoria espacial de ratas
sometidas a estrés cronico por restriccion de movimiento. Se utilizaron 24 ratas
adultas (lote 1),12 machos y 12 hembras con las cuales se formaron 4 grupos: 1.
MC (machos control), 2. ME (machos estresados), 3. HC (hembras control) y 4.
HE (hembra estresada) con una n=6 cada grupo. Las ratas de los grupos ME y HE
fueron introducidas en cajas de restriccion de movimiento por 6 horas diarias,
durante 21 dias, para inducir estrés cronico; los grupos control no sufrieron
ninguna manipulacién. Para la prueba de aprendizaje y memoria espacial, se
utilizaron también 24 ratas adultas (lote 2), divididas y manipuladas de la misma
forma descrita arriba. Un dia después del periodo de restriccion, los animales del
lote 1 fueron anestesiados para extraer el cerebro el cual permaneci6 en solucién
Golgi-Cox por 14 dias en obscuridad absoluta, después se cambi6 la solucién por
sacarosa al 30%, donde permanecieron por 2 dias. Se hicieron cortes coronales
de 200 um los cuales fueron revelados y fijados con resina. De la region CA3
dorsal y CA3 ventral se obtuvieron dibujos de las neuronas piramidales con ayuda
de una camara lucida y un microscopio DME Leica. A los dibujos se les aplico el
analisis de Sholl para medir la arborizacion y la longitud dendritica, también se
midio la densidad de espinas dendriticas. A los animales del segundo lote, se les
aplicé la prueba de aprendizaje y memoria espacial mediante el laberinto acuatico
de Morris después del periodo de restriccion. Se observd que el arbol dendritico
basolateral de las neuronas CA3 de hipocampo dorsal e hipocampo ventral de
ratas hembra estresadas es afectado con una disminucién en su longitud. Estas
mismas ratas mostraron deéficit en el aprendizaje espacial. Los machos no

mostraron cambios ni en la morfologia ni en la prueba de memoria espacial.
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Estudio de la morfologia neuronal de la region CA3 dorsal y CA3 ventral de hipocampo de ratas
sometidas a estrés cronico: posible dimorfismo sexual.

Introduccion

Hipocampo

El hipocampo es el tejido cerebral que ha mostrado poseer una gran plasticidad
neuronal. Es un area relacionada con la corteza cerebral que se ubica al interior
del lébulo temporal. Se le considera una invaginacion de la arquicorteza,
producida por la formaciéon de la fisura del hipocampo, la que empuja a la
arquicorteza (hipocampo) para que haga una prominencia en el piso del cuerno
inferior (figura 1). Tiene una longitud de aproximadamente 3.5 a 4 cm. Se han
identificado dos grandes regiones dentro del hipocampo. La region dorsal que se
encuentra hacia la parte frontal del cerebro y la region ventral que se ubica en la
parte media y hacia la region caudal del cerebro. Las funciones regionales
especificas del hipocampo se asocian con el tipo de evento; el hipocampo ventral
se ha relacionado con la memoria de miedo y el aprendizaje de rechazo, mientras
que el hipocampo dorsal cumple con un papel critico en el aprendizaje y en la
memoria del entorno (Ziegler y Herman, 2002; Calfa et al., 2007).

Figura 1.- Hipocampo: regién CA1l, CA2, CA3 y giro dentado (DG) en rata (Tomado y modificado de
Andersen et al., 2007).
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Estudio de la morfologia neuronal de la region CA3 dorsal y CA3 ventral de hipocampo de ratas
sometidas a estrés cronico: posible dimorfismo sexual.

Division de hipocampo dorsal y ventral

Las proyecciones aferentes y eferentes del hipocampo se encuentran organizadas
en el eje longitudinal (figura 2). La principal aferencia, la corteza entorrinal, inerva
con su banda dorso-lateral al hipocampo dorsal y la banda ventro-medial a la

region ventral del hipocampo (Amaral y Witter, 1989).

/ Dorsal l Ventral

Dorsal

"x__lzquierda Derecha

%
%

Ventral

Figura 2.- Se muestra del lado derecho la estructura general de hipocampo dorsal y del lado izquierdo la

estructura de hipocampo ventral en rata (Tomado y modificado de Andersen et al., 2007).

Estas bandas presentan diferente conectividad: mientras que la regiébn que
proyecta al hipocampo dorsal recibe proyecciones de la neocorteza, la regién que
proyecta al hipocampo ventral recibe aferentes de nucleos subcorticales, como la
amigdala (Dolorfo y Amaral, 1998a; Dolorfo y Amaral, 1998b). También hay
conexiones directas entre el hipocampo ventral y la corteza prefrontal, la amigdala,
el hipotdlamo y otros ndcleos subcorticales, que son ausentes en la regidbn mas
dorsal del hipocampo (Verwer et al., 1997; Pitkanen et al., 2000; Kishi et al., 2006;

Laboratorio de Neurofisiologia Experimental, Esc. de Biologia. Péagina 5



Estudio de la morfologia neuronal de la region CA3 dorsal y CA3 ventral de hipocampo de ratas
sometidas a estrés cronico: posible dimorfismo sexual.

Cenquizca y Swanson, 2006) lo cual contribuye a la marcada diferencia anatémica
y funcional que caracteriza al eje longitudinal del hipocampo.

De acuerdo con la segregacion estructural mencionada previamente, el hipocampo
se diferencia funcionalmente en su eje longitudinal, siendo la region dorsal la mas
involucrada en el procesamiento espacial y la region ventral en los procesos de
ansiedad y control inhibitorio del comportamiento (Bast y Feldon, 2003;
Bannerman et al., 2004). Estas diferencias favorecen la idea de una segregacion
funcional, con posibilidad de multiples representaciones de un mismo evento a lo
largo del eje dorso-ventral. La capacidad de codificar diferentes estimulos con una
Gnica representacion topogréafica a lo largo del eje longitudinal del hipocampo
proporciona un re-acceso a las diferentes regiones de la neocorteza asociadas
con cada estimulo a posteriori. Esto sugiere que el hipocampo podria actuar como
una zona de convergencia de datos codificados en zonas anatomicamente

distantes en la neocorteza, contribuyendo a su activa asociacion.

Circuito trisinaptico del hipocampo

El circuito principal del hipocampo se origina en la corteza entorrinal, que proyecta
a través de la via perforante al giro dentado. Desde alli, los axones de las células
granulosas contactan con las neuronas piramidales de CA3 y éstas a su vez con
las de CALl finalizando el circuito en la corteza entorrinal. Este circuito, mediado
fundamentalmente por el glutamato, regula las funciones cognitivas como el

aprendizaje, memoria y emociona (figura 3) de los individuos.

Laboratorio de Neurofisiologia Experimental, Esc. de Biologia. Péagina 6
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sometidas a estrés cronico: posible dimorfismo sexual.

CA1

Corteza dentado CA3

Entorrinal

Figura 3.- Circuito trisinaptico glutamatérgico (Tomado y modificado de Scharfman y Rene, 2007).

El hipocampo también se divide en diferentes areas, las cuales son: CA1, CA2,
CA3 y CA4, y en las cuales se expresan neuronas piramidales denominadas de

acuerdo a la region en la que se encuentran.

El hipocampo ha sido dividido en zonas y areas de las cuales se han llegado a

describir 7 capas o estratos celulares (Issason, 1982; Amaral et al, 2007):

< Estrato Piramidal (SP)
Esta constituido por células piramidales grandes y pequefias. De acuerdo al
tamafio de las neuronas piramidales existe un estrato denso que es el mas
superior y que esta formado por neuronas piramidales de pequefio tamafio y un
estrato menos denso, que esta ubicado un nivel mas abajo y de neuronas
piramidales de mayor tamafio. Solamente las neuronas de este estrato envian sus
prolongaciones fuera del hipocampo, de tal manera que las Unicas neuronas que

estan respondiendo a los estimulos que llegan al hipocampo son ellas. Sus

Laboratorio de Neurofisiologia Experimental, Esc. de Biologia. Péagina 7
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sometidas a estrés cronico: posible dimorfismo sexual.

axones van a constituir el alveo y la fimbria, por lo tanto se puede decir que la
célula piramidal es una neurona principal o extrinseca, en cambio, las neuronas de
los otros dos estratos son neuronas intrinsecas, por el hecho de que sus axones
van a dirigirse a hacer sinapsis con las prolongaciones y con las dendritas de las
células piramidales, formandoles una especie de canasta alrededor, cuyo papel es

liberar un neurotransmisor inhibitorio.

« Estrato oriens (SO)
Es la regidn infrapiramidal en la que hay algunas de las conexiones asociativas de
CA3 a CA3yde CA3aCAl

s Estratum lucidum (SL)
Esta localizado en la parte superior de CA3, pero no sobre CA1l y CA2; es una
zona a celular estrecha, presenta un engrosamiento en su extremo distal, donde
por lo menos a nivel septal del hipocampo, las fibras musgosas se curvean
temporalmente y viajan en sentido longitudinal. Marca la frontera entre CA3 y CA2.

% Estrato radiatum (SR)
Definido como la region supra piramidal en donde se pueden encontrar
conexiones asociativas de CA3 a CA3 y de CA3 a CAl, ademéas de conexiones
gue involucran las colaterales de Schaffer.

% Estrato lacunosum- moleculare (SLM)
Es la capa mas superficial del hipocampo, en esta capa es donde las fibras de la
corteza entorrinal terminan. Aferencias de otras regiones como el nucleo reuniens

de la linea media del hipotalamo también alcanzan como punto final en esta capa.

% Alveus
En su mayor parte es de materia blanca de los axones de las células piramidales

profundas del hipocampo y de otras regiones.

Laboratorio de Neurofisiologia Experimental, Esc. de Biologia. Péagina 8
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< Zona epitelial
Es la capa que se extiende a lo largo de los ventriculos para separarlos del

hipocampo.

Figura 4.- Neurona piramidal CA3 de hipocampo. Se observa un arbol basolateral que se extiende
hacia el estrato oriens (so) y un arbol apical que se proyecta de dos ramificaciones apicales
principales hacia el estrato lacunosum-moleculare (slm). La barra indica 100 um. estrato radiatum (sr)
estrato piramidal (sp) y estrato lucidum (sl) (Tomado y modificado de Andersen et al., 2007).

Laboratorio de Neurofisiologia Experimental, Esc. de Biologia. Péagina 9
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El hipocampo también se divide en diferentes areas, las cuales son: CA1, CA2,
CA3 y CA4 (figura 1), y en las cuales se expresan neuronas piramidales

denominadas de acuerdo a la region en la que se encuentran.

Células piramidales CA1

Estas neuronas piramidales tienen un soma en forma de piramide del cual
emergen un arbol dendritico apical y un arbol dendritico basolateral; estos dos
arboles ocupan un volumen conico. El tamafio de estos arboles depende de la
edad y la especie. La longitud combinada de todas las ramas dendriticas de CA1
es de alrededor de 12.0 y 13.5 mm. Las dendritas basolaterales se encuentran en
el estrato oriens y las dendritas apicales se localizan en el estrato lacunosum-
moleculare. En rata las dendritas basolaterales representan alrededor del 40%, y
las dendritas apicales alrededor del 24% del volumen dendritico total. (Bannister y
Larkman, 1995; Isisuka et al., 1995; Trommald et al., 1997; Megias et al 2001.)

Células piramidales CA3

Las células piramidales tienen un arbol dendritico basal que se extiende a la fisura
del hipocampo (Ishizuka et al., 1995). La longitud dendritica y la organizaciéon de

las células piramidales CA3 son bastante variables.

Las células mas pequefias, con un soma de 300 um o 20 um de didmetro, se
encuentran en los miembros de la circunvolucién dentada y tienen una longitud
dendritica total de 8 a 10 mm. Las células mas grandes, con un tamafio de soma
de alrededor de 700 um de diametro, tienen longitudes dendriticas totales de 16 a
18 mm. La distribucién de los arboles dendriticos de las células piramidales CA3
situadas en las extremidades de la circunvalacion dentada, por ejemplo, tiene

pocas 0 ninguna de sus dendritas que se extienden en el estrato lacunosum-
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moleculare (figura 4) y por lo tanto estas células reciben poca o ninguna entrada
directa desde la corteza entorrinal. Sin embargo, las células reciben mayor nimero
de terminales de fibras musgosas sobre sus arboles dendriticos apical y basal y

estan por lo tanto bajo una mayor influencia de las células granulares.

Las neuronas poseen espinas dendriticas, en las neuronas piramidales CA3 se

encuentran dos tipos de espinas (figura 5)

1. Excrecencias: las

cuales se encuentran

en el estrato lucidum.

2. Espinas dendriticas que )

se encuentran sobre

todas las dendritas y

son mas densas en la _ _ ) _
Figura 5: A) Fotomicrografia que muestra racimos de

parte aplcal. excrecencias (flechas) dendriticas de neurona piramidal CA3.
(Tomado y modificado de: Gonzales et al., 2009). B) Espinas
dendriticas sefialadas con las flechas. (Tomado y modificado de:

Fregozo y Pérez, 2012) Barra = 25 pm.

Dendritas apicales

Una sola dendrita apical emerge desde el vértice del soma piramidal. En la
mayoria de los casos la dendrita apical primaria se extiende por varios cientos de
micras antes de ramificarse para formar un penacho apical, que consta de las
dendritas que se ramifican un par de veces antes de terminar. En algunos casos la
dendrita apical primaria se bifurca para formar dos dendritas apicales

principales. Las dendritas apicales primarias dan origen a varias ramas oblicuas,
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gue normalmente se ramifican una o dos veces. En algunos casos la dendrita
apical primaria se bifurca mas cerca del soma, dando lugar a dendritas apicales

dobles, cada uno dando lugar a varias ramas oblicuas.

Las dendritas apicales de las neuronas piramidales de la region CA3 del
hipocampo reciben entradas de fibras musgosas, que forman sinapsis con las
excrecencias; mientras que las fibras de la corteza entorrinal y fibras de la
comisura forman sinapsis en las partes distales de las dendritas apicales
(Ishisukaet al., 1995).

Dendritas basales

Las dendritas basales reciben aportaciones de ramas colaterales de fibras
musgosas (Frostscher 1985; Moore 1975; O'Keefe, 1978). Visto desde abajo, el
arbol dendritico basal parece muy similar en su forma a una neurona estrellada
(Elston y Rosa, 1998). Una dendrita principal basal emerge desde el vértice del

soma piramidal.

Espinas dendriticas.

Las espinas dendriticas son pequefias protuberancias espinosas sobre las
dendritas, cuya funcion principal es ampliar la entrada sinaptica de las neuronas
del hipocampo, la corteza cerebral y otras regiones (Sunanda et al., 1995).La
densidad de excrecencias y el area ocupada por ellas estan sujetas a cambios
dependientes de una variedad de factores tales como la desnutricion (Schoreiter
et al., 2000), las hormonas (Mohapel et al., 1997), el estrés (Sterkubg et al., 1988)

y el aprendizaje.

La forma de las espinas esta vinculada con el arreglo de actina dentro de los

microfilamentos de las fibras del citoesqueleto (Callard y Chan, 1975). Las espinas
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dendriticas y las excrecencias son afectadas por los glucocorticoides y por el
estrés, lo que produce las activacion de los receptores tipo NMDA (N-metil-D-
asparta) que inician los cambios en la proteina actina para cambiar la estructura

del citoesqueleto, que estabiliza la sinapsis (Butler et al.,1969).

Las espinas dendriticas tienen como propdésito constituir el principal locus de las
modificaciones sinapticas a largo plazo asociadas con la plasticidad funcional en el
hipocampo (Tzintli y Jacinto, 2009). Estas espinas sufren un cambio reversible a

diferentes efectores como lo es el estrés.

Estrés

En el lenguaje comun, el estrés se asocia con tension, nerviosismo, irritabilidad,
mal dormir, angustia, depresion, etc. Sin embargo, el término estrés proviene de la
fisica y corresponde a la capacidad que tiene un cuerpo de volver a su condicion
inicial una vez que ha sido deformado; es la elasticidad la que le permite superar
el estiramiento o recuperarse de la compresion a la cual ha sido sometido. Algo
semejante ocurre con los seres vivos, quienes estan expuestos permanentemente
a diversos estimulos tanto del medio interno como externo que los obliga a
expresar mecanismos de adaptacién para recuperar el equilibrio u homeostasis
(Carvajal, 2005).

Selye introdujo el concepto de estrés en la fisiologia en 1956 y lo defini6 como
aquella respuesta inespecifica que ocurre frente a diversos agentes nocivos como
el frio, una lesion quirdrgica, una intoxicacion, el ejercicio muscular brusco u otros
y que se expresara en diversas respuestas del organismo.

Se requiere de caracteristicas importantes para que pueda considerarse estrés
como tal: en primer lugar, para que una situacion se considere estresante para un
individuo, éste debe percibirla como una experiencia alarmante o fuera de lo
comun. Sin embargo, este primer requerimiento puede ser también un
componente de experiencias placenteras. Por lo que la segunda condicién se

refiere a que el individuo considere a la circunstancia de un modo hostil y, por

Laboratorio de Neurofisiologia Experimental, Esc. de Biologia. Péagina 13



Estudio de la morfologia neuronal de la region CA3 dorsal y CA3 ventral de hipocampo de ratas
sometidas a estrés cronico: posible dimorfismo sexual.

ende, trate de modificar o evitar ese estado. El tercer componente es la capacidad
del individuo para controlar la situacion de estrés. De este modo, los sujetos
capaces de mantener el control durante experiencias adversas, logran atenuar las
consecuencias perjudiciales del estrés en mayor medida que los individuos que no

logran reaccionar favorablemente ante el mismo estimulo (Kim y Diamond, 2002).

Efectos del estrés al nivel de SNC

El estrés se considera un factor ambiental que tiene un profundo efecto sobre la
morfologia de diversas estructuras del SNC (Olivares et al., 2008). La respuesta
de estrés es mediada por estructuras del SNC y por 6rganos periféricos. Los tres
componentes principales del sistema de estrés son, el sistema Locus Coeruleus
(sistema-LC), el sistema nervioso simpatico (SNS-médula adrenal) y el eje
Hipotalamo-Pituitario-Adrenal (HPA). Estos componentes interaccionan entre si
para lograr que el organismo alcance un estado de equilibrio necesario para su
supervivencia (Habib et al., 2001; Charmandari et al., 2005). El sistema de estrés
recibe e integra diversas sefales cognitivas, emocionales, neurosensoriales y
periféricas que llegan a través de diferentes vias (Charmandari et al., 2005). El
estrés induce alteraciones conductuales (incremento en la vigilia, estado de alerta,
cognicion, supresion del apetito y del eje reproductivo) y fisicas (incremento de la
presidbn sanguinea, aumento en el ritmo cardiaco, incremento en la tasa
respiratoria) al igual que alteraciones morfolégicas en hipocampo, amigdala y
corteza prefrontal, estructuras que estan relacionadas con el aprendizaje, memoria

y respuestas emocionales.

Estudios en roedores, demuestran que la organizacién final del sistema nervioso
depende de factores genéticos y que factores estresantes tales como la
desnutricion, el deterioro del medio ambiente o la supresion de estimulos visuales
pueden provocar efectos deletéreos sobre la morfologia y la funcién del SNC (Soto
et al., 1999).
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Efectos del estrés en la morfologia de neuronas CA3

Al nivel de neuronas CA3, algunos estudios en modelos animales de estrés
cronico han demostrado que el estrés induce remodelacion dendritica de las
neuronas, que se caracteriza por un acortamiento reversible, la desramificacion de
las dendritas apicales, la disminucién de la neurogénesis en el giro dentado y la
reduccion del volumen hipocampal total (Conrad et al., 1996; McEwen. 1999; Czeh
et al.,, 2001; Magarifios et al., 1995). Beylin y Short (1998), encontraron que el
estrés cronico induce el decremento en la complejidad del arbol dendritico lo cual
ocurre en conjunto con el decremento de la densidad de excrecencias y de
espinas dendriticas en el hipocampo dorsal; por su parte Joels et al.(1996),
observan que el estrés crénico produce una drastica remodelacién en el arbol
dendritico apical de neuronas CA3. Vyas et al., (2002) encontraron que el estrés
cronico producido por restriccion de movimiento produce una significativa
disminucién de la longitud de ramas dendriticas basales y apicales en las
neuronas piramidales CA3. De modo contrario, Ishisuka et al. (1995) encontraron
un aumento significativo en la densidad de las espinas de las células piramidales
CA3 en hipocampo en ratas machos. En diferentes trabajos se ha demostrado que
el estrés puede producir atrofia de las espinas dendriticas en neuronas CA3. Sin
embargo, Sumanda et al. (1995) han demostrado que el estrés crdnico por
inmovilizaciéon induce un aumento en el nimero de excrecencias. Es importante
recalcar que estos estudios describen Unicamente el efecto del estrés en las
neuronas CA3 del hipocampo dorsal y muy poca informacién se tiene del efecto
del estrés en el hipocampo ventral.

El estrés esta mediado en gran parte por el eje HPA (hipotalamo-pituitario-
adrenocortical) que presenta diferencias relacionadas con el sexo; estas
diferencias son evidentes en los niveles de secreciones; las hembras tienen
niveles mas altos de corticosterona (CORT) (Critchlow et al., 1963). Un cambio

inducido por el estrés es el aumento de los glucocorticoides (GC). En comparacion
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con los machos, las ratas hembras tienen niveles mas altos de GC después de un
periodo de estrés (Critchlow et al., 1963; Galea et al., 1997; Handa et al., 1994).
Las diferencias de sexo estan presentes ademéas en el control del HPA a la
respuesta al estrés, en respuestas conductuales (Beck y Luine, 1999, 2002;
Bowman et al., 2001; Luine, 1994) y morfolégicas (Galea et al., 1997, Watanabe et
al., 1992 a, b). Actualmente hay poca informacion con respecto a la morfologia

neuronal en ratas hembras.

Aprendizaje y memoria espacial

El aprendizaje se describe como un proceso continuo por el cual los organismos
modifican su conducta, y en el que intervienen factores internos y externos.
Consiste en la adquisicion de conocimientos que permiten al individuo adaptarse
mejor al medio que lo rodea (Morgado, 2005). Existen dos tipos de aprendizaje no
asociativo que se caracteriza por un cambio en la conducta como resultado de
la experiencia continua de un unico estimulo: la habituacion (disminucion de la
respuesta conductual a un estimulo repetido, no nocivo) y la sensibilizacion

(aumento de la respuesta a un estimulo repetido, nocivo o peligroso).

La memoria esta definida como el proceso de almacenamiento y recuperacion de
la informacion en el cerebro que permite, conservar y recuperar informaciéon o
experiencias (ideas, imagenes, acontecimientos, sentimientos, etc.), es decir,
mantiene los conocimientos adquiridos para que puedan ser recordados
posteriormente (Klauer et al., 2000). Existen dos tipos de memoria: memoria a

corto plazo y memoria a largo plazo.

e Memoria a corto plazo: se da cuando entra informacion al cerebro, misma
que persiste por unos cuantos segundos o minutos. Este tipo de memoria
se basa en respuestas eléctricas 0 moleculares efimeras en las redes
neurales implicadas (Morgado, 2005).

e Memoria a largo plazo: se da cuando la experiencia aprendida se repite, la

maquinaria celular se activa, ocasionando que los cambios anteriormente
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mencionados continlen y cambien la morfologia neuronal de manera
permanente (Engert y Bonhoeffer, 1999), incrementando el numero de
receptores, la cantidad de neurotransmisor liberado y el numero de

contactos sinapticos.

Fisiolégicamente, los recuerdos se producen por variaciones de las sensibilidad de
transmision sinaptica de una neurona a otra neurona; estas variaciones permiten
generar nuevas vias facilitadoras de transmision de sefiales por los circuitos
neuronales; estas vias se llaman huellas de memoria y son de importancia porque
una vez establecidas, la mente puede activarlas para reproducir los recuerdos
(Guyton ,2001.)

Particularmente la memoria espacial consiste en multiples mecanismos que se
encargan de codificar, almacenar y recuperar informacidbn de rutas,
configuraciones y localizaciones espaciales (Kessels et al., 2001). Por lo tanto el
aprendizaje y la memoria son procesos interrelacionados ya que si no hay
aprendizaje no hay memoria (Morgado, 2005).

En el aprendizaje y la memoria se ha involucrado el mecanismo de plasticidad
sinaptica, que es la capacidad de las neuronas de modificar sus sinapsis
remplazandolas, disminuyéndolas o aumentandolas en respuesta a determinados
estimulos ambientales (Hebb, 1949; Hebb, 1976; Neves et al., 2008; Johansen et
al.,, 2011) y que dan como resultado cambios en el patron de conectividad
sinaptica (Wood et al., 2001). Unas de las pruebas comunmente utilizadas para
medir memoria y aprendizaje en ratas es el laberinto acuatico de Morris (LAM).En
este laberinto los animales tienen que nadar en una piscina circular hasta localizar
una plataforma de escape oculta. Los animales se guian por claves extra
laberinticas que se localizan en torno al mismo y se requiere de pocos ensayos
para aprender la prueba (Vicens et al., 2003). Los ensayos pueden distribuirse en
distintas sesiones de aprendizaje y en dias consecutivos. Conforme se repiten las

pruebas, el tiempo empleado para encontrar la plataforma (latencia de escape)
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disminuye, observandose una curva progresiva de aprendizaje, que se caracteriza
por latencias progresivamente menores. En el LAM las ratas tienden a
aproximarse a la plataforma sumergida desde una direccién conocida, lo que
sugiere la utilizacibn de representaciones especificas para reconocer su
localizacion, esto implica establecer relaciones entre distintos estimulos (Wang y
Spelke, 2002).

Efectos del estrés en el aprendizaje y memoria espacial

Se ha reportado que el hipocampo (principalmente el area CA3) participa en la
formacion de la memoria declarativa en humanos (Scoville y Milner, 1957; Squire y
Zola-Morgan, 1991; Gabrielli, 1998; Eichenbaum, 2000). En roedores, esta
implicada en la formacion de la memoria de tipo espacial. O’Keefe y Dostrovsky
(1971) descubrieron que las neuronas del hipocampo, se activan preferentemente
cuando el roedor se encuentra en una localizacion espacial especifica (Fox y
Ranck, 1975; Muller, 1996; Shen et al., 1997).

Varios autores (Mc Ewen et al., 1968; de Koehlet al., 1999; Lupien y Lepage,
2001; Diamond et al., 2005; Joéls et al., 2006; Shors, 2006) coinciden con la idea
de que el estrés es un potente modulador del aprendizaje y la memoria ya que se
considera que deteriora las funciones cognitivas o que facilita las funciones
neurales y la cognicion (De Kloet et al., 1999, Fujioka et al., 2001; Fujioka et al.,
2006).
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Justificacion

Existen investigaciones de las cuales se sabe que el estrés cronico induce
remodelacion y atrofia dendritica de las neuronas piramidales CA3 de hipocampo
dorsal (Conrad et al., 1996; McEwen et al., 1999; Czeh et al., 2001; Magarifio et
al., 1995; Beylin y Short, 1998, Vyas et al., 2002, Mc Ewen, 2000). Sin embargo no
hay estudios que describan el efecto del estrés cronico en las células piramidales
CA3 de hipocampo ventral, por lo cual fue de interés para el presente trabajo
analizar el efecto del estrés cronico por restriccion de movimiento en la morfologia
neuronal de CA3 ventral y saber si existen diferencias en el efecto del estrés entre
neuronas CA3 de hipocampo dorsal y neuronas CA3 de hipocampo ventral.

Asi mismo, es necesario sefalar que la mayoria de los estudios sobre el efecto del
estrés en la morfologia neuronal han sido realizados en rata macho y poca
informacion se tiene respecto de rata hembra. Debido a que se ha sugerido que en
ratas hembras el estrés puede desencadenar varias patologias como depresion y
pérdida de la capacidad de aprendizaje y memoria es importante realizar estudios
tanto en ratas hembra como en ratas macho y determinar posibles diferencias
relacionadas con el sexo, tal cual se ha observado de las secreciones del eje HPA

ante eventos estresantes (Rachel et al., 2002).
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Hipotesis

El estrés cronico inducido por restriccion de movimiento provocara una
disminucién en la longitud dendritica y en la densidad de espinas dendriticas de
neuronas piramidales CA3 de hipocampo ventral al igual que un déficit de
memoria espacial de rata machos y rata hembra, siendo los diferentes los efectos

por sexo.
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Objetivo General

% Analizar el efecto del estrés cronico por restriccion de movimiento en la
arborizacion dendritica de neuronas CA3 de hipocampo dorsal e hipocampo
ventral asi como la capacidad de aprendizaje y memoria espacial de ratas

estresadas.

Objetivos particulares

< Analizar el efecto de estrés cronico en la longitud dendritica apical y
basolateral de neuronas piramidales CA3 de hipocampo dorsal e

hipocampo ventral de ratas macho y ratas hembra.

< Analizar el efecto del estrés cronico en la densidad de espinas dendriticas
apicales y basolaterales de neuronas piramidales CA3 de hipocampo

dorsal y ventral de ratas macho y ratas hembra.

< Analizar la capacidad de aprendizaje y memoria espacial de ratas macho y

ratas hembra sometidas a estrés crénico.
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Material y métodos

Experimentol

Material biolégico

Se utilizaron 24 ratas de la cepa Long Evans de 59 dias de edad para el desarrollo

del experimento, 12 machos y 12 hembras. Las ratas fueron separadas al azar en

4 grupos: grupo 1: machos control (MC, n=6); grupo 2: machos estresados (ME,

n=6); grupo 3: hembras control (HC, n=6) y grupo 4: hembras estresadas (HE,

n=6). Las ratas se mantuvieron en condiciones estandar de cuidado animal en el

Bioterio Claude Bernad de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, con

ciclos de luz-oscuridad 12:12 horas y con alimento y agua ad libitum.

Estrés por restriccion de movimiento

Las ratas ME y HE, fueron introducidas en cajas de restriccion de polipropileno

(figura 6) por 6 horas diarias
(8:00-14:00 horas) durante 21
dias para inducir estrés
cronico. Estas ratas no
tuvieron acceso a ningun
estimulo  proveniente  de
comida y agua; sin embargo,
fuera de ese tiempo y estando
en sus cajas familiares el
resto del dia se mantuvieron
con libre acceso al alimento y

al agua.

Figura 6.- Caja de restriccién con la cual se indujo estrés

crénico a los animales.
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Obtencion de tejido y tincidon de Golgi-Cox.

Un dia después de concluir el periodo de restriccion, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sédico (v.i.p) con una dosis de 1.2 mg/kg. Una vez
anestesiados profundamente, se perfundieron por via intracardiaca 100 ml de
solucién salina con la finalidad de eliminar la sangre del cerebro. Este se extrajo
rapidamente y se almacend en solucion Golgi-Cox por 14 dias en obscuridad
absoluta, pasados estos dias la solucion se cambi6é por sacarosa al 30% por 2
dias antes de ser seccionados.

Posteriormente de los encéfalos se obtuvieron cortes coronales de 200 um de
grosor con ayuda de un vibrotomo (figura 7A) al nivel de la region dorsal y ventral
del hipocampo y de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1998). Los cortes
fueron colocados en laminillas previamente gelatinizadas al 2% y se fueron fijando
al portaobjetos con papel filtro y un poco de presion. Estas laminillas fueron
colocadas en una camara humeda para evitar la posible desecacion del tejido, por

una noche.

El siguiente paso consistio en revelar la tincibn mediante el siguiente

procedimiento: las laminillas se

enjuagaron en agua destilada
durante un minuto. Inmediatamente
fueron sumergidas en hidréxido de
amonio durante 30 minutos. Se
procedié a enjuagar nuevamente en
agua destilada por un minuto.
Posteriormente se sumergieron en

fijador rapido de Kodak durante 30

minutos. Se enjuagaron en agua

destilada por un min mas y se Figura 7.- A) Vibrotomo. B) Cajas Koplin tiles para el

procedic') a la deshidratacion del revelado de la tincién. C) Laminillas montadas con

cortes coronales de cerebro de rata. D) Microscopio

tejido  en alcoholes (etanol) . .
con camara lucida adaptada.
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ascendentes: al 50% por un minuto, al 70% por 1 minuto, al 95% por 1 minuto,
seguido de dos pasos de etanol absoluto al 100% de 5 minutos cada uno. Para
finalizar se aclararon en xileno durante 15 minutos, todos estos pasos se
realizaron en cajas koplin (figura 7B) y se procedié a montar los cortes (figura 7C)
con resina sintética (Entellan), dejandolas secar por 3 dias para poder obsérvalas
al microscopio Optico que tienen adaptada una camara lucida o tubo de dibujo
(figura 7D).

Analisis morfologico
Con la ayuda de una camara lucida montada en un microscopio DME Leica, se

dibujaron 10 neuronas de la region CA3 de hipocampo ventral y 10 neuronas de
la region CA3 de

hipocampo dorsal.

Las neuronas oz

seleccionadas para su ‘—./7
representacion grafica | & 5% -
fueron aquellas que
cumplieron los ‘
siguientes parametros:
buena tincion, tipica

morfologia de neurona

piramidal, con 3
dendritas
basolaterales de

Figura 8.- A). Neurona observada al microscopio y que cumplié con los
primer orden por lo criterios de seleccion. B). Los dibujos de las neuronas se obtuvieron
menos (figura 8A) y con una camara lucida o tubo de dibujo. C). Se us6 una plantilla de
circulos concéntricos sobrepuesta al dibujo para aplicar el analisis de
somas ubicados en la

region CA3 del

sholl.
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hipocampo dorsal e hipocampo ventral.

Los dibujos de las neuronas se hicieron a una amplificacion de 400X (Figura 8B).
Se dibujaron ademas las espinas basolaterales y apicales a una amplificacién de

1000X y al nivel de dendritas de tercer orden de ramificacion.

La longitud del arbol dendritico de las neuronas se calculé después de aplicar el
andlisis de Sholl, el cual consiste en cuantificar el nimero de intersecciones
dendriticas en circulos concéntricos que fueron colocados sobre el dibujo de la

neurona dibujada previamente (figura 8C).

Para obtener la densidad de espinas dendriticas se dibujo un segmento de al
menos 10 um de longitud de dendritas de tercer orden de ramificacion y sobre el

cual se cuantifico el nimero de espinas dendriticas.

Analisis estadistico.

Los datos de arborizacion dendritica, longitud dendritica total y densidad de
espinas fueron analizados estadisticamente mediante una ANOVA de 2 vias
seguida de una post-ANOVA de comparaciones multiples de Bonferroni
considerando el tratamiento (estrés crénico) y el sexo como variables
independientes. Se consider6 como significativa la diferencia cuando p<0.05. Se

utilizé el programa GraphPad Prism 3.0 para hacer el analisis estadistico.
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Experimento 2

Aprendizaje y memoria espacial

Se utilizaron otras 24 ratas, divididas en los mismos grupos antes mencionados y

mantenidas bajo las mismas condiciones de Bioterio previamente mencionadas.

Después de las seis horas de restriccion de los primeros 5 dias de tratamiento los
4 grupos (ME, MC, HE y HC) fueron traslados a las instalaciones del Laboratorio
de Neurofarmacologia de la facultad de CsQs de la BUAP donde se encuentra el
laberinto acuatico de Morris para ser sometidas a la prueba de aprendizaje
espacial. Se dejaron reposar durante 20 min antes de iniciar la prueba para
disminuir el estrés generado por el traslado. Se introdujeron en una tina de 150
cm de diametro de entrada, 135 cm de base y 80 cm de altura (figura 9A) llena

con agua a temperatura

constante de 22 + 2°C vy
tefiida con didxido de titanio,
esto para evitar que la rata
pudiera visualizar donde se
encontraba la plataforma. La

tina se dividi6 en 4 cuadrantes

imaginarios tomando como
referencia los puntos
cardinales. Dentro de la tina
se colocd una plataforma de
escape cilindrica de 40 cm de

D alto por 15 cm de diametro al

nivel del cuadrante SO (figura
Figura 9.- A) Se muestra la tina que se utilizé para la prueba .
g _) ) ) a _ P P 95). Esta tina se encuentra en
de aprendizaje y memoria espacial. B) sefales extra

laberinticas utilizadas durante la prueba de aprendizaje y un cuarto de conducta que

memoria. C) Se muestra la plataforma de escape. D) Rata tiene minimizado el ruido y en
dentro de la tina, buscando la plataforma de escape.
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el cual se colocan sefales extra laberinticas (figura 9 C), la prueba consistié en
colocar dentro de la tina a las ratas mirando hacia la pared del laberinto, desde
cada uno de los puntos cardinales segun el siguiente orden O, S, E, N.

Los animales nadaron libremente y tuvieron un méaximo de 120 segundos para
encontrar la plataforma de escape. Durante los primeros 4 ensayos (dia 1, etapa
de habituacidén) a las ratas se les permitio permanecer 30 segundos sobre la
plataforma una vez que la habian encontrado. Si no la encontraban una vez
trascurridos 120 segundos se les colocaba manualmente sobre ella, con el
objetivo de que ubicaran la posicion de la plataforma en relacion a las sefales
extra laberinticas.

Los grupos se sometieron a 4 ensayos por dia durante 4 dias mas con un
intervalo de 50 minutos entre cada ensayo. Se cuantifico la latencia de escape (en
segundos) es decir, el tiempo que tardaron en encontrar la plataforma de escape y
subirse a ella. La etapa de aprendizaje corresponde a la ejecucion de la prueba
durante los ensayos quinto al vigésimo (segundo a quinto dia de prueba).
Terminando los dias de aprendizaje, los grupos ME y HE, se siguieron
sometiendo a estrés por restriccion de movimiento por 6 horas diarias, mientras
que los grupos MC y HC se mantuvieron en sus jaulas familiares. Al dia siguiente
de haber terminado el tratamiento de restriccion se les aplico la prueba de
memoria en el laberinto acuatico de Morris, esta prueba se realizé con la
plataforma presente, de igual manera se cuantificO la latencia de escape

Unicamente.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizdé con ayuda del programa Graph Pad Prism 3.0 y
una prueba de ANOVA de 2 vias seguida de una post-ANOVA de comparaciones
multiples de Bonferroni considerando el sexo y el tratamiento (estrés por
restriccibn de movimiento) como variables independientes. Se consider6 como

significativa la diferencia cuando p<0.05.
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Resultados

Experimento 1

Neuronas CA3 de hipocampo dorsal
Se muestra una fotomicrografia de una neurona CA3 de rata hembra

representativa de hipocampo dorsal (10A). Asi mismo se muestra un segmento
dendritico apical (10B) y uno basolateral (10C) en los cuales se observan espinas

dendriticas.

= ——————

AN

e X 5 —

Figura 10.- A) Fotomicrografia de neurona piramidal CA3 de la region de hipocampo dorsal de rata hembra
donde se muestra el arbol basolateral y el arbol apical, la barra indica 100 um. (B) Fotomicrografia de un
fragmento de una dendrita del arbol apical de una neurona piramidal CA3 de hipocampo dorsal, la barra
indica 10um. (C) Fotomicrografia de un fragmento de una dendrita del arbol basolateral de una neurona
piramidal CA3 de hipocampo dorsal, la barra indica 10 pm. La técnica utilizada para la tincion fue Golgi-

Cox.
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Se muestra una fotomicrografia de una neurona CA3 de rata macho
representativa de hipocampo dorsal (11A). Asi mismo se muestra un segmento
dendritico apical (11B) y uno basolateral (1 C) en los cuales se observan espinas

dendriticas.

Figura 11.- A) Fotomicrografia de neurona piramidal CA3 de la region de hipocampo dorsal de rata macho

donde se muestra el arbol basolateral y el arbol apical. La barra indica 100 um. B) Fotomicrografia de un
fragmento de una dendrita del arbol apical de una neurona piramidal CA3 de hipocampo dorsal, la barra indica
10 um. C) Fotomicrografia de un fragmento de una dendrita del arbol basolateral de una neurona piramidal

CAS3 de hipocampo dorsal, la barra indica 10 um. La técnica utilizada para la tincién fue Golgi-Cox.
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Arbol dendritico basolateral

Los datos obtenidos del andlisis de Sholl del arbol dendritico basolateral muestran
cambios en cuanto al numero de intersecciones dendriticas. Estos cambios
refieren una disminucion en el nimero de intersecciones dendriticas de neuronas
de ratas HE al nivel del circulo concéntrico 8 con respecto de ratas HC (figura 12A)
[tratamiento F;1 240=43.86, P<0.05; circulo concéntrico F,3 240=243.0, P<0.05], las
ratas ME no muestran cambios en la arborizacion dendritica por efecto del estrés
(figura 12B).

La longitud dendritica total del arbol dendritico basolateral de neuronas CA3 de
hipocampo dorsal de ratas HE es significativamente mas pequefia que la de
neuronas CA3 de ratas HC (tratamiento F;, »=5.847, P=0.0253). Sin embargo as
ratas ME no mostraron diferencias en la longitud dendritica total respecto de ratas
MC (figura 12C). La densidad de espinas dendriticas de neuronas CA3 de
hipocampo dorsal no fue afectada por el estrés crénico por restriccion de

movimiento ni en ratas hembra ni en ratas macho (figura 12D).
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Figura 12.- Arborizacion dendritica del arbol basolateral CA3 dorsal A) y B) intersecciones dendriticas por circulo
concéntrico de neuronas CA3 de hipocampo dorsal ratas hembra y macho respectivamente. C) Longitud dendritica
total. D) Densidad de espinas dendriticas (n= 6). * P<0.05.
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Arbol dendritico Apical

Los datos del andlisis de sholl del arbol dendritico apical de neuronas CA3 de
hipocampo dorsal muestran cambios en cuanto al ndmero de intersecciones
dendriticas. Estos cambios refieren un aumento en el nimero de intersecciones
dendriticas de ratas HE al nivel del circulo concéntrico 21 con respecto a HC
(figural3A); [tratamiento F; ,g0= 31.75 P<P<0.0001; circulo concéntrico F7280=
102.9 P<0.05] mientras que en los ME no se observaron cambios significativos

respecto de las ratas MC (figura 13B).

Con respecto a la longitud dendritica total (figura 13C) y la densidad de espinas
dendriticas (figura 13D) del arbol apical de neuronas CA3 de hipocampo dorsal no

se observaron cambios por efecto del estrés.
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Figura 13.- Arborizacion dendritica del arbol apical CA3 dorsal A y B) intersecciones dendriticas por circulo
concéntrico de neuronas CA3 de hipocampo dorsal ratas hembra y macho respectivamente. C) Longitud

dendritica total. D) Densidad de espinas dendriticas (n= 6). * P<0.05.
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Neuronas CA3 del hipocampo ventral

Se muestra una fotomicrografia de una neurona CA3 de rata hembra
representativa de hipocampo ventral (14A). Asi mismo se muestra un segmento
dendritico apical (14B) y uno basolateral (14C) en el cual se observan espinas
dendriticas.

Figura 14.- A) Fotomicrografia de neurona piramidal CA3 de la regién de hipocampo ventral de rata hembra
donde se muestra el arbol basolateral y el arbol apical, la barra indica 100 pm. B) Fotomicrografia de un
fragmento de una dendrita del arbol apical de una neurona piramidal CA3 de hipocampo ventral la barra indica 10
pm. C) Fotomicrografia de un fragmento de una dendrita del arbol basolateral de una neurona piramidal CA3 de

hipocampo ventral, la barra indica 10 um. La técnica utilizada para la tincion fue Golgi-Cox.
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Se muestra una fotomicrografia de una neurona CA3 de rata macho representativa
de hipocampo ventral (15A). Asi mismo se muestra un segmento dendritico apical

(15B) y uno basolateral (15C) en el cual se observan espinas dendriticas.

Figura 15.- A) Fotomicrografia de neurona piramidal CA3 en la region de hipocampo ventral de rata hembra

donde se muestra el arbol basolateral y el arbol apical, la barra indica 100 um. B) Fotomicrografia de un
fragmento de una dendrita del arbol apical de una neurona piramidal CA3 de hipocampo ventral, la barra
indica 10 um. C) Fotomicrografia de un fragmento de una dendrita del arbol basolateral de una neurona
piramidal CA3 del hipocampo ventral, la barra indica 10um. La técnica utilizada para la tincion fue Golgi-Cox.
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Arbol dendritico basolateral

Los datos obtenidos del analisis de Sholl del arbol dendritico basolateral muestran
cambios en cuanto al numero de intersecciones dendriticas. Estos cambios
refieren una disminucién en el numero de intersecciones dendriticas al nivel del
circulo concéntrico 5, 6, 7,8 y 12 de neuronas de ratas HE con respecto a
neuronas HC (figura 16A) [tratamiento F; ,50=60.37P<0.0001; circulo concéntrico
F27280= 266.0P<0.0001]. En las ratas ME no se observaron diferencias en la

arborizaciones dendritica (figura 16B) respecto a las ratas MC.

La longitud total (figura 16C) y la densidad de espinas dendriticas (figura 16D) del
arbol basolateral de neuronas CA3 de hipocampo ventral no muestran cambios

por efecto del estrés.
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Figura 16. Arborizacién dendritica del arbol basolateral CA3 ventral A y B) intersecciones dendriticas por
circulo concéntrico de neuronas CA3 de hipocampo ventral de ratas hembra y macho respectivamente. C)
Longitud dendritica total. D) Densidad de espinas dendriticas (n= 6). * P<0.05, ** P<0.01.
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Arbol dendritico Apical

El analisis de Sholl del arbol dendritico apical de neuronas CA3 de hipocampo
ventral muestra que no hay cambios en cuanto al nimero de intersecciones
dendriticas del grupo de ratas HE con respecto a las ratas HC (figura 17A) ni del
grupo ME respecto de las ratas MC (figura 17B).La longitud dendritica total (figura
17C) y la densidad de espinas dendriticas (figura 17D) del arbol apical de

neuronas CA3 de hipocampo ventral no se modifica por efecto del estrés cronico.
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Figura 17.- Arborizacion dendritica del arbol apical de CA3 ventral A y B) intersecciones dendriticas por circulo
concéntrico de neuronas CA3 de hipocampo ventral ratas hembra y macho respectivamente. C) Longitud
dendritica total. D) Densidad de espinas dendriticas (n= 6).
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Experimento 2

Aprendizaje y Memoria

Se observan los resultados de la prueba de aprendizaje y memoria de ratas
hembras estresadas (figura 18 A) y de ratas macho estresados (figura 18 B). Las
ratas HE presentaron una mayor latencia de escape con respecto a las ratas HC;

mientras que entre los animales ME y MC no se observan diferencias.
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Figura 18.- Perfil de conducta de aprendizaje y memoria de ratas A) hembras y B) machos.
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En la figura 19A se muestran los resultados de la ejecucion de la prueba de
laberinto acuético de Morris durante los primeros 4 ensayos (fase de habituacion).
Se observé una diferencia en el tiempo de latencia de escape de las ratas HE que
mostraron un incremento en la latencia de escape respecto a las ratas HC
(tratamiento F; 2= 5.325). No se observaron cambios entre las ratas macho. De
igual manera durante la fase de aprendizaje se observé que las ratas HE
presentaron un incremento en el tiempo de latencia de escape respecto de las
ratas HC (tratamiento F; 20=6.377, sexo F1 20=8.608, P<0.01). Este incremento es
significativo también cuando se compara el resultado con la latencia de escape de
las ratas ME. Por ultimo, en la fase de memoria no se observaron diferencias
significativas ni por tratamiento ni por sexo sin embargo existe una tendencia a la
diferencia (P=0.0503) entre las ratas HE y ratas HC (figura 19C).
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Figura 19.- Aprendizaje y memoria de ratas estresadas. A) Habituacion: las ratas HE mostraron una
tendencia al incremento en la latencia de escape con respecto de las ratas HC. B) Aprendizaje: las ratas
HE mostraron un incremento en la latencia de escape respecto a las HC y a las ratas ME. También se
observa una diferencia respecto del sexo. C) Memoria: hay una tendencia a la diferencia en la latencia de

escape por efecto del estrés (* P>0.05, **P<0.01).
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Discusion

En este proyecto se analizd el efecto del estrés crénico por restriccion de
movimiento en la arborizacion dendritica de neuronas CA3 de hipocampo dorsal e
hipocampo ventral asi como la capacidad de aprendizaje y memoria espacial de

las ratas estresadas.

Uno de los datos importantes a resaltar de este proyecto es que se utilizaron ratas
de la cepa Long Evang para realizar los experimentos ya que las cepas de ratas
llegan a ser un factor importante en la investigacion sobre estrés, debido a las
diferentes sensibilidades que presentan cada una (McLaughlin et al., 2007). En
paradigmas de restriccion de movimiento comuUnmente se utilizan las cepas
Sprague Dawley o Wistar (Ishizuka et al., 1995; Magariiios y MCewen, 1995;
Sunanda y Raju ,1995 Castafieda et al 2013).

Otro dato a resaltar es el tipo de estresor ya que existen varias formas para
provocar estrés como lo son: nado forzado, estimulos luminosos durante el
periodo de oscuridad y vice-versa, frio, aislamiento social, privacion de agua y
comida (Vyas et al., 2002), y restriccion de movimiento por medio de mallas de
alambre (Magarifios y MCewen, 1995). En este proyecto se optd por provocar
estrés cronico mediante restriccion de movimiento en cajas de polipropileno lo que
limita la movilidad del animal, pero no le genera ningin maltrato fisico ni dolor

(Magarifios y MCewen, 1995).

En relaciébn a la morfologia neuronal, Vyas et al., (2002) encontraron que por
restriccion de movimiento se produce una disminucion del largo y el nimero de
ramas dendriticas basales y apicales de las neuronas CA3 de hipocampo ventral,
lo cual concuerda con los datos obtenidos por nosotros respecto del arbol basal de
neuronas CA3 de hipocampo dorsal. Esta disminucion de la arborizacion y atrofia
dendritica es debida posiblemente, al aumento en la sintesis y liberacion de
glucocorticoides, moléculas que en el organismo controlan la magnitud y la

duracion de la respuesta del estrés.
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Los GC modifican la liberacién de glutamato de las terminales presinapticas el cual
actia sobre varios tipos de receptores: los ionotropicos NMDA, AMPA (acido a-
amino-3hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico) y kainato. La activacion de los
receptores NMDA permiten la entrada de Ca** a través de los canales ionicos
especificos y permite un cambio persistente en la expresion de receptores
postsinapticos (AMPA). El aumento del Ca®*" en el arbol dendritico, activa a
cinasas dependientes de Ca?* como la proteina-cinasa dependiente de Ca?'
calmodulina (Camk) y la proteina-cinasa C (PKC). Una isoforma de la proteina
quinasa C, queda persistentemente activa. Asi queda inducido el estado de LTP
(long-term potentiation) por despolarizacién, por entrada de Ca®" y también por la
activacion de segundos mensajeros retrégrados GABA, Oxido nitrico y factor
neurotréfico derivado del cerebro, (BNDF) los cuales son liberados por las
neuronas postsingpticas (Mac Donal et al.,2006; Rodriguez, 2003). La entrada de
Ca®" por la activacion de los receptores NMDA activa a diferentes proteinas-
cinasas que promueven cambios en el citoesqueleto, los que generan cambios en
la morfologia de la neurona y de esta forma, se crean nuevas regiones sinapticas
(Bailey y Kandel, 1993). Por otro lado, los factores de transcripcién regulados
dentro del ndcleo de la neurona postsinaptica, producen la sintesis de ARNm
orientado a traducirse en nuevas proteinas que se destinan a estabilizar los

cambios morfologicos producidos (Casadio et al., 1999; Martin et al., 1997).

Los cambios estructurales en las dendritas son el resultado de la modificacion del
sistema de microtubulos del citoesqueleto (Black y Garbutt. 2002), las
modificaciones prostraduccionales de la tubulina (Black y Garbutt. 2002) y la
fosforilacion de los microtubulos asociadas a proteinas tau (Mohapel Petet al.,
1997) que junto con los cambios de actina (Roozendaal et al., 1991) producen la

reorganizacion de las dendritas.

Nuestros datos concuerdan parcialmente con Beylin et al., (1998) quienes dicen
gue el estrés cronico induce un decremento en la complejidad del arbol dendritico
y en la densidad de la excrecencias y espinas dendriticas. Sin embargo en este

trabajo no se encontraron alteraciones en la densidad de espinas dendriticas. Se
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ha sugerido que la disminucién en la densidad de espinas dendriticas se debe a
que el estrés afecta la sintesis y la liberacion de serotonina con un incremento y
eso causa la retraccion de las espinas (MacDonald et al., 2006). De acuerdo a
Sapolsky, (2003); Bulloch, (2000); Berczi et al., (1996), la retracciéon dendritica
tipica ocurre solo en la region apical de CA3 y no en el arbol dendritico basal de
CA3 posiblemente debido a que esta regidn recibe la mayoria de impulsos de las
fibras musgosas desde el giro dentado indicando que el dafio puede prevenir 0
alterar la remodelacion dendritica inducida por el estrés en otras regiones de la
neurona. Sin embargo, en nuestros datos encontramos alteraciones en el arbol
basal de hipocampo dorsal, esto posiblemente a las diferencias entre las distintas

cepas utilizadas.

Las diferencias importantes en el efecto del estrés relacionadas con el sexo han
sido descritas (Galea et al., 1997; Watanabe et al., 1992 a, b) .Existe informacion
contradictoria respecto de la sensibilidad por sexo a los efectos por estrés. Varios
autores (Conrad et al., 1996; Luine et al., 1994, 1996,2002; McLay et al., 1998;
Mizoguchi et al., 2000) apoyan la idea de que periodos cortos de estrés no son tan
dafinos para la rata macho mientras que periodos largos de estrés promueven un
déficit de memoria espacial. Contrariamente Bowman et al. (2001) menciona, que
las ratas hembra parecen ser menos sensibles que los machos a los efectos
deteriorantes de estrés. Nuestros datos apoyan parcialmente la primera idea ya
que los efectos del estrés no causaron dafio en ratas macho sin embargo se
observaron cambios en las ratas hembra. Aunque no es claro qué mecanismos
estdn mediando las respuestas de estrés propias de cada sexo, se ha demostrado
gue los niveles circulantes de estradiol son una importante contribucién a las

diferencias sexuales en la respuesta al estrés (Bowman et al., 2002).

Las hormonas ovaricas también pueden contribuir a las diferencias sexuales en
los efectos del estrés. Los estrogenos desempefian un papel beneficioso en el

aprendizaje y la memoria en roedores y varias observaciones sugieren que las
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hormonas gonadales femeninas como el estradiol pueden contribuir a efectos de
estrés sexualmente dimorficos. Las hembras muestran ciclos estrales naturales
durante y después del periodo de estrés, lo que sugiere que la funcion ovarica se
mantiene sin trastornos (Bowman et al., 2001) aunque los niveles de GC varian
dependiendo de los dias del ciclo estral (Burgues et al., 1992; Carey et al., 1995;
Viau y Meaney. 1991). Los estrégenos pueden afectar la respuesta a CORT,
sugiriendo efectos neuroprotectores (Wise et al., 2001). En los datos obtenidos de
hembras con respecto de machos queda totalmente descartada la idea de que
dichos cambios pudieron ocurrir dependiendo de la etapa del ciclo estral en el que
se encontraban los animales, ya que se ha demostrado que no hay variabilidad

dependiente de la etapa del ciclo estral (Prendergast et al., 2014).

Posiblemente las diferencias encontradas en machos respecto de hembras
pudieron deberse a que la testosterona (T) posee un efecto ansiolitico y
analgésico sobre la conducta de ratas (Justel et al., 2009). La T es producida
principalmente por los testiculos, aunque las hembras también la producen pero
en menor cantidad. Los receptores de androgenos se encuentran en diferentes
regiones cerebrales que son cruciales para la emocion, el aprendizaje y la
memoria, por ejemplo, la amigdala, el hipocampo y la corteza prefrontal
(Janowsky, 2006). Existen estudios que sefialan que la T modifica la fisiologia y la
funcién del hipocampo (Leranth et al., 2003), cuando las ratas son castradas la
privacion de andrégenos produce un decremento en la densidad sinaptica en el
hipocampo y el reemplazo con T normaliza esta alteracidén (Leranth et al., 2003).

Ante situaciones de estrés los machos recurren con mayor frecuencia a conductas
de huida o pelea, mientras que las hembras orientan su conducta hacia el cuidado
de los hijos (Taylor et al., 2000). No obstante el tipo de estresor pudo causar un
cierto nivel de habituacion ya que un estresor de mediana intensidad, tiene como
resultado una robusta secrecidén inicial de corticosterona, la que disminuye
gradualmente en el transcurso de los dias de exposicion al estresor (Natelson et

al., 1988; Pitman et al., 1988; Retana et al., 2003) lo cual puede influir tanto en la
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morfologia neuronal como en la capacidad de aprendizaje espacial en ratas
macho.

Madera y Shorts (1998) mencionan que el estrés agudo facilita el
condicionamiento clasico en ratas macho de igual manera que el estrés deteriora
el procesamiento de memoria espacial y el aprendizaje (Kim y Diamond, 2002) lo
cual es confirmado parcialmente en nuestros resultados ya que solo las hembras
estresadas mostraron un déficit en la etapa de aprendizaje y una tendencia al
déficit en la etapa de memoria. Estos cambios posiblemente se debieron a las
células granulosas y la relacion estrecha con el aprendizaje y la memoria ya que
se sabe que la produccién de células granulosas se inhibe por efecto del estrés

cronico.

En nuestros resultados solo encontramos alteraciones en la regién del hipocampo
dorsal y no del ventral posiblemente a que el estrés provoca un arreglo estructural
del hipocampo dorsal, estructura que recibe proyecciones de la neocorteza,
mientras que la region que proyecta al hipocampo ventral recibe aferentes de
nacleos subcorticales, como la amigdala. AlUn mas, hay conexiones directas entre
el hipocampo ventral y la corteza prefrontal, la amigdala, el hipotdlamo y otros
nacleos subcorticales (Dolorfo y Amaral, 1998a; Dolorfo y Amaral, 1998b),

ausentes en la region mas dorsal del hipocampo (Amaral y Witter, 1989).
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Conclusiones

Las neuronas piramidales CA3 de ratas hembras Long Evans son mas
sensibles a los efectos del estrés que las neuronas de rata macho.

El arbol dendritico basolateral de neuronas CA3 de hipocampo dorsal de
ratas hembra estresadas es afectado con una disminucion en su longitud

dendritica total.

El estrés cronico promueve un déficit en la capacidad de aprendizaje y

memoria espacial en ratas hembras estresadas.

Se observé dimorfismo sexual en el efecto del estrés sobre la morfologia

neuronal y la capacidad de aprendizaje y memoria.

De modo contrario con nuestra hipétesis se encontraron cambios en la
morfologia de neuronas CA3 de hipocampo dorsal de ratas hembra, sin

cambios en la morfologia de neuronas CA3 de hipocampo ventral.

El hipocampo ventral de ratas hembras y ratas machos de la cepa Long

Evans no es afectado por estrés por restriccion de movimiento.
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Tabla 1

ANEXO 1

Resultados comparativos de rata hembra control y rata experimental de la

longitud dendritica total y el nimero de espinas dendriticas, de las neuronas

piramidales CA3 Dorsal y CA3 ventral.

Tabla 1: se muestra la longitud dendritica total (LDT) del arbol apical y basal y el numero de

espinas de hipocampo dorsal y ventral de rata hembra. * (error estandar), * Cambios respecto
del grupo control (tratamiento F1=5.847, P=0.0253).

Q

CA3 Dorsal

CA3 Ventral

control

Estrés

control Estrés

Basal 1502.16 + 42.73 | 1322+ 34.45* | 1673.33 +53.63 | 1450.83 + 51.40
LDT
Apical 887.00+£32.30 |1060.33 +36.37| 1015.40 +42.12 | 1086.50 + 43.28
Basal 5.339+0.16 5.03+0.13 5.00+£0.14 5.57+0.15
Num de espinas
Apical 5.04+0.18 5.04+0.16 5.20+0.15 5.56+0.20
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Tabla 2

Resultados comparativos de rata macho control y rata experimental de la

longitud dendritica total y el nUmero de espinas dendriticas, de las neuronas

piramidales CA3 Dorsal y CA3 ventral.

CA3 Dorsal CA3 Ventral
control Estrés control Estrés
Basal 1430.78 +48.15 | 1354.00 + 63.74 [ 1519.33 + 62.53/1530.16 + 64.57
LDT
Apical 1105.75+39.61 |1090.83 +42.24 (1128.333 +47.01|1152.33 £ 52.75
Basal 5.01+0.15 4,84+ 0.17 5.548 +0.17 5.22+0.15
Num de espinas
Apical 5.05+0.16 471+ 0.14 494+0.17 460+ 0.14

Tabla 2: se muestra la longitud dendritica total (LDT) del arbol apical y basal y nUmero de

espinas dendriticas de hipocampo dorsal y ventral de rata macho. + (error estandar).
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