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El amor es luz, dado que ilumina a quien lo da y lo recibe. El amor es gravedad, porque hace
que unas personas se sientan atraidas por otras. El amor es potencia, porque multiplica lo
mejor que tenemos, y permite que la humanidad no se extinga en su ciego egoismo. El amor

revela y desvela. Por amor se vive y se muere. El amor es Dios, y Dios es amor.

Esta fuerza lo explica todo y da sentido en mayusculas a la vida. Esta es la variable que hemos
obviado durante demasiado tiempo, tal vez porque el amor nos da miedo, ya que es la tnica

energia del universo que el ser humano no ha aprendido a manejar a su antojo.

Para dar visibilidad al amor, he hecho una simple sustitucion en mi ecuacion mds célebre. Si en
lugar de E= mc? aceptamos que la energia para sanar e/ mundo puede obtenerse a través del
amor multiplicado por la velocidad de la luz al cuadrado, llegaremos a la conclusion de que el

amor es la fuerza mds poderosa que existe, porque no tiene limites.

Tras el fracaso de la humanidad en el uso y control de las otras fuerzas del universo, que se
han vuelto contra nosotros, es urgente que nos alimentemos de otra clase de energia. Si
queremos que nuestra especie sobreviva, si nos proponemos encontrar un sentido a la vida, si
queremos salvar el mundo y cada ser sintiente que en él habita, el amor es la unica y la dltima

respuesta.

-Albert Einstein-
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RESUMEN

El hipocampo participa en la regulacion de procesos cognitivos. Tanto el estradiol de origen
ovarico como el hipocampal regulan la densidad de las espinas dendriticas de neuronas
piramidales hipocampales. Previamente, hemos mostrado que, en la rata de 21 dias de edad, la
lesién en el hipocampo provoca irregularidades tanto en procesos reproductivos como en
procesos de memoria y aprendizaje en la rata en edad puber. Por tanto, el objetivo de este trabajo
es determinar si la lesiones en HV (hipocampo ventral) y HD (hipocampo dorsal) realizadas a los
21 dias de edad en ratas hembras, afecta el desarrollo gonadal, la fertilidad y los procesos
cognitivos de la rata adulta, asi como el papel de la plasticidad sindptica en este proceso. Para la
metodologia se usaron ratas hembras de la cepa CllI-ZV, las lesiones con acido iboténico se
realizaron en el hipocampo ventral (grupo HV) y dorsal (grupo HD) a los 21 dias edad. Ademas,
se incluyd un grupo intacto y dos grupos control a los que se les administro solucién salina en el
HD (grupo HD-Sham) y HV (grupo HV-Sham), que funcionaron como controles respectivos para
los grupos HD y HV. Se registré la edad de apertura vaginal y se llevé a cabo el monitoreo del
ciclo estral. Alos 90 dias de edad se sometieron a pruebas NORT y posteriormente se efectuaron
los sacrificios. Se observo que los grupos HD y HV mostraron retraso en la pubertad y aciclicidad
vaginal, el grupo HD presento un aumento en el peso del ovario derecho y una menor tasa de
fertilidad a comparacién de los demas grupos. Los grupos HD y HV presentaron una elevacién de
foliculos atrésico y preantrales. La lesién con IBO en el HV aumento la actividad locomotora en
las ratas adultas. La administracion de IBO en HD y HV redujo significativamente la densidad de
espinas dendriticas acompafiado por una disminucion de espinas dendriticas tipo hongo y
aumentaron las de tipo grueso en neuronas hipocampales con respecto al grupo intacto y los
grupos Sham. Nuestros resultados refuerzan la idea de que el hipocampo a través de sus
proyecciones hacia centros hipotalamicos puede modular el eje HPG, influyendo tanto en

procesos reproductivos y cognitivos donde su neuro plasticidad tiene un rol fundamental.

Palabras clave: Hipocampo, neuroplasticidad, HPG, fertilidad, memoria, aprendizaje
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1.INTRODUCCION

Las funciones gonadales de los mamiferos dependen de la via neuroendocrina hipotalamo-
hipéfisis—gonadal y una via neural bidireccional entre los ovarios y otras estructuras del Sistema
Nervioso Central (SNC) (Gerandai et al., 2005). En los procesos reproductivos, hormonas como
los andrégenos y estrogenos son esenciales, si bien, sabemos que se sintetizan en las génadas,
también se ha documentado que el estradiol se sintetiza en el hipocampo a partir del GnRH
proveniente del Hipotdlamo, cabe destacar que uno de los papeles principales del estradiol es la
regulacion de la memoria (Prange-kiel et al., en 2008). De acuerdo con Saphier & Feldman, 1987,
La estimulacién del hipocampo dorsal inhibe las neuronas PVN que proyectan la eminencia
mediana. El GnRH ademas participa en la regulacion de la via hipotdlamo-hipéfisis—gonadal, que
proviene del hipotadlamo siendo de mayor concentracion en el hipotidlamo medio basal (HMB).
(kang et al.,2003). En cuanto a la inervacién del ovario, se tiene registrado que hay mayor
conexion neural en el ovario izquierdo que en el derecho, provocando asi una asimetria
reproductiva (Toth et al., 2007). En 1998, Gerendai y colaboradores por primera vez dieron a
conocer que el sistema nervioso central proyectaba a los ovarios de los cuales el nucleo
paraventricular, los nucleos parabraquiales, el locus ceruleus, los nlicleos reticulares y del rafe,
el nucleo del tracto solitario, el ndcleo motor dorsal, el ndicleo ambiguo y el area postrema estan
involucrados. Sin embargo, Gould et al., 1990, publicaron que al realizar ovariectomia en ratas,
obtuvieron la reduccién de la densidad las espinas dendritica de las neuronas de CAl del
hipocampo, dicho resultado también se observé en el trabajo de Castillo Lopez, 2020, en donde
desnervo con Capsaicina los ovarios de las ratas, obteniendo asi cambios morfolégicos en las
espinas dendriticas de las neuronas hipocampales; y Santos, 2017, en donde bloqueé la via neural
derecha, entre el testiculo derecho y el SNC; por medio de una orquiectomia unilateral que
provoco una disminucién de la arborizacién dendritica de las neuronas piramidales de la regién
CA3 del hipocampo. Debido a estos resultados de diversos investigadores se cree que existen
otras funciones, como procesos reproductivos, en las cuales el hipocampo puede relacionarse

ademas de las establecidas.
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1.1. APARATO REPRODUCTOR FEMENINO

El sistema reproductivo femenino consiste en los ovarios y el tracto genital. El tracto genital
incluye los oviductos, Uteros, cérvix & la vagina. En las ratas, existe una membrana que rodea los
ovarios y el infundibulo oviductual llamada bursa ovarica, su fin es facilitar el transporte de los
ovocitos al oviducto. Los oviductos son pequefios tubos enrollados que estan sobrepuestos en
los ovarios. El Gtero tiene dos cuernos uterinos, lo que permite a los roedores tener varias crias
en una misma camada. En cuanto a la vagina, este se abre directamente al exterior (Kent y Carr,

2001)

Ovario dentro de la Bursa
ovarica

Oviducto

Cérvix

I‘ | Cavidad
Vaginal

Abertura vaginal
externa

FIGURA 1. Anatomia del aparato reproductor de la rata hembra (Modificado de Rendi et.a/., 2012)

1.1.1 OVARIO

El ovario es un conjunto de foliculos, tejido liteo, vasos sanguineos, nervios y tejido conectivo.
Anatémicamente la superficie de los ovarios esta cubierta por una capa cubica reposando en una

membrana denominada como epitelio germinal y es continua con el peritoneo. Debajo del epitelio
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seroso hay una capa de tejido conectivo denso denominado tunica albuginea. El ovario esta
organizado en dos partes principales: La zona central, la medula que estd rodeada por una zona
periférica llamada corteza. Los foliculos estan ubicados en la corteza conteniendo a los ovocitos.
El tamafo y el nimero de los foliculos fluctian dependiendo de la edad y el estado reproductivo

de la hembra (Erickson & Chang, 2007).

1.1.2. INERVACION OVARICA

La inervacidon ovarica estd compuesta por el plexo ovarico que parte del plexo celiaco el cual
proviene de los nervios esplacnicos mayor y menor, y de los nervios vagales que a su vez se
originan del noveno y décimo ganglio toracico del tronco simpatico (Baljet y Drukker, 1980;
Isomura et al., 1985); y del nervio ovarico superior cuyo origen esta en el ganglio celiaco. También
hay otros ganglios involucrados como aquellos ubicados cerca del origen de las arterias renal y

ovarica (McNeill y Burden, 1986, 1987).

Las inervaciones hacia el ovario pueden ser tanto extrinsecas como intrinsecas. La inervacién
extrinseca esta constituida por el nervio ovarico superior y el nervio del plexo ovarico, estas
inervaciones se caracterizan por transmitir las catecolaminas como la noradrenalina ya que se
han detectado en el tejido ovarico (Aguado y Ojeda, 1984; Ben Jonathan et al., 1984); y esta
involucrado con la regulacién del desarrollo folicular, la esteroidogénesis y la ovulacion (Baljet y

Drukker, 1980; Lawrence y Burden, 1980; Doganay et a/., 2010).

En cuanto a la inervacion intrinseca, en las ratas Long Evans ClI-ZV las neuronas estan asociadas
con las células de la teca interna y la lAmina basal, ademas, tanto ovarios adultos jévenes como
senescentes, la mayor parte de las neuronas estan asociadas en grupos en todas las estructuras
de la corteza ovarica (Bravo et al.,, 2022). Los neurotransmisores que se han registrado en las
terminaciones nerviosas de los ovarios son peptidergicas, el péptido intestinal vasoactivo (VIP),
la sustancia p y el &cido gamma aminobutirico (GABA) (Dissen y Ojeda, 1999; Davoren y Hsueh,

1985; Erdo™ et al., 1985; Laszlo et al., 1989).
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FIGURA 2. Inervacién ovarica. Origen y la distribucién del PNO en la rata hembra. a, aorta; IVC, vena cava inferior; SMG,
ganglio mesentérico superior; G, ganglio; IMG, ganglio mesentérico inferior; L (1,2,3,4,5,6) Ganglio lumbar del tronco
simpatico. 1: rama celiaca, 2: rama lumbar, 3: rama anastom@tica, 4: rama mesentérica superior, 5: plexo mesentérico,
6: rama anastomética del ganglio lumbar del tronco simpatico, 7: rama anastomética del nervio esplacnico (Modificado

de Pastelin et al., 2017).

1.2. FoLicuLOS OVARICOS

Los foliculos ovaricos son estructuras fundamentales en el ovario, encargadas de albergar los
6vulos en sus distintas etapas de desarrollo. Cada foliculo estd compuesto por un évulo rodeado
de células somaticas, principalmente las células de la granulosa, que desempefian un papel
crucial en la maduracién del évulo y en la produccion de hormonas, como los estrégenos. Los
foliculos se desarrollan en varias etapas, desde el foliculo primordial, que es la forma mas
temprana e inactiva, hasta el foliculo terciario o antral, que esta cerca de la ovulacién (Albertini

& Mrosovsky, 2018). Este proceso de crecimiento folicular estd regulado principalmente por las
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hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH), que inducen el desarrollo y la maduracién

de los foliculos en el ciclo reproductivo femenino (Hsueh & Tapanainen, 1999).

En las etapas iniciales de la vida, las ratas y otros mamiferos poseen una reserva de foliculos
primordiales, la cual disminuye con el paso del tiempo, especialmente con la edad avanzada, lo
que esta relacionado con la disminucion de la fertilidad y la llegada de la menopausia (Walters &
Handelsman, 2018). La calidad y cantidad de los foliculos ovaricos, por lo tanto, son factores
determinantes en la fertilidad femenina, ya que sélo los foliculos maduros pueden liberar évulos

viables para la fecundacion.

1.2.1. FOLICULOGENESIS

El proceso por el cual el foliculo crece y madura recibe el nombre de foliculogénesis e implica
estadios secuenciales como la iniciacidén, crecimiento, seleccién, ovulacion y luteinizacion.
Cuando ocurre la fragmentacion de los cordones sexuales del ovario embrionario se da el inicio
de este proceso a partir de la meiosis en la regién medular, los ovocitos mantienen una capa de
células epiteliales, posteriormente se dividen por mitosis dos o tres veces, inician la meiosis
especificamente a la primera profase meidtica y forman una segunda generacion de foliculos
primordiales que se caracterizan por el ovocito rodeado por una capa simple de epitelio en forma
cUbica, después estos comienzan a engrosarse hasta formar un epitelio columnar, en esta etapa
el ovocito esta detenido en diploteno de la profase meidtica (Barrios et a/l., 2012; Merchant, 1984;
Freeman, 1994; Speroff et al., 1989). En el siguiente estadio llamado foliculo secundario el
epitelio columnar simple comienza a dividirse formando un epitelio cubico llegando a organizarse
en ocho capas que rodean al ovocito, aqui las células de epitelio columnar son reconocidas como
células granulosas. Tanto las células de la granulosa como las de la teca contintan proliferando,
dando inicio al estadio preantral es decir que el ovocito aumenta de tamano, esta rodeado por la
zona pellcida y se han desarrollado dos capas de células granulosas. Las células en el foliculo
preantral sintetizan tres clases de esteroides: estrdgenos, andrégenos y progestinas. La FSH junto

con los estréogenos ejercen sinérgicamente una accién mitética en las células de la granulosa y
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estimulan su proliferacién. Bajo la influencia del estradiol (E2) y la FSH, hay un incremento en la
produccion del liquido folicular, el cual se acumula progresivamente formando la cavidad antral
0 antro; a este estadio se le conoce como foliculo antral, en el cual los receptores para la LH
(lutropina) se encuentran exclusivamente en las células de la teca, mientras que los receptores
para la FSH (FSHR) se encuentran en las de la granulosa (Speroff et a/., 1989). En respuesta a la
LH las células de la granulosa producen y secretan los estrogenos mediante la aromatizacion de
los androgenos. Luego el ovocito de estar céntrico procede a ser excéntrico siendo encapsulado
por la corona radiada y formandose el cumulus oophorus, en este momento se le reconoce al
foliculo como preovulatorio (también llamado como foliculo de Graff). Entre mas cercano sea la
ovulacién el liquido folicular aumenta su volumen, se presenta el ensanchamiento de la capa de
las células de la granulosa y se desarrolla la teca. Esta ultima capa esta constituida por la teca
interna (se caracteriza por tener células poligonales con un citoplasma vacuolada y un nucleo
vesicular) y la teca externa (constituida por fibras contractil) (Freeman, 1994 ). Al aumentarse la
concentracion de las gonadotropinas se desencadena el incremento intrafolicular de las
concentraciones de plasmina que junto con las proteasas degradan el tejido conectivo de la pared

del foliculo rompiéndolo y permitiendo la liberacion del ovocito (Barrios et a/., 2012).

Tras la ruptura del foliculo las células granulosas transformadas, mas las células tecales y los
vasos, se entremezclan para dar lugar al cuerpo lateo, que serd el responsable de la secrecién de
progesterona durante la fase postovulatoria del ciclo. Asi mismo los foliculos nuevamente inician
a desarrollarse teniendo dos destinos: La ovulacion o la atresia. La atresia folicular es la
degeneraciéon y reabsorcién de los foliculos, puede ocurrir en cualquier etapa del desarrollo
folicular (Uribe et al., 2006). Es importante destacar que el pico maximo de FSH de un ciclo
permite la seleccién de aquellos foliculos que ovularan en el siguiente ciclo (este parametro
también rescatara algunos foliculos de la atresia para que sigan con su desarrollo normal)

(Hirschfield& Midgley 1978; Barrios et al., 2012).
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FIGURA 3. Desarrollo folicular. La foliculogénesis implica de estadios secuenciales como: foliculo primordial, primario,

secundario, terciario y de Graaf. Ademas de la ovulacién y la luteinizacién (Modificado de Tres guerras y Castillo, 2005).

1.3. HORMONAS SEXUALES

Las hormonas sexuales son aquellas que regulan el comportamiento sexual y la reproduccién,
aunque con el tiempo también se les ha atribuido otras funciones. Estas son de tipo esteroideas
y entre ellas se encuentran la testosterona, la androsterona, estrona, estradiol y la progesterona

(Tres guerras & Castillo, 2005).

Las hormonas esteroideas son sintetizadas a partir del colesterol que circula en la sangre en la
forma de lipoproteinas mediante la enzima coenzima A y el que se libera de los esteres del
colesterol almacenados en las gotas lipidicas. La cadena lateral del colesterol se rompe para
formar A5- pregnenolona. La pregnenolona se convierte directamente en progesterona por la
accién de dos enzimas citoplasmaticos, la 3B-ol deshidrogenasa y la A%5- isomerasa.

Posteriormente, la progesterona es transformada en testosterona por la acciéon de la 17-
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deshidrogenasa. La pregnenolona puede seguir una ruta alternativa para producir
dehidroepiandrosterona, dicho compuesto se transforma en 17B-estradiol a través del sistema
del enzima aromatasa y la accién de las 17-reductasa. Asimismo, el estradiol se genera a partir
de la testosterona por accién del sistema de la aromatasa (Devlin, 2000). Estas hormonas se
caracterizan por una estructura basica comun de ciclopentano-perhidro-fenantreno, un complejo
policiclico de 17 d&tomos de carbono que forman un sistema de cuatro anillos. Seguin el niimero
de atomos de carbono, los esteroides sexuales se dividen en tres grupos: progestinas,
caracterizadas por atomos de 21 carbonos; andrégenos, caracterizados por atomos de 19
carbonos; estrégenos, caracterizados por atomos de 18 carbonos (Taraborelli, 2015). Son

producidas en los ovarios, principalmente en las estructuras foliculares y en el cuerpo; igualmente

en los testiculos, en las glandulas suprarrenales o en la placenta (Tres guerras & Castillo, 2005).

Colesterol

Desmolasa
1,7 L -hidroxilasa 1,7 [-OH- fif'aflf‘ffi‘f'ﬁlhi'
e | [ oo
|
Desn!a/asa Desmolasa

3 B- OH- dehidrogenasa l Androtenediona |

‘ Dehidroepiandrosterona A5-4 [somerasa
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FIGURA 4. Sintesis de hormonas sexuales

1.3.1. PROGESTERONA.

El rol de la progesterona se caracteriza por inducir junto con los estrégenos la secrecion de FSH
y sensibilizar los receptores de LH en las células de la granulosa, permitir la transicion del
endometrio de la fase proliferativa a la secretora. Durante la fase proliferativa, hay un predominio

de receptores de estrégenos localizados en las células epiteliales estromales y miometriales, pero
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durante la fase ovulatoria esta concentracion disminuye rapidamente debido a la accién supresora
de la progesterona. Por el contrario, los receptores de progesterona (RP), localizados
principalmente en las células epiteliales endometriales, aumentan exponencialmente en la fase
ovulatoria, como resultado de la accién del estradiol, y luego disminuyen drasticamente en la
fase lutea tardia. El foliculo preovulatorio es capaz de sintetizar estrogenos y progesterona que
actian directamente sobre las células de la granulosa promoviendo el crecimiento folicular e
inhibiendo genes apoptdticos, a través de la interaccion con un receptor de membrana. La
progesterona también es conocida como la hormona del embarazo debido a que disminuye el
peristaltismo de las trompas de Falopio para que suceda la fertilizacion del évulo y su transporte
al atero, asi mismo inhibe la contraccion del miometrio, induce un cambio en la respuesta
inflamatoria mediada por células T, disminuye la actividad de las células NK y aumenta la
produccién de anticuerpos asimétricos no citotéxicos bloqueando los antigenos fetales, sin

activar la respuesta humoral para que haya una implantaciéon exitosa (Tucker, 2007).

1.3.2. ESTROGENOS

Los estrégenos son conocidos por estimular el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios
femeninos como el crecimiento mamario junto con la estimulacién de los conductos galactéforos
y el desarrollo de los genitales externos e internos. Induce el crecimiento de las trompas de
Falopio y del atero, incrementa la cornificacién de las células superficiales de la mucosa vaginal,
en el cuello aumenta la cantidad de mucosa lo que facilita la entrada de los espermatozoides. En
el muasculo uterino se hacen mas frecuentes las contracciones espontaneas, incrementandose la
excitabilidad a la oxitocina. En el hipotdlamo modulan la secreciéon de la hormona liberadora de
la gonadotropina (LHRH) y dopamina; estimulan también la aparicién de receptores para FSH en

el foliculo (Torres & Castillo, 2005).

1.3.3. ANDROGENOS.

Los andrégenos son reconocidos por su papel en el desarrollo sexual masculino. Es de

importancia en la diferenciacién sexual cerebral, en el desarrollo de los conductos de Wolff y de
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los genitales externos masculinos. Incrementa la vascularizacion de los tejidos sexuales,
determina el desarrollo de las vesiculas seminales y la préstata, aumentando su funcién secretora.
Se ha demostrado que la 5-dihidrotestosterona favorece el desarrollo de los tubulos seminiferos
y posibilita la accién de la FSH sobre el epitelio germinal, y es capaz por si sola y a altas dosis de
mantener la espermatogénesis en animales hipofisectomizados. Junto con los andrégenos

suprarrenales estimula también la libido y la potencia sexual (Torres & Castillo, 2005).

Si bien, se ha descrito perfectamente el papel de los andrdégenos en caracteres sexuales
masculinos también se ha revelado que regulan directamente el crecimiento de los foliculos
preantrales, previene la atresia folicular y favorecen la formaciéon de los foliculos antrales. Se ha
planteado su participacién en el reclutamiento de los foliculos primordiales y en el proceso de
ovulacion. El exceso de androgenos aumenta el desarrollo folicular y la formacién disfuncional
de foliculos antrales en el sindrome de ovario poliquistico (Soutelo & Faraj, 2015; Gervasico et

al., 2014)

1.4. CICLO ESTRAL

El ciclo estral es un proceso relacionado con las fluctuaciones de esteroides sexuales circulantes
que repercute el estado del Utero, los ovarios y de la apariencia de las células epiteliales vaginales,
este Ultimo es indicador del estado reproductivo de las hembras (Goldman et a/., 2007). El ciclo
estral de las ratas tiene una duracion de 4 y 5 dias. Consta de 4 fases: proestro, estro, metaestro
y diestro. Este ciclo es dependiente del nivel de estradiol, ya que en diestro el estradiol va
aumentado hasta alcanzar su punto maximo en el proestro y en el estro empieza a disminuir
poco a poco concluyendo en la queratinizacion de las células epiteliales vaginales (Fig. 5)

(Goldman et al., 2007; Eva & Long, 1922).
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FIGURA 5. Fluctuaciones del estradiol, progesterona y la hormona luteinizante durante el ciclo estral. Las tres hormonas
se encuentran en su pico de concentracién durante el proestro, mientras que disminuyen durante el estro (Goldman et
al., 2007).

Proestro: Es la fase en donde se da la ovulacidon y se presenta antes del estro, tiene una duracién
aproximada de 12 a 18 horas. Las células del epitelio vaginal en ratas se caracterizan por ser

nhucleadas, angulares y bordes definidos sin presencia de leucocitos (Goldman et a/., 2007).

Estro: Tiene una duracién entre 9y 12 horas, la citologia vaginal presenta células de descamacién,

sin nucleo, translucidas y sin presencia de leucocitos (Goldman et a/., 2007).

Metaestro: Esta fase presenta una gran cantidad de leucocitos especificamente neutrofilos y con
algunas células escamosas. El metaestro es la fase de transicidn entre el estro y el diestro con

una duracion de 10 a 14 horas (Goldman et al., 2007)

Diestro: El diestro es la fase que mas permanece ya que dura de 55 a 72 horas y se caracteriza
por que las células parabasales (células esféricas con niicleos grandes que regularmente se tifien
de azul) y los leucocitos predominan, estos se organizan como racimos de uvas (Goldman et al/.,

2007; Hernandez et al., 2023).
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FIGURA 6. Caracteristicas morfolégicas de las células epiteliales vaginal de la rata hembra durante el ciclo estral
(modificado de Hong K et a/., 2018).

1.5. EJE HIPOTALAMO- HIPOFISIS— OVARICO

El eje hipotaldmico-hipofisario-gonadal (HHG) es un sistema endocrino complejo que regula la
funcion reproductiva en los mamiferos. Este eje involucra tres glandulas principales: el
hipotdlamo, la hip6fisis y las glandulas gonadales (ovarios en las hembras y testiculos en los
machos). El funcionamiento adecuado de este eje es crucial para el inicio y la regulacién de la
pubertad, la ovulacidn, la espermatogénesis y la produccién de hormonas sexuales. Este eje inicia
en el hipotdlamo especificamente en el nlcleo paraventricular (NPV) en donde se secreta de
manera pulsatil la hormona liberadora de la gonadotropina (GNRH), este viaja a la hipéfisis a
través de la eminencia media para estimular la liberacién al torrente sanguineo la hormona
luteinizante (LH) y la hormona del foliculo estimulante (FSH) (Griffin & Ojeda, 2004; Sodersten,
2015). Estas gonadotropinas viajan hacia las génadas (ovarios o testiculos) para regular la
produccién de hormonas sexuales y la maduracion de los gametos. En cuanto a los ovarios se
posee exclusivamente receptores de FSH en las células de la teca permitiendo asi la induccién del
desarrollo folicular y sintesis del estradiol a expensas de la androstendiona sintetizada en las
células locales bajo el estimulo de la LH. Inicialmente, la FSH interviene también en el proceso de
reclutamiento folicular, crecimiento folicular y desarrollo del foliculo dominante. Cuando hay
altos niveles de estradiol también hay un incremento de receptores para la FSH lo que posibilita
el continuo desarrollo de los foliculos, en presencia cada vez niveles mas bajos de FSH dando

lugar a la atresia de otros foliculos que no son tan sensibles. La LH actua sobre el foliculo ya
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maduro generando la ovulacién. También actiia sobre las células de la teca y de las granulosas
luteinizandolas transformando el foliculo en cuerpo ldteo e incrementando éste la produccién de
progesterona (Tres guerras & Castillo, 2005; Moore, Persaud y Torchia, 2008). Este eje esta
finamente regulado mediante retroalimentacidon negativa y positiva. Por ejemplo, cuando los
niveles de hormonas sexuales (estrégenos, progesterona o testosterona) aumentan, envian
sefiales al hipotalamo y a la hipofisis para reducir la liberacién de GnRH, FSH y LH. Este mecanismo
asegura que los niveles hormonales se mantengan dentro de un rango éptimo para la funcion

reproductiva (Jara, 2001; Hoffman et a/., 2009; Sédersten, 2015).
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FIGURA 7. Eje hipotalamo-hipofisiario-ovarico. Se puede visualizar el corte sagital donde se muestra el eje hipotalamico
adenohipofisario ovarica de la rata, el hipotdlamo segrega GnRH sobre la hip&fisis, a su vez este genera FSH Y LH que
promueven la sintesis de esteroides en el ovario que ayudan a estimular el crecimiento folicular. Este eje esta regulado
por un bucle de retroalimentaciéon (Modificado de Geraque, 2020). GnRH: Hormona liberadora de gonadotropina, LH:
Hormona luteinizante, FSH: Hormona foliculoestimulante.
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1.6. HIPOCAMPO

El hipocampo es una estructura curva de la corteza plegada hacia la superficie medial del 16bulo
temporal, que ocupa el piso de asta inferior o temporal del ventriculo lateral. Forma parte del
sistema limbica y se divide en tres regiones: hipocampo ventral (HV), hipocampo dorsal (HD) e
intermedio. Anatdmicamente, esta organizado en el cuerno de Amén (hipocampo propio) y el
giro dentado (separados por la fisura hipocampal); y el complejo subicular. A su vez el cuerno de
Amoén estd constituido por cuatro campos CA1, CA2, CA3 y CA4 (Lavenex, Lavenex y Amaral,
2007; Amaral y Lavenex, 2007; Hernandez, Aguilar y Garcia, 2015). En cuanto a su
cirtoarquitectura, este esta organizado por una capa de células piramidales que contiene a los
somas de dichas células, una capa molecular en el que estan presentes las dendritas apicales de
las células piramidales y una capa polimorfica que estd compuesta de interneuronas y células en
cesta. (Schultz y Engelhardt, 2014; Giap et al.,, 2000; Benavides-Piccione et a/, 2020). Las
funciones que desempena el hipocampo estan relacionadas con la memoria declarativa, espacial,

a largo plazo y a corto plazo, el aprendizaje y el estrés (Olivares et al., 2015).

\ Caudal
je longitudinal

7 Z
> Lébulo
temporal
: Hipocampo
ventro-caudal
Rostral oY N
L Ventral
N
Septum

FIGURA 8. Ejes hipocampales. El eje longitudinal se extiende desde el septum (dorso-rostral) al I6bulo temporal del
cerebro (ventro-caudal), entres estos ejes se encuentra el hipocampo dorsal y el ventral (modificado de Suarez, 2015). En
la esquina superior izquierda se visualiza a través del eje septemporal los componentes de la formacién hipocampal (SUB,
Subiculo; GD, giro dentado; CA1, CA2 y CA3) (Modificado de Amaral y Lavenex, 2007).
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1.6.1. CIRCUITO TRISINAPTICO

Las proyecciones de las neuronas piramidales de la regién CA3 se dirigen hacia las dendritas de
las neuronas piramidales de las CA1 mediante los colaterales de Schaffer. Los axones
provenientes de la region CA3 proyectan hacia todo el hipocampo mediante proyecciones
comisurales, entre hemisferios y/o asociativas, en el mismo hemisferio. Mientras que las
neuronas granulares del giro dentado proyectan sus axones hacia las dendritas proximales de
las neuronas piramidales de la regiéon CA3, atravesando el hilus. La corteza parahipocampal es la
region que mayor proyeccion de fibras dirige hacia el hipocampo siendo la principal via de
entrada de aferencias neocorticales de procesamiento provenientes de distintas areas dorsales,
como la corteza parietal posterior, la corteza retrosplenial, la corteza prefrontal dorsolateral o de
la parte dorsal del surco temporal superior estructuras estrechamente asociadas en la
codificacion de la localizacidon espacial de los estimulos. Estas aferencias son distribuidas hacia
la corteza entorrinal. Las células de las capas Il y lll de esta corteza envian sus axones hasta el
giro dentado y el hipocampo a través de la via perforante, atravesando la capa de células
piramidales del subiculum (Olivares et a/., 2015). En roedores se ha visualizado que la neocorteza
manda proyecciones al hipocampo dorsal y las proyecciones del hipocampo ventral vienen de la

corteza prefrontal, la amigdala, otros nucleos subcorticales y el hipotalamo (Camacho et af.,
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FIGURA 9. Circuito trisinaptico del hipocampo. La tradicional via excitatoria trisindptica es descrita por las flechas (flecha
azul: via perforante; flecha naranja: via de fibras musgosas; flecha verde: colaterales de Schaffer; flecha roja; proyecciones
de CA1 a la CE) (modificado de Olivares et al., 2015).
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1.6.2. AFERENCIAS Y EFERENCIAS DEL HIPOCAMPO

Las aferencias al hipocampo provienen de la corteza entorrinal, el area septal, de la corteza
prefrontal y de la porcién anterior del giro cingulo; siendo las dos principales la de la corteza
entorrinal y del septum medial. Las neuronas del sistema septohipocampal se encuentra en el
cerebro basal anterior, especificamente en la regién medial septal y la banda diagonal de Broca
(BDB). Estas neuronas se proyectan principalmente al hipocampo ipsilateral y son fibras
colinérgicas y GABAérgicas (Schwegler et al., 1996; Peterson, 1989; Dutar et al, 1995). Las
aferencias colinérgicas llevan impulsos a las células piramidales y a las interneuronas
GABAérgicas del hipocampo, produciendo desinhibicion de las células piramidales. Las
conexiones que provienen de la corteza entorrinal se originan en la capa dos y proyectan hacia
CA1 y CA3, estas fibras son pequefias y glutamatérgicas (Colbert & Levy, 1992; Freud & Antal,

1988; Gulyas et al., 2003).

Respecto a las eferencias del hipocampo, este tiene conectividad con el area septal (fornix
precomisural), nucleo anterior del tdlamo, cuerpos mamilares del hipotdlamo (férnix
postcomisural), corteza entorrinal, corteza prefrontal, hipocampo contralateral. Especificamente,
la mitad dorsal del hipocampo se proyecta hacia una parte dorsal muy pequefia del septum lateral
(LS), mientras que las partes progresivamente mas ventrales del hipocampo inervan
progresivamente partes mas grandes del LS mas ventralmente. Las dareas adyacentes del
hipocampo a lo largo del eje longitudinal inervan regiones distintas pero superpuestas del LS.
Por lo tanto, aunque las neuronas LS individuales reciben entradas de un "parche" dorsoventral
de células piramidales del hipocampo, la proyeccion en su conjunto tiene una organizacion
topograficamente graduada. De manera crucial, esta organizacion topograficamente graduada se
conserva en las proyecciones LS al hipotalamo. Esto implica que las diferentes regiones del
hipocampo a lo largo del eje longitudinal se mapean topograficamente en diferentes regiones
hipotalamicas involucradas en el comportamiento, el sistema endocrino y las respuestas
autonémicas asociadas a conductas especificas orientadas a objetivos. La conectividad del

hipocampo con el nucleo accumbens (NAc) y la amigdala también sigue un patrén topografico,
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con porciones hipocampales progresivamente mas ventrales que se proyectan a partes

progresivamente mas mediales de ambas estructuras subcorticales (Strange et al., 2014).

m-

Zona Media

AHN VHM

FIGURA 10. Eferencias del hipocampo al septum lateral (LS) y al hipotalamo. El LS se puede dividir en partes rostral (LSr),
caudal (LSc) y ventral (LSv). La punta mas ventral del subiculo CA1 (azul) se proyecta hacia el LSv, que se proyecta hacia
el nacleo predptico medial (NMP) y la zona periventricular hipotaldmica (ZPV). Mas partes dorsales del campo CA1-
subiculo se proyectan hacia el LSr, que a su vez se proyecta hacia los nucleos de la zona medial hipotalamica, incluyendo
el ndcleo hipotaldmico anterior (AHN) y el nlcleo hipotalamico ventromedial (VMH). El subiculo dorsal envia una pequena
proyeccion al LS dorsal, que se transmite al cuerpo mamilar (MB). El grosor de las flechas indica la densidad de proyeccién
(tomado y modificado de Strange et a/., 2014)

1.7. MEMORIA Y APRENDIZAJE.

El aprendizaje y la memoria son procesos cognitivos vitales para los organismos. El aprendizaje
se considera como una modificacién estructural y funcional del sistema nervioso que resulta en
el cambio de la conducta a lo largo del tiempo, permitiendo que las especias puedan adaptarse
a su medio ambiente. La informacion de experiencias pasadas es recuperada, aprendida, retenida
o almacenada en los circuitos neuronales que forman el cerebro y constituye lo que denominamos
memoria (Bjorklund, Schneider y Herndndez Blasi, 2003; Crowder, 1976; Roediger & McDermott,

2013). Actualmente, se han descritos tres tipos de memoria en los mamiferos de acuerdo con las
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caracteristicas conductuales y las estructuras cerebrales implicadas, que son: memoria de
trabajo, memoria implicita y la explicita (Bjorklund, Schneider y Hernandez Blasi, 2003). La
memoria de trabajo o cognicidon ejecutiva aborda la capacidad para utilizar la informacién
retenida para realizar operaciones cognitivas complejas, como el aprendizaje, la comprension del
lenguaje o el razonamiento. Las areas implicadas en este tipo de memoria son las areas
sensoriales primaria, del I6bulo prefrontal, nldcleo dorso-mediano talamo y neoestriado. Acerca
de la memoria implicita o no declarativa, se trata de la memoria de las cosas que hacemos
rutinariamente. Se le considera automatica, inconsciente y dificil de verbalizar. Su obtencién es
gradual y se perfecciona con la practica, este se da a través de la habituacion, el aprendizaje
perceptivo y motor. En la memoria implicita, los ganglios basales, el cerebelo y la amigdala son
reguladores (Squire & Dede, 2015; Ashby et a/., 2010; Timmann et al., 2010; Duvarci & Pare,
2014). Por Gltimo, la memoria explicita o declarativa puede clasificarse en memoria semantica,
es decir el almacenamiento cerebral de los hechos; y memoria episédica, lo que es la informacion
retenida de eventos. Un ejemplo de la memoria declarativa es la memoria espacial, siendo el
hipocampo la estructura cerebral quien la regule (Squire & Wixted, 2011; Eichenbaum, 2011;

Routtenberg et al.,, 1980).

Se conoce que los andrdégenos, estrégenos y progestagenos estan asociados a funciones
reproductivas, sin embargo, estos también ejercen un rol importante en procesos de aprendizaje
y memoria. Siendo el de mas estudiado, el 17B-estradiol (E2), que actia en comportamientos
reproductivos, es un potencializador en la plasticidad sinaptica excitatorio del hipocampo y
protege a las neuronas hipocampales de la excitotoxicidad inducida por fairmacos (Gould et al/.,
1990; Wolley et al., 1997; Li et al., 2004). El E2 también participa en la regulacién del estado de
animo y funciones cognitivas basadas en el hipocampo, asi, el cambio impulsivo en los niveles
de estradiol al inicio de la menopausia en mujeres ha sido considerado como un factor de riesgo
para el desarrollo de trastornos neurocognitivos, trastornos en el estado de animo, depresion y
ansiedad. Se conoce que los sintomas mencionados anteriormente también se pueden manifestar

durante la menstruacion, el embarazo y en el postparto (Bebbington et a/., 1998, Jenkins, 1987;
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Weissman & Klerman, 1977; Greendale et al., 2011). En el estudio realizado por Dalton en 1959,
registraron que casi la mitad de las mujeres ingresadas en hospitales psiquiatricos por una
variedad de sintomas fueron admitidas inmediatamente antes o durante la menstruacién, y la
incidencia de suicidio fue mayor en estos momentos. Algunos estudios, pero no todos, informan
una mayor incidencia de suicidio entre las mujeres durante la fase litea, en comparacion con la
folicular (Baca-Garcia et al., 2000). Sin embargo, otros estudios en aves, roedores, monos y
humanaos han encontrado que el E2 también se produce en el cerebro masculino y femenino, con
altas concentraciones en el hipotalamo, amigdala, hipocampo y la corteza cerebral debido a la
expresién de la enzima aromatasa que convierte la testosterona en E: (Stoffel-Wagner et al.,
1999; Hojo et al., 2004). Las ratas con lesiones en el hipocampo han mostrado déficits en la
formacién y retencién de numerosos tipos de recuerdos, incluidos los utilizados para la
navegacion espacial, el reconocimiento de objetos y recuerdos asociados con el miedo. También,
tanto en animales experimentales como humanos con dafio hipocampal presentan amnesia
retrograda de grado temporal (TGRA), por lo que la memoria reciente y remota se ven afectadas

(Kapur & Brooks, 1999; Takehara et a/.,, 2003; Ocampo et a/l., 2017).

1.7.1. ESPINAS DENDRITICAS

Las espinas dendriticas son pequefnas y delgadas prominencias de las dendritas de las neuronas
(Ramon & Cajal, 1888), son estructuras postsinapticas que forman parte de las comunicaciones
sinapticas ya que son importantes en las sinapsis excitatorias. Su morfologia y densidad es crucial
en la plasticidad sindpticas y por ende en procesos de memoria y aprendizaje (Gray & Guillery,

196; Nimchinsky et a/., 2002).

Las espinas dendriticas estan constituidas principalmente de un citoesqueleto de actina, siendo
la F-actina la de mayor proporcion, mientras que la G-actina contribuye aproximadamente el 12%
del contenido total de la actina. La polimerizaciéon y despolimerizacion de la actina determina la
motilidad, el crecimiento y la forma de las espinas dendriticas durante el proceso de maduracién

(Honkura et al., 2008; Blanchoin et a/., 2014; Pollard & Cooper, 2009). Poseen receptores NMDA,
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AMPA vy receptores metabotréopicos en su membrana. Los receptores NMDA se encuentran
centralmente dentro de la regién de densidad postsindptica (PSD) y regulan la dinamica de la
elevacion intracelular postsinapticas del CA2+ Su activacién media las alteraciones morfoldgicas
de las espinas dendriticas. Los receptores AMPA se localiza en los bordes de PSD, de ellos
dependen el tamafio y la fuerza de los estimulos sindpticos de las espinas dendriticas (Kharazia
& Weinberg, 1997; Kasai et al.,, 2003; Matsuzaki et al., 2001; Matsuzaki et a/., 2004). Las GTPasa
también son (tiles para la morfologia de las espinas dendriticas (Ishikawa et a/., 2003). Otros
componentes que forman parte de la estructura de las espinas dendriticas son el micro ARN, las
proteinas de unién al ARNm, los factores de transcripcidon, matriz extracelular y moléculas de

adhesion (Chidambaram et a/., 2019).

Las espinas dendriticas se clasifican en 4 tipo de acuerdo con su morfologia, que son:

e Espinas de tipo hongo: se caracterizan por tener una cabeza grande y un cuello estrecho.

e Espinas delgadas o largas: poseen una cabeza pequefia con un cuello estrecho.

e Espinas gruesas: no hay ninguna diferenciaciéon entre la cabeza y la unién al eje.

e Espinas bifurcadas: son espinas ramificadas con dos cabezas unidas a un solo cuello
estrecho.

e Espinas sin clasificacién: aplica para aquellas en las que no hay un patrén morfoldgico

especifico.
Larga Hongo Gruesa Bifurcada Sin clasificacién

FIGURA 11. Tipos de espinas dendriticas de acuerdo con su morfologia (tomado de Bello-medina et al., 2018).
La densidad de las espinas dendriticas estd involucrada con la cantidad de conectividad que hay
entre las neuronas con espinas dendriticas y los axones de otras neuronas que establecen
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contacto sindptico. Sin embargo, las espinas dendriticas asimismo estan implicadas en el
compartimento del calcio y otros componentes de sefalizacién; debido a esto, también
desempenan un papel en la plasticidad neuronal (Fiala et a/., 2002). La forma y el tamano de las
espinas dendriticas se correlacionan con la capacidad de cambio estructural, por lo que las
espinas con cabezas grandes, es decir las de tipo hongo, son estables y contribuyen a fuertes
conexiones sindpticas, puesto que contienen una mayor area de PSDs resultando en mayor
contenido de receptores AMPA (Takumi et al., 1999); mientras que las espinas con cabezas
pequefias como las de tipo delgada, son moéviles e inestables relaciondndose con conexiones
sindpticas débiles o silenciosas dando como consecuencia un flujo excesivo de Ca2+ dentro de
la region sindptica, detalle que no pasa con las de tipo hongo debido al que el cuello esta definido
y diferenciado morfolégicamente (Kasai et a/., 2003; Nimchinsky, Sabatini & Svoboda, 2002).
Muchas investigaciones reportan que la morfologia dendritica es dindmica, dichos cambios
dependen de la fuerza de los estimulos sinapticos (calabrese et a/.,2006). A partir de esta
capacidad cambiante de las espinas dendritica, se han establecidos dos tipos de plasticidad, la

plasticidad a corto plazo y plasticidad a largo plazo.

La plasticidad a corto plazo consiste en la fase de formacién y desarrollo de nuevas espinas. Estas
huevas espinas tienden a ser largas, muchas veces pueden tardar horas o un solo dia para
madurar estructural y funcionalmente (Segal, 2005; Chidambaram et a/., 2019). En la plasticidad
a largo plazo, se da la maduracion y estabilizacion de las espinas recién formadas, hay un
aumento en la densidad de las espinas dendriticas y el tamafio de la cabeza de las espinas
conhjuntamente se presenta una disminucion en su longitud media general, el nimero de
filopodios dendriticos y la motilidad de la espina (Dunaevsky et a/., 1999). La maduracion de las
espinas dendritica continua hasta que estas hacen contacto sinaptico. Los cambios morfoldgicos
de las espinas dendriticas pueden inducir diversas patologias, por ejemplo, las alteraciones en la
morfologia (disminuciéon del tamafo, cambio de forma, hipertrofia del aparato espinoso,
incremento de la densidad del citoplasma, aumento del volumen y formacién de sinapsis

aberrantes) conduce a un retraso mental, al abuso de alcohol, epilepsia, encefalitis espongiformes
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y enfermedades neurodegenerativas. La disminucién en la densidad de las espinas dendriticas
provoco Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, epilepsia,

alteraciones metabdlicas, trastornos de ansiedad y depresivo (Fiala, Space & Harris, 2002).

1.7.2. POTENCIACION A LARGO PLAZO.

Uno de los mecanismos de la plasticidad neuronal esta mediada por la potenciacion a largo plazo
(LTP por sus siglas en Ingles). La LTP, se refiere al incremento prolongado de los estimulos
sindpticos que se dan entre una neurona pre y post sindptica induciendo cambios funcionales y
morfoldgicos de las neuronas (calabrese et al.,2006; Bear et al.,2020). Este fendmeno se presenta
en distintas regiones del cerebro, pero ha sido estudiado extensamente en el hipocampo; su
funcionalidad depende de la actividad glutamatérgica que a su vez puede clasificarse en dos

fases:

e Fase temprana: hay activacion de las neuronas pre y post sindpticas que liberan glutamato
en la neurona presinaptica provocando la apertura de receptores AMPA (acido y-amino-
3-hidroxi-5-metil-4isoxasol propionico), que permite la entrada de los iones Na+ y
despolarizando la membrana postsinaptica. Cuando el glutamato se une a los receptores
de NMDA da paso al ingreso de Ca2* que despolariza la membrana que a su vez
desencadena enzimas dependientes de calcio como la proteina cinasa C (PKC) y la proteina
quinasa (calmodulina/ CamKIl) (Lamprecht & LeDoux, 2004; Lisman, Yasuda &
Raghavachari, 2012).

e Fase tardia: El aumento de los iones de calcio dentro de la célula postsinaptica activa
moléculas ciclicas de monofosfato de adenosina (AMPc), esto a su vez activa varios
enzimas como la proteina cinasa A (PKA) promoviendo la translocacion de una de sus
subunidades cataliticas al interior del ntcleo, asi mismo, la subunidad de PKA activa a la
proteina de unién responsiva a AMPc (CREB) para encender una serie de genes que

expresen sintesis de proteinas como la neurotropina que estimula el crecimiento de la
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sinapsis y los elementos estructurales, estabilizando una mayor sensibilidad a los

neurotransmisores (Figura 12) (Lambroso & Ogren, 2009; Meinkoth et a/., 1993).
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FIGURA 12. Potenciacion a largo plazo. La LTP consta de dos fases: fase temprana y fase tardia (tomado y modificado de
Chen et al., 2021).

2. ANTECEDENTES

Se tiene establecido que el eje hipotdlamo- pituitario-gonadal es el encargado de producir
hormonas como la GnRH, LH y FSH, que son indispensables en la fisiologia reproductiva en
mamiferos. El hipotdlamo libera GnRH que actlia sobre la adenohipdfisis a través de venas
portales liberando y regulando hormonas gonadotropas como LH y FSH (Gémez y Paniagua,
2002). Ambas hormonas repercuten sobre las gonadas, en el ovario, durante la fase preovulatoria
la FSH empieza la maduracién de los foliculos ovaricos y a la expulsion de los ovocitos. La LH
estimula y produce estrogenos mediante la aromatizacién de los andrégenos en las células de
los granulos. Los niveles circulantes de progesteronas y estrogenos regulan por retroalimentacion
la liberacidon de las gonadotrofinas adenohipofisarias (Adashi, 1994). La apertura vaginal, un

parametro clave para determinar el inicio de la pubertad y la maduracion sexual en ratas hembras,
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se alcanza aproximadamente entre los 35 y 40 dias de edad (Lipska et al., 1992; Brady, 2016).
Este evento es inducido por un aumento preovulatorio de las gonadotropinas, que provoca una
concentracion de aproximadamente 50 picogramos/ml de E.. Este aumento en los niveles
hormonales desencadena el inicio del ciclo endocrino del eje hipotdlamo-hipéfisis—gonadal
(Ojeda y Skinner, 2006; Fernandez et al., 2021). Ademas, el sistema colinérgico, a través de los
receptores muscarinicos, juega un papel fundamental en el momento exacto de la pubertad
femenina y en el desarrollo del crecimiento ovarico en la rata (Trkulja & Lackovi¢, 1996). Cabe
destacar que la apertura vaginal también puede verse influenciada por los cambios endocrinos
diurnos que ocurren durante el periodo puberal (Hashizume & Ohashi, 1984; Albrecht, 1984). El
ciclo estral que también estd bajo control del hipotdlamo-hipofisario, cuando estimulan la
producciéon de los estrogenos en los ovarios también estimulan el epitelio vaginal y su
queratinizacion (Gorbman et al.,, 1983; Hebel & Stromberg, 1986; Martin, 1979). Se ha registrado
que los estréogenos, ademas de su rol en procesos gonadales, es esencial para procesos de
memoria y aprendizaje. Gould et a/., (1990) realizaron ovariectomia a ratas adultas, esto causo
que la densidad de las espinas dendriticas en las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo
disminuyeran, sin embargo, cuando trataron a las ratas ovariectomizadas con estradiol
observaron que este evito la disminucidon de la densidad de espinas dendriticas en esa misma
region del hipocampo, por lo que postularon que los esteroides gonadales son de relevancia para
el mantenimiento de las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo. Mas adelante Wolley et a/.,
(1990), se dieron a la tarea de determinar si los cambios en la densidad de las espinas dendriticas
a lo largo del ciclo estral se dan de manera natural en ratas adultas, ellos observaron que durante
la etapa proestro la densidad de las espinas dendriticas en CA1 del hipocampo era mayor a
comparacion que en la etapa estro, concluyeron que en efecto la densidad de las espinas
dendriticas de CA1 del hipocampo dependen de esteroides gonadales respaldando asi los
hallazgo del estudio anterior. Sin embargo, en 2008, Prange-kiel y colaboradores, expusieron
que la densidad de las espinas dendritica del hipocampo resulta de la regulacién ciclica de la
sintesis del E2 en respuesta a la liberacion de GnRH desde el hipotalamo, dando a entender que

la GnRH sincroniza la sintesis del E2 gonadal como la del hipocampo. En 1998 Gerendai y
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colaboradores, mediante el marcaje transneuronal inyectando el virus de la pseudorrabia en los
ovarios de las ratas, dieron a conocer por primera vez que el sistema nervioso central proyectaba
a los ovarios de los cuales el nucleo paraventricular, los nlcleos parabraquiales, el locus ceruleus,
los nucleos reticulares y del rafe, el nlcleo del tracto solitario, el ndcleo motor dorsal, el ndcleo

ambiguo y el area postrema estan involucrados.

Los estudios anteriores dieron hincapié a que otros autores exploraran la posibilidad de que el
hipocampo pudiese participar en procesos reproductivos, tal es el caso de santos, 2017, en el
que al realizar una hemiorquidectomia unilateral izquierda en ratas prepliber desencadena en la
etapa adulta un aumento en la arborizacién dendritica y en la longitud dendritica por nimero de
orden de las neuronas piramidales del hipocampo de CA1l, ademas de un aumento en la
produccién de espermatozoides en el testiculo derecho, empero la orquiectomia unilateral
derecha desciende notablemente los parametros mencionados anteriormente; Kandasamyse et
al., 2019, cautelosamente proponen un ciclo de retroalimentacién molecular especifico entre el
hipotalamo, la hipéfisis y el hipocampo (HPH), debido a que GnRH, LH & FSH provenientes del
hipotdlamo-hipofisis repercuten en la sintesis de estradiol en los neuroblastos facilitando la
regulacion de la neurogénesis en el hipocampo, al ser este un bucle de retroalimentacién significa
que estas hormonas no solo afectan al hipocampo, sino que también reciben senales de vuelta
para ajustarse. Por esa razén, dan a entender que esta red de comunicacién podria ser el
responsable de la regulacion de nuevas neuronas y la plasticidad del cerebro en adultos, y que al
comprenderla se podria proponer un manejo terapéutico neurodegenerativo para los cambios de
humor, la depresion y el deterioro cognitivo en la menopausia y los trastornos neurocognitivos;
Castillo, 2020, llevé a cabo la administracion de Acetil I-carnitina (ALCAR) en diferente dosis a
ratas hembras desnervadas sensorialmente con capsaicina. Como resultado, las ratas tratadas
con ALCAR tuvieron un adelanto de la apertura vaginal, un incremento de la poblacién de foliculos
en crecimiento y rescate de foliculos atrésicos, un incremento en la arborizaciéon y longitud
dendritica en la region CAl del hipocampo a comparacion de las que fueron desnervadas

sensorialmente. El autor propone que el aumento de la arborizacién y longitud dendritica de CA1
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en hipocampo y la mejora en los parametros morfoldgicos folicular por el tratamiento con ALCAR
pudiese darse por una via entre el ovario- hipotalamo-hipocampo. Lo expuesto previamente
condujo a que el autor realizara cirugias estereotaxicas en el hipocampo dorsal y ventral
utilizando acido iboténico, con los controles correspondientes de solucién salina, en ratas de 21
dias de edad, con el objetivo de evaluar su impacto en los procesos gonadales y determinar si
esta estructura participa en el eje HPG. Los resultados obtenidos fueron reveladores: los animales
con lesiones en el hipocampo causadas por el acido iboténico mostraron un retraso en la
pubertad, aciclicidad vaginal, alteraciones en la memoria a corto y largo plazo. Ademas, se
observd un aumento en el niumero de foliculos atrésicos, asi como una reduccion en las
concentraciones séricas de hormonas gonadotropas, estradiol y progesterona, mientras que los
niveles de testosterona se incrementaron. Finalmente, se evidencié una disminucion en la
densidad dendritica en las areas CA1, CA3 y GD en comparacidon con los controles respectivos y
el grupo control. Estos resultados permitieron al autor concluir de manera contundente que el
hipocampo desempefia un papel crucial en los procesos cognitivos y gonadales (Castillo et al.,
2025). La cuestion que ahora surge es como las lesiones estereotdxicas en el hipocampo,
realizadas a los 21 dias de edad en ratas hembras, afectan su desarrollo en la etapa adulta, asi
como el papel de la plasticidad sinaptica en este proceso. Esta es la problematica que

abordaremos en la presente investigacion.

3. JUSTIFICACION

El eje hipotadlamo-pituitario-gonadal (HPG), es de relevancia en la regulacién de procesos
reproductivos y endocrinos en mamiferos. Las hormonas asociadas a este eje, como la GnRH, LH
y FSH ademds de influir en la maduraciéon sexual y en el ciclo reproductivo, también tienen
impacto en estructuras limbicas como el hipocampo, region clave para la memoria, el aprendizaje

y la plasticidad neuronal.

Estudios previos han demostrado que los esteroides gonadales, como el estradiol, impactan

directamente en la densidad de las espinas dendriticas de las neuronas piramidales del
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hipocampo (Gould et al., 1990; Woolley et al.,, 1990), sugiriendo una interaccién dinamica entre
las funciones reproductivas y la plasticidad neuronal. Ademas, investigaciones recientes han
revelado un posible bucle de retroalimentaciéon molecular entre el hipotdlamo, la hipéfisis y el
hipocampo (Kandasamyse et a/l, 2019), lo que subraya la complejidad y relevancia de esta
interconexién. Trastornos en el eje HPG estan asociados con problemas de infertilidad, en la
desregulacion del ciclo hormonas y en las alteraciones cognitivas. Investigar aspectos adicionales
mas alla de las funciones reproductivas del eje HPG y la plasticidad del hipocampo inducida por
sefiales hormonales, podria abrir nuevas perspectivas en tratamientos de desoérdenes
neuroendocrinos, asi mismo desarrollar estrategias para mejorar la salud cognitiva vy
reproductivas tanto de humanos como de modelos animales. Este enfoque contribuira a explicar
cémo los cambios hormonales asociados al ciclo reproductivo influyen en la funcién cerebral que

tendra implicaciones practicas tanto para la biologia reproductiva como para la neurologia.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

;Las lesiones en el hipocampo ventral y dorsal afectan los proceso reproductivos y cognitivos de

la rata adulta?

5. HIPOTESIS

Las lesiones en el hipocampo ventral y dorsal en las ratas a los 21 dias de edad, provoca en la
rata hembra adulta retraso en el inicio de la pubertad, reduce la densidad de las espinas
dendriticas de las neuronas piramidales del hipocampo y afecta el nimero de foliculos ovaricos.
Ademas, los procesos cognitivos y de fertilidad se ven comprometidos en la etapa adulta de la
rata. La plasticidad hipocampal regula tanto los procesos gonadales como cognitivos en la rata

adulta.
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6. OBJETIVOS

6.3.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion del hipocampo en procesos cognitivos y gonadales a través de las

lesiones estereotaxicas hipocampales en regiones ventral y dorsal a los 21 dias edad y como

afectara en la etapa adulta de las ratas hembras.

6.4.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los efectos de la lesién del hipocampo ventral y/o dorsal en el inicio de la
pubertad en ratas hembras.

Medir la memoria a corto y a largo plazo de las ratas lesionadas y el grupo control en la
etapa adulta de la rata hembra.

Registrar la ciclicidad vaginal de las ratas adultas.

Determinar el porcentaje de la fertilidad de las ratas lesionadas y el grupo control en la
etapa adulta.

Identificar el nimero y el tipo de foliculos ovaricos (sanos, atrésicos, preantrales y
antrales) de las ratas lesionadas y el grupo control.

Caracterizar los paradmetros morfolégicos dendriticos de las neuronas piramidales de las

areas hipocampales de las ratas lesionada y el grupo control.

7. MATERIAL Y METODOS.

7.3.

ANIMALES

Los animales para el presente proyecto son ratas hembra de la cepa ClI-ZV proporcionadas por

el Bioterio Claude Bernard de la BUAP el cual estdn en condiciones de ambientes de temperatura

y humedad controladas, con ciclo de luz oscuridad de 12 horas. Las consideraciones en el manejo

de los animales estan basadas en la NOM-062-Z00 1999. Se utilizaron 25 ratas hembra, el cual

se les dividié en 5 grupos de 5 individuos. Los grupos fueron clasificados de la siguiente manera:

HV (Lesién en el hipocampo ventral con acido iboténico), HV-SHAM (lesién en el hipocampo
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ventral con solucién salina), HD (lesién en el hipocampo dorsal con acido iboténico), HD-SHAM

(lesion en el hipocampo dorsal con solucién salina) y grupo control (grupo sin ningan tratamiento)

7.4. CIRUGIA ESTEREOTAXICA

La cirugia estereotaxica de las ratas se les realizé a los 21 dias de nacido. Antes de dicho
procedimiento se les administré a los animales ketamina-xilacina con una dosis de 0.20 ml por
cada 100 g de peso en vivo por via intraperitoneal, posteriormente se realizé un corte quirdrgico
para descubrir el craneo, se colocé al animal en el aparato estereotaxico, se hace una trepanacion
en el craneo, luego con las coordenadas AP - 5,2 mm, ML +£5,0 mm, DV -6,5 mm y AP - 4,2 mm,
ML =2,6 mm, DV -3,0 mm se hace una administracién de 0.3 ul de acido iboténico (IBO) y solucién
salina durante dos minutos con una cdnula de acero inoxidable de 23-ga de grosor de acuerdo
al tratamiento de cada grupo. Después se realiza la saturacién y se les proporciona dosis de
antibiético enrofloxacina y de analgésico ketoprofeno (0.10 ml por cada 100g de p.v. via
subcutanea) y se dejardn recuperar bajo el calor indirecto de una lampara para recuperar su
temperatura. Posteriormente se sigue administrando antibiético y analgésico durante 3 dias. Una
vez realizado lo anterior se registra la apertura vaginal y el primer estro vaginal que sucede
alrededor de los 35-40 dias (Lipska et al., 1992; Brady, 2016). Desde que se observa la apertura

vaginal se registra el ciclo estral hasta que los animales cumplen 90 dias de edad.

7.5. PRUEBAS CONDUCTUALES

7.5.1. PRUEBAS DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS (NORT)

Se ha observado que los roedores dedican mds tiempo a explorar un estimulo novedoso del que
habian explorado anteriormente y menos tiempo a explorar el estimulo novedoso por segunda
vez (Berlyne, 1950; Vidal et al., 2017). Este rasgo de comportamiento se ha utilizado para estudiar
el aprendizaje y la memoria en roedores y, por lo tanto, predice el estado de los procesos

cerebrales que subyacen a dicha conducta.
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La prueba NORT, es de mucha utilidad para comprender mejor la capacidad de reconocimiento y
memoria, se realiza en una caja de 60 cm de ancho por 60 cm de largo con paredes oscuras, con
recuadros marcados de 20 cm de ancho por 20 cm de largo cada uno, se realizé en un cuarto

oscuro con luz roja de 30 luxes, la prueba se divide en 3 fases (Figura 12):

1. La primera fase (dia 1): consiste en la habitacién, en esta fase se coloca al individuo en la caja
(area de estudio), sin un objeto por un periodo de 10 min, pasado este tiempo es regresado a su

jaula.

2. La segunda fase (dia 2): consiste en familiarizar al individuo con dos objetos iguales, el animal
se coloca nuevamente en la caja en que se colocan los objetos durante 6 minutos, al término de

este tiempo se regresa al individuo a su jaula.

3. Se deja descansar un tiempo (minimo 2 horas) y se vuelve a la caja al individuo, pero en esta
tercera fase (mismo dia 2) se le pone uno de los objetos ya familiarizados y un nuevo objeto, de

igual modo se deja por 6 min y el individuo es regresado a su jaula.

4. Dia 3: 24 horas después de la tercera fase, se debera colocar a la rata en la caja con un objeto
familiarizado y con otro objeto novedoso que no se le haya presentado con anterioridad. Los
intervalos de tiempo de retenciéon son; después de la fase de familiarizacion, se retiene al
individuo por 2hr y 24hr, estos intervalos de tiempo evaltuan la memoria a corto y a largo plazo

respectivamente (Reger y cols., 2009).

Habituacién Fase 1 Fase 2 Fase 3

FIGURA 13. Pruebas NORT, consta de una prueba de habituacion y 3 fases de reconocimiento de objetos.
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Al final de la prueba, se calcula el indice de reconocimiento o discriminacién (IR), utilizando la
siguiente formula que consiste en obtener la relacidn del tiempo de permanencia del roedor con

el objeto novedoso mas tiempo de permanencia con el objeto conocido.

. Tiempo de interaccion con el objeto novedoso
Indice de discriminacion =

Tiempo de interaccion con el objeto + liempo de interaccion con
novedoso el objeto familiarizado

7.5.2. ACTIVIDAD LOCOMOTORA

La prueba de actividad locomotora inicio con la colocacién del animal en el cuadro 7 de una caja
de madera (60 x 60 x 60 cm), previamente higienizada y subdividida en nueve cuadros de 20 x
20 cm cada uno (Figura 13a). Durante 10 minutos, el observador registr6 el niimero de cuadros
visitados, siguiendo el criterio de considerar una visita Unicamente cuando las cuatro patas del
animal se encontraban completamente dentro del cuadro (Mufioz-Arenas et al., 2020). Finalizada
la prueba, el animal fue retirado y se llevd a cabo un procedimiento de limpieza para evitar

posibles influencias en la conducta de los roedores debido a residuos olfativos.

anniiist
e o] S

FIGURA 14. Representacion de la prueba de actividad locomotora. A) esquema de la caja usada para la prueba de actividad
locomotora en campo abierto. B) recorrido de exploracion del centro/periferia de la arena (Castillo Lopez, 2023).

7.5.3. PRUEBA DE ANSIEDAD

Para la prueba de ansiedad, se emplearon las mismas grabaciones de cada uno de los sujetos
evaluados en la prueba de actividad locomotora, utilizando un campo abierto (60 x 60 X 60 cm)
con paredes oscuras, durante un periodo de 10 minutos, segin lo descrito previamente. Se

registré en video la actividad de cada animal, y posteriormente, los videos obtenidos fueron
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analizados para determinar el tiempo de permanencia en el centro y la periferia del area

experimental (Figura 13b).

7.6. CICLICIDAD VAGINAL

Para la determinacién del ciclo estral en ratas, se obtuvieron muestras vaginales utilizando el
total de 25 ratas de 75 dias de edad, distribuidas en cinco grupos experimentales: TA, HV-Sham,
HV, HD-Sham y HD. En la toma de muestras de células epiteliales vaginales, se coloca a la rata
en posiciones de declibito supino, posteriormente se introdujo un asa bacteriolégica estéril en la
cavidad vaginal con el fin elaborar frotis. Los frotis resultantes fueron tefidos inmediatamente
con hematoxilina-eosina (Marcondes et a/., 2002). La determinacion de la etapa del ciclo estral
se realiz6 mediante el monitoreo de tres ciclos completos, con una duracion de cuatro a cinco

dias cada uno, tomando una muestra diaria a las 9:00 a. m.

7.7. PRUEBA DE FERTILIDAD

Cuando las ratas cumplen 90 dias de edad se les considera como adulta, a partir de ese dia se
registra que esté en la fase proestro para colocarla con un macho durante 24 horas,
posteriormente se debe observar que haya tapén espermatico para proseguir a realizar frotis
vaginal y examinar la presencia de material espermatico, con esto se asegura que la hembra
quedo prefiada. Después de 21 dias (duracion de la prefiez) se registra la fecha del nacimiento
de la camada, se cuenta el nimero de crias hembras y machos, se sexan y se pesan.
Posteriormente se va monitoreando a las crias para registrar la apertura vaginal y cuando sucede

esto se hace el frotis vaginal hasta el registrar el primer estro.

7.8. SACRIFICIO

Los animales fueron sacrificados a los 100 dias edad, después del destete de sus crias, en el
Laboratorio de Histofisiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, mediante anestesia con

ketamina-xilacina en dosis de 0.20 ml/ 100 g peso vivo i.p. (acatada a la NOM-062-Z00 1999).
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Cuando los animales ya no presentan reflejos se abren quirirgicamente para extraer sangre del
corazén especificamente de la auricula derecha, la sangre se centrifuga a 3000 revoluciones por
12 minutos y obtenemos el suero para futuras pruebas ELISA. Después se hace una perfusion en
el corazoén con solucion Hartmann por el ventriculo izquierdo del corazén, pero antes se corta la
vena cava superior. Por lltimo, se extraen 6rganos como el cerebro, ambas glandulas adrenales,
el ganglio celiaco, los ovarios, oviducto, Utero y vagina (todos se pesan en balanza analitica
excepto el cerebro). Los 6rganos se preservan en Bouin (ovarios, oviducto, Utero y vagina), en

formol al 10% (glandulas adrenales y ganglio celiaco) y en Golgi cox (cerebro).
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FIGURA 15. Proceso del sacrificio de los animales. El sacrificio inicia con la administracion de analgésico via intraperitoneal
posteriormente se extrae sangre de la auricula derecha del corazén continuamente se realiza la perfusion y se concluye

con la extraccion de ovarios, oviductos, Utero, adrenales y el cerebro (Creado con BioRender.com).

7.9. ANALISIS HISTOLOGICO DE LOS OVARIOS Y DEL CRECIMIENTO FOLICULAR

Una vez sacrificados los animales se fijaron los ovarios en solucion Bouin durante 24 h y
posteriormente se lavaron con una soluciéon de etanol al 70% v/v. Una vez eliminado el exceso
del Bouin, se iniciara la deshidratacién con cambios crecientes de alcohol y cloroformo. Pasadas
16 h se realizé6 un cambio de la soluciéon Bouin por alcohol al 70%, con respectivos lavados
sucesivos de alcohol al 70%, con la finalidad de disminuir los excesos de Bouin en los 6rganos.
Posteriormente, los 6rganos se sometieron a deshidratacién, realizando los siguientes cambios

crecientes de alcohol y cloroformo.

e 12 h de alcohol al 96%
e 112 h de alcohol al 96%
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e 112 h de alcohol al 100%

e 2 hde alcohol al 100%

e Dejar toda la noche en cloroformo usado

e 2 h de cloroformo puro

e 2 h de parafina liquida primer bafio

e Colocar en bloques por 24 h

e Una vez deshidratados, los 6rganos fueron incluidos en parafina durante 2 h.

Después de ser incluidos los érganos en parafina, se realizaron cortes histolégicos de 10 pm de
espesor con ayuda de un microtomo manual. Para los cortes ovaricos se utilizé la técnica de

tincion Hematoxilina-Eosina, que consiste en los siguientes pasos:

.5 min Xilol

.5 min. Xilol

.5 min. -OH 100%

.5 min. -OH 96%

.5 min. Agua destilada
e 1.5 min. Hematoxilina de Meyer
e 5 min. Agua

e 5 min. Agua

e 5 min. Agua

e 15 s. Eosina

e 1.5 min. -OH 96%

e 1.5 min. -OH 100%

e 1.5 min. Carbol-Xilol

e 1.5 min. Xilol

[}
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Al término de la tincién, los cortes histoldégicos fueron cubiertos con resina sintética para su
analisis mediante un microscopio optico. A todos los foliculos ovaricos primarios, secundarios y
terciarios se les analizé los siguientes aspectos: a) foliculos totales, b) foliculos sanos, c) foliculos

atrésicos, d) foliculos preantrales y) foliculos antrales.

7.10. PROTOCOLO DE LA TINCION DE GoLGI-Cox

La tincion de Golgi-Cox sirve para analizar la morfologia neuronal. Los cerebros obtenidos, se
colocan en solucién de Golgi-Cox (K2Cr207 170mM, HgCl2 200mM, K2CrO4200mM), y se

almacenan por 30 dias en total oscuridad. Transcurrido este tiempo, se reemplaza la solucién de

42 |Pagina



Golgi-Cox por una solucién de sacarosa al 30%, para otorgarle flexibilidad al tejido, los cuales
deben permanecer en esta solucidon durante un periodo de 5 dias en total oscuridad. Transcurrido
este tiempo, se procede a realizar cortes coronales de 200 um en el vibratomo montando el
cerebro en la parte mds dorsal a la platina de la cisterna del vibratomo utilizando pegamento de
cianoacrilato, sumergiendo completamente el cerebro en solucién de sacarosa al 6% para seguir
manteniendo viable y flexible el tejido durante el corte. Las rebanadas obtenidas se colocan en
laminillas previamente gelatinizadas al 2% y se mantienen en una camara humeda hasta la

realizacion del revelado.

Los cerebros destinados al estudio morfolégico fueron sometidos a la tinciéon de Golgi-Cox.

7.10.1. PROTOCOLO DE REVELADO DE LA TINCION GOLGI-CoOX.

Todo el procedimiento se realizé en total oscuridad.

1- Inicialmente se realiz6 un lavado en agua destilada durante un minuto.

2- Se mantuvieron sumergidas las laminillas en hidroxido de amonio durante 30 minutos.

3- Se realizé un lavado con agua destilada durante un minuto.

4- A continuaciéon, se sumergieron durante 30 minutos en fijador rapido de Kodak para
pelicula fotografica, se utilizé una diluciéon 1:2 con agua destilada.

5- Se lavo con agua destilada durante 1 minuto.

6- Se deshidrato con concentraciones crecientes de etanol:

v 1 minuto con alcohol al 70%.
v 1 minuto con alcohol al 95%.
v 5 minutos con alcohol al 100%.
v 5 minutos con alcohol al 100%.

v 15 minutos en xileno.

7- Se montaron las laminillas con cubreobjetos con resina sintética en los cortes ya
revelados.

8- Fueron conservados en oscuridad para su secado y observacion posterior. Andlisis de las

neuronas contrastadas con la tinciéon de Golgi-Cox.
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7.11. DENSIDAD Y TIPIFICACION DE ESPINAS DENDRITICAS

Se localizaron neuronas piramidales de la regién CA1, CA3, GD del hipocampo, se usé como guia
el atlas estereotaxico de (Paxinos y Watson, 2007). De cada animal por cada regién se analizaron
10 segmentos dendriticos (5 por hemisferio), analizdndose un total de 750 neuronas. Para
cuantificar el nUmero de espinas dendriticas se utilizé un microscopio 6ptico con una camara
lGcida acoplada (Leica modelo DMSL) y se trazé un segmento de 5.4 cm (1000X), equivalente a
30 um, de la dendrita mas distal de las neuronas (arbol dendritico basal de las neuronas
piramidales), se contaron las espinas en dicho segmento y se obtuvo un promedio del nimero
de espinas por cada 10 um. De los mismos segmentos dendriticos, se realizé la clasificacion
morfoldgica de las espinas dendriticas. Para este proposito, utilizando un magnificador 2X
(aumento total: 2000X) se clasificaron cien espinas consecutivas segun la forma de su cabezay

su cuello en cinco grupos:

v' Espinas delgadas. Aquellas que presentaban una cabeza pequena y un cuello largo.

v' Espinas tipo hongo. Aquellas que presentaban una cabeza de gran tamafio y un cuello
pequeno.

v" Espinas gruesas. Se caracterizan por ser pequefias en tamafo, su cuello y cabeza son

cortos y menos conspicuos que las espinas hongo.

{\

Espinas bifurcadas. Aquellas que se encuentren bifurcadas.

v" Espinas sin clasificacién. Aquellas que no entren en las clasificaciones anteriores.
7.12. ANALISIS ESTADISTICOS

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa GraphPad Prism versién 8.0. Los parametros de
peso ovarico, morfologia ovarica, la memoria a largo y a corto plazo fueron analizados mediante

un ANOVA de dos vias (P<0.05) sequido de la prueba post hoc de Tukey.

Para el andlisis de los parametros de fertilidad y parametros de pubertad se empledé un ANOVA
de una via, seqguido de la prueba post hoc de Tukey. Asimismo, los parametros relacionados con
la actividad locomotora, la densidad de espinas dendriticas y la tipificacion se analizaron

mediante un ANOVA de una via, complementado con la prueba post hoc de Bonferroni. Para
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analizar la cantidad de cuerpos lateos y de quistes ovaricos entre los grupos, se aplic6 ANOVA
de una via y para comparaciones multiples la prueba post hoc de Tukey, posteriormente también

se empleé la prueba de T pareada para comparar al ovario izquierdo con el derecho.

8. RESULTADOS

Los animales inducidos con acido iboténico en el hipocampo ventral o dorsal a los 21 dias de
edad, en su etapa adulta provocé una alteracién en los procesos cognitivos y gonadales en donde

la neuroplasticidad hipocampal juega un rol importante.

8.1. PESOS OVARICOS

De acuerdo con el peso ovarico de cada individuo en relacion con su peso corporal, expresado
por cada 100 g p.v., los resultados indican que las ratas lesionadas con acido iboténico en el
hipocampo dorsal a los 21 dias, en su etapa adulta presentan un aumento de peso en el ovario
derecho a comparacién con el grupo tratado con solucién salina y el grupo control (F (7, 40 =
78.20; p<0.0001) (Control: 9.248 + 3.242 vs HD: 13.91+ 1.531 vs HD-Sham 9.237=+ 3.475). No
se observaron diferencias significativas en los pesos ovaricos entre los grupos del ovario
izquierdo. Sin embargo, se evidencié una diferencia significativa entre los pesos del ovario
izquierdo y derecho de los grupos: control (p= 0.0009), HV (p= 0.0002) y HD-Sham (p= 0.0003)

(figura 16).
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FIGURA 16. Peso ovarico relativo (mg/100 g p,v), en ratas hembras adultas con diferentes tratamientos. Se observa un
mayor peso en el ovario derecho del grupo HD. Datos expresados como media = SEM con una n= 5 ratas por grupo
(ANOVA de dos vias, prueba de Tukey para comparaciones multiples: Control vs HD: *p= 0.0412; HD-Sham vs HD: *p=
0.0404) (Control HV: Hipocampo ventral, HD: Hipocampo ventral; Sham: Control).
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8.2. CICLICIDAD VAGINAL

De acuerdo con el analisis diario de las células epiteliales vaginales, obtenido a partir de los frotis
vaginales realizados en cada rata de los diferentes grupos, se determiné la fase del ciclo estral
correspondiente a cada una de ellas, esto durante 3 ciclos. Los animales del grupo control
presentaron de dos a tres ciclos completos, mientras que los grupos que fueron tratados con
solucion salina mostraron un ciclo completo, sin embargo, aquellos que fueron lesionados con

acido iboténico no completaron ningun ciclo (figura 17).
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FIGURA 17. Ciclicidad vaginal. Grupos lesionados con acido iboténico no completaron ningun ciclo estral, grupos
tratados con solucidn salina presentaron un ciclo, el grupo control completaron de 2-3.

8.3. PARAMETROS DE PUBERTAD

De acuerdo con la ANOVA unifactorial, los grupos a los que se les administro acido iboténico
tanto en el hipocampo dorsal como ventral retrasaron significativamente la apertura vaginal a
comparacion de los demas grupos (Tratamiento: F (7.335 5339 = 25.76, P=0.0025; Individuos: F ¢,
16=1.510, P=0.2462). De igual manera, hubo una demora significativa en la aparicién del primer
estro en los grupos lesionados con acido iboténico (Tratamiento: F (7.383, 5533 = 26.30, P=0.0020;
Individuos: F 4 769 = 1.559, P=0.2331). El grupo HV, presento diferencias significativas con el
grupo HV-Sham y el grupo control (Control: 37.6 = 0.9797 Vs Hv: 48 + 0.5477 Vs HV-Sham:
41.6 + 1.4696). En el caso de los lesionados en el hipocampo dorsal, se encontraron diferencias
significativas entre HD y el grupo control, pero no, con el grupo Sham. (Control: 37.6 + 0.9797

vs HD: 54.2 = 1.11355) (figura 18).
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FIGURA 18. Comparacion de los parametros de pubertad entre los grupos tratados. Hay retraso en la apertura vaginal y
en el primer estro en los grupos lesionados con acido iboténico en el hipocampo dorsal y ventral. Se presentan las medias
+ SEM con una n=5 ratas por grupo. (ANOVA de una via, prueba de Tukey para comparaciones multiples: **p= 0.0058,
*P= 0.0418. Control, HV: hipocampo ventral; HD: hipocampo dorsal; Sham: controles con solucién salina).

8.4. PRUEBAS DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS.

8.4.1. PARAMETROS DE MEMORIA

Las lesiones en el hipocampo ventral inducidas por acido ibotenico a los 21 dias de edad, en la
etapa adulta afectan significativamente la memoria a corto plazo y a largo plazo en comparacion
con su grupo control y el grupo intacto. Ademas, el dafno en el hipocampo ventral con acido
ibotenico afecta de manera diferencial la memoria a corto plazo y la memoria a largo plazo
(Memoria: F 2 35 = 58.19, P<0.0001, Lesion: F 2, 3= 32.38, P<0.0001, Lesiéon x Memoria: F ¢,
36 = 8.134, P<0.0001) (Control: 0.6757 = 0.08022 vs HV: 0.5427 = 0.01693 vs HV-Sham:

0.6335 + 0.06238) (figura 19).
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FIGURA 19. Comparacién de los parametros de memoria de los grupos lesionados en el hipocampo ventral. Las lesiones
con acido iboténico afectan significativamente la memoria a largo y a corto plazo a comparacién de su grupo control y
el grupo intacto. Se presentan las medias + SEM con una n=5 ratas por grupo (ANOVA de dos vias, prueba de Tukey para
comparaciones multiples: ***p<0.0001, **p= 0.0013)
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Los grupos que recibieron lesiones el hipocampo dorsal con acido iboténico mostraron un
deterioro significativo tanto en la memoria a corto plazo como a largo plazo, en comparacién con
los grupos tratado con solucion salina y el grupo control. Por otro lado, este dafo afecto de
manera diferencial ambos tipos de memoria (Memoria: F 2, 35 = 17.74, p<0.00071; Lesion: F ¢ 3¢
= 87.86, p<0.0001; Lesidn x Memoria: F 4, 35 = 21.92, p<0.0001) (Control: 0.6695 + 0.07717

vs HD: 0.4375 = 0.03915 vs HD-Sham: 0.6174 + 0.05387) (figura 20).
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FIGURA 20. Parametros de memoria de los grupos lesionados en el hipocampo dorsal. Las lesiones con IBO afectan
significativamente la memoria a largo y a corto plazo a comparacion de HD-Sham y el grupo intacto. Se presentan las
medias = SEM con una n=5 ratas por grupo (ANOVA de dos vias, prueba de Tukey para comparaciones multiples:
**%p<0.0001)

8.4.2. ACTIVIDAD LOCOMOTORA

El analisis de varianza evidencio diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
evaluados (F (1.528 61777 = 5.912, p=0.0422). El grupo lesionado con acido iboténico en el
hipocampo ventral a los 21 dias de edad, en su etapa adulta mostraron mayor actividad
locomotora en comparacién con su grupo control, el grupo intacto y los grupos tratados en el
hipocampo dorsal (Control: 2046 + 199.4 vs HV: 3096 + 85.42 vs HD: 2272 = 157.9). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los sujetos individuales dentro de los
grupos, lo que sugiere que la variabilidad observada se atribuye principalmente a los efectos del

tratamiento (Individual: F 4 76 = 0.7005, p=0.6029) (figura 21).
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FIGURA 21. La actividad Locomotora es mayor en el grupo lesionado con IBO en el hipocampo ventral. Se presentan las
medias + SEM con una n=5 ratas por grupo (ANOVA de una via, prueba de Bonferroni para comparaciones multiples:
Control vs HV: *p=0.0476, HV vs HD: *p=0.0285) (HV: Hipocampo Ventral; HD: Hipocampo, Dorsal; Sham: grupos
simulados).

8.4. PRUEBAS DE FERTILIDAD

Para las pruebas de fertilidad se considero tanto la edad de las ratas como un total de seis intentos
de prueba. Los resultados muestran que hay diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos evaluados (Tratamiento: F 4 290 = 9.179, p=0.0002). Los individuos del grupo
lesionados con acido iboténico en el hipocampo dorsal presentaron un impacto negativo en su
fertilidad, se observé que de los cinco animales solo tres lograron prefiarse a partir del cuarto
intento. En contraste, en el grupo HD-Sham, las cinco ratas quedaron prefiadas a partir del
segundo intento, mientras que todas las ratas del grupo control quedaron prefiadas en el primer
intento (HD: 4.2+0.5 vs HD-Sham: 2.0+ 0.5 vs Control: 1+0.5). Por otro lado, el grupo HV
también tuvo un impacto significativo en su fertilidad, aunque todos los animales de este grupo
lograron quedar prefiados al tercer intento, mostrando una recuperacion parcial en comparacion

con el grupo intacto (HV: 3.0+0.5 vs Control: 1+0.5) (figura 22).
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FIGURA 22. Comparaciéon de la fertilidad entre los grupos tratados. Se considerd seis intentos para la prueba
correspondiente. Se presentan las medias + SEM con una n=5 ratas por grupo. *p=0.0143, **p= 0.0065, ***p<0.0001.
(Control HV: Hipocampo Ventral; HD: Hipocampo, Dorsal; Sham: Control).

8.6. MORFOLOGIA OVARICA
8.6.1. POBLACION FOLICULAR.

El andlisis de varianza de dos vias revelo que la cantidad de poblacion folicular se vio afectada
por la lesion, ademas tal dafio varia segun el nivel de poblacién folicular, es decir que no afecta
a todos los grupos de la misma manera (Poblacion folicular: F 2 45 = 239.9, P<0.0001; Lesién: F
@ 45 = 16.60, P<0.0001; Lesién x poblacion folicular: F s 45 = 26.13, P<0.0001). Se observé que
la poblacién folicular disminuyo significativamente en los grupos lesionados con acido iboténico
en el hipocampo dorsal y ventral en relacidén con sus respectivos grupos controles y el grupo
intacto (Control: 993.875 + 44.900 vs HV: 687.5 = 31.579 vs HV-Sham: 878.875 + 57.941;
Control: 993.875 + 44.900 vs HD: 673.875 + 2.383 vs HD-Sham: 850.375 =+ 46.768). Ademas,
estos grupos presentaron un menor numero de foliculos sanos (Control: 772.875 + 30.109 vs
HV: 276.125 + 23.0464 vs HV-Sham: 699.5 + 61.336; Control: 772.875 + 30.109 vs HD: 240.5
+ 4.00 vs HD-Sham: 615.25 = 70.586) y una mayor cantidad de foliculos atrésicos (Control:
221+ 23.903 vs HV: 448.875 + 15.532 vs HV-Sham: 179.375 + 23.2901; Control: 221 + 23.903

vs HD: 433.375 + 4.229 vs HD-sham: 235.125 + 24.809) (figura 23)
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FIGURA 23. Poblacién folicular en la etapa adulta en los grupos sometidos a diferentes tratamientos. Los grupos tratados
con acido iboténico en el hipocampo dorsal y ventral provoco una disminuciéon en la poblacién folicular, ademas de una
disminucion en foliculos sanos y un aumento en los foliculos atrésicos. Se presentan las medias + SEM con una n=4
ratas por grupo (ANOVA dos vias, prueba de Tukey para comparaciones multiples: ***p<0.0001)

8.6.2. CRECIMIENTO FOLICULAR.

Los tratamientos realizados a los 21 dias de edad tuvieron un impacto significativamente negativo
en el crecimiento folicular en la etapa adulta de las ratas. Sin embargo, la respuesta del
crecimiento folicular no es uniforme y vario segun el tipo de lesién (Crecimiento folicular: F ¢, 30
= 6.313, p=0.0176; Lesidn: F ¢4, 30 = 15.41, p<0.0001: Interaccién: F ¢ 309 = 78.30, p<0.0001).
Los grupos que fueron lesionados con acido iboténico en el hipocampo dorsal (HD) tanto en el
hipocampo ventral (HV), presentaron una cantidad elevada de foliculos preantrales a comparacion
con los grupos con lesién mecdnica y el grupo intacto (Control: 411.125 + 3.907 vs HV: 530.125
+ 8.699 vs HV-Sham: 358.625 + 24.115; Control: 411.125 + 3.907 vs HD: 536.125 + 20.501 vs
HD-Sham: 320.25 + 21.845). Ademas, estos mismos grupos mostraron un menor niumero de
foliculos antrales en comparacion a los demas grupos (Control: 582.625 + 45.206 vs HV: 132.375
+ 6.001 vs HV-Sham: 549.875 + 42.127; Control: 582.625 + 45.206 vs HD: 160.25 + 11.707 vs

HD-Sham: 530 + 29.095) (figura 24).
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FIGURA 24. Crecimiento folicular de ratas adultas con diferentes tratamientos. Las lesiones realizadas en hipocampo
ventral y dorsal provocan un aumento de foliculos preantrales y menor cantidad de foliculos antrales en relacién con
sus grupos controles y el grupo intacto. Se presentan las medias = SEM con una n=4 ratas por grupo (ANOVA dos vias,
prueba de Tukey para comparaciones multiples: ***p<0.0001)

8.6.3 CUERPOS LUTEOS.

De acuerdo con la ANOVA unifactorial la cantidad de cuerpos liteos en el ovario izquierdo
presentd diferencias significativas entre los grupos evaluados (Tratamiento: F 4, 755 = 40.11, P<
0.0001). Del mismo modo, la cantidad de cuerpos luteos en el ovario derecho exhibié diferencias
significativas entre los grupos analizados (Tratamiento: F ¢4, 15 = 30.78, P< 0.0007). La suma de
los cuerpos lateos de ambos ovarios también mostré diferencias significativas entre los grupos
(Tratamiento: F (1.780, 3.539 = 44.25, P= 0.0038; Individuos: F 3, 712 = 0.2500, P= 0.8598). En la
prueba de T pareada, indico diferencias significativas entre el ovario izquierdo y derecho en el
grupo control (t= 7.00, df= 3, P=0.006), HV-Sham (t=5.196, df= 3, P= 0.0138), HD-Sham (t=
3.656, df= 3, p=0.0354); Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en los

grupos HV (t=2.611, df=3, P=0.0796) y HD (t= 3.00, df=3, P=0.0577).
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FIGURA 25. Nimero de cuerpos liteos del ovario izquierdo y derecho en los diferentes grupos evaluados. Los grupos
tratados con IBO presentaron disminuciéon significativa de cuerpo lGteos a comparacion de los demas grupos.
especificamente el grupo HD, en el ovario izquierdo mostro disminucién significativa a comparacién de los grupos HD-
Sham, HV y el grupo control. Se presentan las medias = SEM con una n=4 ratas por grupo (ANOVA unifactorial, prueba
de Tukey para comparaciones multiples: ***p<0.0001, **p<0.0029. Prueba de T pareada: **p<0.0060).

8.6.4 QUISTES

El presente trabajo, encontré quistes ovdricos en los animales tratados con IBO. Tanto el ovario
derecho (ANOVA unifactorial: F 475 = 100.3, P<0.0001) como el izquierdo (ANOVA unifactorial:
F 15 = 43.42, P<0.0001), presentaron diferencias significativas en el niimero de quistes entre
los grupos analizados. En la prueba T pareada, solamente el grupo HD presento diferencias
significativas en el nimero de quistes entre ambos ovarios (t= 5.00, df= 6, P= 0.0025). Es de

recalcar que el grupo control no mostro quistes ovaricos.

[72]

¥

(7]

5 3 HD-Sham
° Em HD

©

o 3 HV-Sham
g m HY

S

=

0. Izquierdo O. Derecho Total
FIGURA 26. Cantidad de quistes en el ovario izquierdo y derecho en los diferentes grupos analizados. Los grupos HD y

HV presentaron mayor ndmero de quistes ovaricos a comparacion de los grupos Sham y el grupo control, siendo el grupo
HD el mas afectado. Se presentan las medias + SEM con una n=4 ratas por grupo (ANOVA unifactorial, prueba de Tukey
para comparaciones multiples: ***p<0.0001. Prueba de T pareada: **p<0.0025).
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FIGURA 27. Microfotografias de la histologia ovarica en ratas adultas pertenecientes a diferentes grupos experimentales
con distintos tratamientos. Se observan cortes histolégicos representativos de los grupos Control, HV-Sham, HV, HD-
Sham y HD, tefiidos con hematoxilina-eosina. Las imagenes muestran foliculos ovaricos en distintas etapas de desarrollo:
(x) foliculo primordial, (m) foliculo primario, () foliculo secundario, ( V') foliculo terciario, (%) cuerpo lGteo & ( * ) Quiste.
Las estructuras ovdricas sefialadas por una flecha (=), es el campo amplificado. Las imagenes son capturadas a 10x y a
40x de aumento.
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8.7. EFECTO DE LAS LESIONES SOBRE LA NEUROPLASTICIDAD ESTRUCTURAL EN
REGIONES DEL HIPOCAMPO EN RATAS ADULTAS.

De acuerdo con el ANOVA de una via los tratamientos administrados en el hipocampo ventral de
las ratas a los 21 dias de edad, en su etapa adulta, mostraron un efecto significativo sobre la
densidad de espinas dendriticas en las areas del hipocampo dorsal (CA1: F (7.060, 4.2400 = 110.1,
p=0.0003; CA3: F (1.448 5.791= 280.9, p<0.0001, GD: F (7.353 54100 = 365.3, p<0.0001). En la regién
CA1l y en el GD (giro dentado), la densidad de las espinas dendriticas en el grupo control y el
grupo simulado no evidenciaron diferencias significativas (Control: 20.60 + 0.2766 vs HV-Sham:
19.67 = 0.5389), por el contrario, se observé una disminucion significativa en este parametro en
el grupo lesionado con acido iboténico al compararlos con el grupo control y el grupo Sham (HV:
14.07 + 0.3674 vs HV-Sham: 19.67 + 0.5389 vs Control: 20.60 = 0.2766). En la regién CA3,
todas las comparaciones fueron significativas, lo que da a entender que esta regién es vulnerable
a los tratamientos aplicados (Control: 20.7644 + 0.0798 vs HV-Sham: 18.731 + 0.1727 vs HV:

13.57856 + 0.3045) (figura 26).

Los tratamientos administrados en el hipocampo ventral impacto significativamente la tipificacion
de espinas dendriticas de tipo hongo y las de tipo gruesa en la regiéon CA1 (F (7.215, 4.659 = 567.8,
p<0.0001) (F (7.766, 4.665) = 72.19, p=0.0005), CA3 (F (7.051, 4.205) = 546.8, p<0.0001) (F (1.780, 4.721)
= 129.3, p=0.0002) y GD (F (7.641, 6.565)= 416.0, p<0.0001) (F (7.464, 5.855 = 57.88, p=0.0002) del
hipocampo dorsal en ratas adultas. Sin embargo, el efecto del tratamiento vario entre los grupos,
y dentro de cada grupo no se observaron diferencias significativas entre los individuos (CA1: F (4
& =1.232,p=0.3702; CA3:F 4,9 =1.110, p=0.4152; GD: F 4+, § = 0.9498, p=0.4835) (CAl: F 4,

&= 0.6624, p=0.6354; CA3: F 4,9 = 1.061, p=0.4350; GD: F (4, 9 = 1.488, p=0.2924).

En la tipificacion de espinas dendriticas de tipo delgada, en la region CA1 se observé diferencias
significativas entre el grupo HV y el grupo HV-Sham (p<0.0001) y entre HV y el grupo control
(p<0.0001). En la regién CA3 también se observo diferencias significativas entre HV y HV-Sham

(p<0.0001) y entre el grupo HV y grupo control (p<0.0001). Por altimo, en la regién GD, el grupo
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HV mostro menor niimero espinas dendriticas de tipo hongo en comparacién con el grupo control

(p<0.0001) y el grupo HV-Sham (p=0.0001).

En relaciéon con la tipificacion de espinas dendriticas de tipo gruesa, en CAl se encontraron
diferencias significativas con respecto al grupo simulado (0.0019) y el grupo control (p= 0.0046).
En la regiéon CA3, se presentan diferencias significativas entre el grupo HV y el grupo control
(p=0.0010), y HV con el grupo simulado (p= 0.0009). En el GD (giro dentado), HV presento
diferencias significativas en comparacion con ambos grupos (Control vs. HV: p=0.0046; HV vs.

HV-Sham: 0.0025).

En cuanto a la tipificacion de espinas dendriticas de tipo delgada, bifurcada y SC (sin clasificar)
no hubo diferencias significativas en el hipocampo dorsal entre los grupos con diferentes

tratamientos en el hipocampo ventral (p> 0.05 en todos los casos).
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FIGURA 28. Morfologia de las espinas dendriticas en las regiones CA1, CA3 y GD del hipocampo dorsal en ratas con
diferentes tratamientos. A) El grupo administrado con IBO presentaron una disminucion significativa en la densidad de
las espinas dendriticas en las tres regiones en comparacion de los demas grupos. Ademas, dicho grupo mostraron una
disminucioén significativa de espinas dendriticas de tipo hongo y un aumento significativo de las de tipo gruesa en CA1l
(B), CA3 (C) Y GD (D) a comparacién del grupo intacto y sus respectivos controles (Sham). Se presentan las medias + SEM
con una n=5 ratas por grupo (ANOVA unifactorial, prueba de Bonferroni para comparaciones multiples: ***p<0.0001). E)
Fotomicrografias del segmento mas distal del arbol dendritico basal de las neuronas hipocampales de las zonas CA1, CA3
y GD, de los grupos control, HV-Sham y HV (barra de escala= 10um). F) Fotomicrografias que representan cada tipo de
espinas dendriticas (barra de escala = 2um).
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Los tratamientos administrados en el hipocampo dorsal de las ratas a los 21 dias, afecto
significativamente la densidad de espinas dendriticas en el hipocampo ventral de las ratas adulta
en la regién CA1 (F (1.768 46700 = 523.8, p<0.0001), CA3 (F (1.572, 6.287 = 225.4, p<0.0001) y GD (F
(1.131,4.525) = 367.6, p<0.0001). Especificamente, el grupo lesionado con acido iboténico presento
una reduccion significativa en la densidad de espinas dendriticas en comparacién con el grupo
HD y el grupo control, tanto en CA1(p<0.0001) como en CA3 (control vs HD: p=0.0002; HD-
Sham vs HD: 0.0003) Y GD (Control vs HD: p<0.0001; HD-Sham vs HD: p=0.0002). Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas entre los grupos en ninguna de las tres regiones
cuando se analizaron individualmente (CA1: F 4 ¢ = 1.292, p=0.3500; CA3: F 4 9 = 2.548,

p=0.1212; GD: F (4, = 0.9827, p=0.4686).

Las ratas que fueron sometidas a distintos tratamientos en el hipocampo dorsal a los 21 dias de
edad, en su etapa adulta indujo cambios significativos en la morfologia de las espinas dendriticas
del hipocampo ventral. Se observo que el grupo tratado con acido iboténico, las espinas
dendriticas de tipo hongo disminuyo significativamente en CA1 (p<0.0001), CA3 (p<0.0001) y
GD (p<0.0001). Por el contrario, las espinas dendriticas de tipo gruesa aumentaron
significativamente en dichas regiones a comparacién con los demds grupos: En CA1 (Control vs.
HD: p=0.0031, HD-Sham vs. HD: p=0.0010) en CA3 (Control vs. HD: p= 0.0008, HD-Sham vs

HD: p=0.0115) y GD (p<0.0001) (Figura 27).

Las espinas dendriticas de tipo delgada, bifurcada y sin clasificar (SC), no mostraron diferencias

significativas en las tres regiones analizadas del hipocampo ventral (p>0.05).
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FIGURA 29. Morfologia de las espinas dendriticas del hipocampo ventral en ratas con diferentes tratamientos. A) El grupo
HD (con administraciéon de IBO) presento disminucién significativa en la densidad de las espinas dendriticas en las tres
regiones en comparacién con los demds grupos. En la tipificacién, el grupo HD mostrd una disminucion significativa de
espinas dendriticas de tipo hongo y un aumento significativo de las de tipo gruesa en CA1 (B), CA3 (C) Y GD (D) a
comparacion del grupo control y el grupo HD-Sham. Se presentan las medias + SEM con una n=5 ratas por grupo (ANOVA
unifactorial, prueba de Bonferroni para comparaciones multiples: ***p<0.0001). E) Fotomicrografias del segmento mas
distal del arbol dendritico basal de las neuronas hipocampales de las zonas CA1, CA3 y GD, de los grupos control, HD-
Sham y HD (barra de escala= 10pum). F) Fotomicrografias que representan cada tipo de espinas dendriticas (barra de escala
= 2um).
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9. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio, mostramos que en la rata hembra la lesion del
hipocampo ventral o dorsal realizada a los 21 dias de edad disminuye el desempefio cognitivo
evaluado mediante la memoria a corto y largo plazo. Ademas, la respuesta ovarica se vio también
disminuida, por ejemplo, en el crecimiento folicular, la ovulacion y la fertilidad. Lo que refuerza

la idea de que el hipocampo participa en la regulacién de las funciones reproductivas.

Nuestros hallazgos exponen que las lesiones hipocampales con acido iboténico provocan retraso
en la pubertad y aciclicidad vaginal de las ratas hembra a comparaciéon de sus grupos controles
y el grupo intacto. Tales resultados apoyan lo reportado por Castillo et a/., 2025. El inicio de la
pubertad esta determinado por un aumento en la liberacién pulsatil de GnRH, que a su vez
estimula la produccién de estradiol (Ojeda & Terasawa, 2002). Este cambio en la actividad de
GnRH estd regulado por un balance neuroendocrino que incluye: el incremento de sefales
excitatorias (glutamato y kisspeptina) y la disminucién de influencias inhibitorias (GABA) (Ojeda
et al., 2002; Navarro et al., 2011). Estudios anteriores han demostrado que algunas estructuras
limbicas contribuyen en la funcién reproductiva, como Velasco y Taleisnik, en 1971, hallaron que
las lesiones de la estria terminal, amigdala e hipocampo, interrumpen la ovulacién espontanea e
inducida. Los autores demostraron que, aunque la amigdala facilita la liberacion de LH, el
hipocampo ejerce efectos inhibitorios. Esto sugiere que tales estructuras modulan los
mecanismos de secrecidon de gonadotropinas. Esta modulaciéon podria se explicada, en parte, por
la plasticidad hipocampal dependiente del ciclo estral. En este sentido, es importante tener en
cuenta que la densidad de espinas dendriticas en el hipocampo varia como respuesta a la accién
del estradiol localmente sintetizado bajo la regulacién de GnRH hipotalamico (Wolley et al., 1990;

Li et al., 2004; Prange-kiel et al., en 2008).

En cuanto a los pesos ovaricos de las ratas adultas, se observdé un aumento significativo en el
ovario derecho del grupo HD en comparacion a los ovarios derechos de los demas grupos,

mientras que en los ovarios izquierdos de todos los grupos no hubo diferencias significativas.
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Por otra parte, el grupo control absoluto muestra una asimetria en el peso ovarico, siendo mayor
el peso del ovario izquierdo, es interesante que independientemente de la lesion con IBO o la
falsa, en todos los grupos se mantiene la asimetria ovarica. Estudios realizados Rey y Nance
(1986), quienes encontraron que las lesiones del hipocampo con acido kainico estimula la
hipertrofia compensatoria ovarica (HCO), lo que se refleja en el peso ovarico; y Riss et al., (1963),
cuyo estudio describieron que dafios bilaterales en el hipocampo provoca un desarrollo anormal
de las gonadas tanto en ratas macho como en hembras, sugieren que la conexion entre el SNCy

la regulacidon gonadal juegan un rol crucial en la compensacion ovarica frente lesiones cerebrales.

La prueba NORT se basa en el estudio de la conducta exploratoria y la neofilia en ratas, lo que
permite evaluar el tiempo que dedica el animal a explorar un objeto novedoso que provee un
indice de su memoria de reconocimiento (Ennaceur y Delacour, 1988; Lueptow, 2017; Bevins,
2006). Es decir, cuando un estimulo nuevo afecta los receptores sensoriales de un organismo, se
reflejard en la curiosidad del animal; sin embargo, a medida que el estimulo novedoso deja de
generar esta activacion, la curiosidad disminuye. Un animal sin intervencién quirdrgica ni
tratamiento pasara mas tiempo interactuando con el objeto novedoso en comparacién con

aquellos objetos previamente familiarizados (Berlyne, 1950).

En las pruebas de reconocimiento de objetos novedosos (NORT), los resultados indican que los
animales que fueron lesionados con acido iboténico tanto en el hipocampo ventral a los 21 dias
de edad, en su etapa adulta disminuyo la memoria a corto y a largo plazo, a comparacién de su
grupo control y el grupo intacto. Sin embargo, los indices de discriminacion de los tres grupos,
medidos a dos horas después de la primera fase de exposicidén y nuevamente a las 24 horas tras
la Gltima exposicion, fueron mayores a 0.5. Esto sugiere que, a pesar del deterioro observado, el

grupo HV aun fue capaz de diferenciar el objeto novedoso en la edad adulta.

Por otra parte, el grupo con lesion en el hipocampo dorsal inducida por IBO produjo una reduccién
significativa en la memoria tanto a corto como a largo plazo, en contraste con el grupo HD-Sham

y el control. En este caso, el indice de discriminacion fue inferior a 0.5 en la fase dos y tres de la
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prueba, indicando una alteracion en el reconocimiento del objeto novedoso. En cambio, Castillo
et al., 2025, dio a conocer que las ratas prepuberes lesionadas con IBO en ambas regiones del
hipocampo también tuvieron un deterioro en ambas memorias, en comparacién con los grupos
Sham y control; siendo sus indices de discriminacion menor de 0.5 en la fase dos y tres. No
obstante, el grupo HV-Sham evidencio una recuperacién parcial de la memoria a corto y a largo
plazo (IR= > 0.5), mientras que el grupo HD-Sham solo mostré un avance limitado en la memoria

a corto plazo (IR=> 0.5), pero no en la memoria a largo plazo (IR= < 0.5).

Ambos estudios, coinciden con Hauser et al., 2020, quienes mediante el dafo citotéxico en CA1,
CA3 y GD en ratones, observaron que las regiones que tuvieron mayor dafio fueron CA1 y CA3.
Los autores hallaron que la combinacién de lesiones provoco déficits en la obtencion de memoria
de referencia espacial y alteraciones en los comportamientos relacionados con la ansiedad. Estos
resultados indican que ambas regiones del hipocampo participan en los procesos de memoria,
siendo la regién dorsal esencial para la memoria de trabajo y procesamiento de informacion, y la
region ventral en las respuestas emocionales, cognicion espacial y regulacion del estrés (Moser

& Moser, 1998; Racine et al.,1977).

El presente estudio da a conocer que solo las ratas adultas a las que se les administro IBO a los
21 dias de edad en HV, presentaron hiperactividad locomotora a comparacién con los demas
grupos. Contrario a Castillo et al.,, 2025, quien obtuvo que las ratas prepuberes del grupo HD
presentaron mayor actividad locomotora. Las porciones mas dorsales del hipocampo proyectan
a areas mas laterales del Nac (nucleo accumbens), mientras que las porciones ventrales se
conectan con areas mas mediales del Nac. El Nac al ser parte de los ganglios basales, también
esta involucrado en funciones locomotores, aprendizaje motor, la regulacion de las emociones y
la cognicion (Roseberry et al.,, 2016; Floresco, 2015; Graybiel y Grafton, 2015). Por lo que,
estudios previos sefalan que las proyecciones del hipocampo ventral al Nac requla la actividad
de las células dopaminérgicas en el area tegmental ventral y la activacién sensoriomotora,
mientras que las proyecciones del hipocampo ventral a la corteza prefrontal medial (CPFm)

modulan la interaccién social y la funcién cognitiva (Donegan et al., 2019).
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Lodge et al, 2023, mediante la secuenciacion de ARN vy técnicas optoelectrofisiologicas
demostraron que las interneuronas PV (parvalbulmina) poseen una cantidad equilibrada de
sinapsis en las células piramidales del hipocampo que se proyectan hacia la CPFm (corteza
prefrontal medial) como hacia el Nac. Por el contrario, las interneuronas SST (somatostatina),
prefieren las neuronas hipocampales que proyectan al Nac, lo que indica una influencia mas

selectiva.

Tomando en cuenta el estudio anterior, es posible que las alteraciones de las interneuronas SST,
que son las que mas influyen en proyecciones HV-Nac, podrian explicar la hiperactividad
locomotora en ratas prepuberes del trabajo de Castillo et a/., 2025. Mientras que la modulacién
equilibrada de las interneuronas PV pudiesen contribuir a los resultados observados en la etapa
adulta. Por todo lo anterior, podemos resaltar que la via HV-Nac es de importancia en la
locomocién y que cualquier alteracién en la actividad de estas proyecciones puede afectar los
patrones locomotores a lo largo del desarrollo. La evidencia plantea la idea que la maduracién
diferencial de los circuitos hipocampales y la especificidad de las interneuronas que los modulan

son clave en la regulacién de la locomocion y otras funciones conductuales.

Las pruebas de fertilidad indican que los animales tratados con IBO en el hipocampo ventral o
dorsal, causo mayor infertilidad, siendo el grupo HD el mas afectado. Lo cual se relaciona con la
disminucion significativa de cuerpos luteos y el aumento significativo de quistes ovaricos a
comparacion de los grupos Sham y el grupo control. Es sabido que los cuerpos Idteos secretan
progesterona que es vital en el mantenimiento del endometrio para la implantacién del embrién
y su correcto desarrollo (Devoto et al.,, 2009). Una reduccién en la proporcion de ratas prefiadas
con lesién del HD pudiera explicarse por una disminucién de cuerpos lateos, que puede causar
fallos de implantacién y abortos espontdneos, ya sea por una preparacion inadecuada
endometrial, la expulsion del embridn por contracciones uterinas tras la transferencia
embrionaria o el rechazo inmunitario debido a un fallo en la reprogramaciéon inducida por
progesterona de las células T y NK uterinas (Tesarik et al., 2020), lo que posiblemente ocurri6 en

los animales pertenecientes a este grupo. Sin embargo, es necesario probar esta hipotesis en
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nuestro modelo de estudio. La aparicion de multiples quistes ovaricos, observados en este
estudio, ha sido asociado con niveles elevados de LH y la disminucién de FSH, fendmeno que se
encuentra en mujeres con sindrome del ovario poliquistico (Balen et al., 2016). Nuestros datos
apoyan los estudios de Mayerhofer et a/, (1997) y Dominguez & Riboni (1971), quienes al
desnervar el ovario causaron una disminucion de la actividad esteroidogénica en el CL, un
aumento de los receptores en las células ldteas, un retraso en el desarrollo folicular y la
interrupcion de la ciclicidad. Y, considerando la aportacién de Azziz, 2018, el aumento de los
niveles de LH estimula la secrecion de andrégenos por parte de las células de la teca, lo que altera
el eje hipotalamo-hipoéfisis—ovario e influye en el desarrollo folicular anormal y la aparicion de
quistes ovaricos, afectando la fertilidad del individuo; coinciden con la aparicién de la aciclicidad
vaginal y anormalidades en la foliculogénesis de los grupos HD y HV de este proyecto. Se ha
explorado poco sobre las funciones que desempefia el hipocampo dorsal en estos u otros
procesos. Si bien estd muy bien documentado que su funcién principal es la informacion espacial
y contextual, nuestros resultados apuntan una funcion adicional, al involucrase en la regulacién
de procesos reproductivos. Ademas, el retraso en el primer estro en este grupo podria indicar un

papel temprano del hipocampo dorsal en la organizaciéon neuroendocrina de la reproduccion

El resultado sobre el crecimiento folicular de las ratas adultas muestra que los grupos con lesién
en HV y HD presentaron menor numero de foliculos ovaricos siendo en su mayoria foliculos
atrésicos. Estos datos coinciden con estudios previos realizados en nuestro laboratorio, en los
cuales la falta de integridad de la comunicacién neural entre los ovarios y el SNC provocan una
disminucion en el nimero total de foliculos, decremento en los sanos e incremento de los
foliculos atrésicos (Castillo Lépez, 2020; Castillo et al., 2025). También se observé que la mayoria
de los foliculos ovaricos eran preantrales, evidentemente, hay un retraso en el crecimiento
folicular, en cambio Castillo et a/., 2025, observaron una “respuesta compensatoria” en ambos
tipos de foliculos, independientemente del tipo de lesidn hipocampal. Es decir, al haber menor
nimero de foliculos ovaricos el sistema neuroendécrino aldn con lesidn hipocampal desarroll6

mas foliculos antrales que preantrales. Por otra parte, en el presente estudio, revela que las
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conexiones hipocampales que participan en la regulacion de la reproduccién aln no estan

restablecidas. Los resultados de la prueba de fertilidad apoyan esta idea.

Al igual que los estudios realizados por Moran et al, (2000), quienes mostraron que la
transeccion bilateral del nervio ovarico superior (SON) que realizaron en ratas juveniles redujo
significativamente el numero y tamafo de los foliculos. Asi mismo Boukia et al., 2015, reportaron
que el bloqueo farmacolégico de los receptores x-adrenérgicos en ratas hembras, altero los
niveles de GnRH, destacando que las vias catecolaminérgicas influyen en la secrecion de
gonadotropinas, siendo la NA (Noradrenalina) esencial para la liberaciéon de LH en la region
predptica del hipotdlamo y DA (Dopamina) para la regulaciéon del FSH. Interesantemente en el
area preéptica medial, se encuentran conexiones sinapticas de fibras GABAérgicas (proveniente
del nucleo arcuato) con fibras catecolaminérgicas (como la dopamina), lo cual estaran
controlando también la liberacién de GnRH a través de las neuronas POMC (pro-
opiomelanocortina) (Horvath et al., 1992). Todo lo anterior refuerza la idea de que la informacién
neural que reciben los ovarios y que envian al SNC participa en la regulacién del desarrollo

folicular.

Se plantea que la interrupcion del hipocampo tanto ventral y dorsal altero las conexiones que
este tiene con el septum lateral, la amigdala e hipotdlamo, provocando disfunciones en la
secrecion de las hormonas gonadotropas y por consecuencia irregularidades en el crecimiento
folicular. Tampoco se puede descartar la relacion del sistema colinérgico con funciones cognitivas
y gonadales, ya que, en animales gonadectomizados hay deterioro en tareas de aprendizaje
(Kritzer et al., 2001; Luine et al., 2003). En 2009, Mitsushima y colaboradores, propusieron que
el estradiol, permite al hipocampo la liberacién de ACh durante la exploracion o el aprendizaje,
reforzando su rol en procesos cognitivos. Urra et al., 2016, evidenciaron que la inhibicion de la
acetilcolinesterasa (AChE), mediante la huperzina A, favorece el crecimiento de foliculos
secundarios y mejora la ovulacién. Por lo que Du et al.,, 2018, plantearon que la disminucién en
los niveles de ACh podria afectar el crecimiento de los foliculos antrales y por consecuencia se

reduce la capacidad reproductiva del individuo.
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En linea con lo anterior, la atresia folicular puede presentarse en cualquier etapa del desarrollo
del foliculo, su incidencia es alta cuando los foliculos alcanzan la fase antral temprana, momento
en el cual son dependientes de FSH para su crecimiento y supervivencia (Chun et a/., 1996), en
otras palabras, entre niveles mdas bajos de FSH hay mayor probabilidad de atresia (Persaud y
Torchia, 2008). Por lo que, tras las lesiones hipocampales, la observacién de menor nimero de
foliculos antrales podria explicarse parcialmente por una doble interferencia: una alteracién en
la liberacién de las hormonas gonadotropinas y una menor produccién local de ACh en el ovario,

favoreciendo asi la atresia durante la transicion preantral-antral.

Por ultimo, la densidad de las espinas dendriticas se vio disminuida significativamente en los
grupos HV y HD a comparacién de los grupos Sham y el grupo control. Del mismo modo, los
animales tratados con IBO en ambas regiones del hipocampo, se observé un menor nimero de
espinas dendriticas de tipo hongo y una elevacion de las de tipo gruesa en las regiones CA1, CA3
y GD en comparacién a los demds grupos. Nuestros resultados coinciden parcialmente con los
de Castillo et al., 2025, ya que los animales con lesion falsa también mostraron diferencias
significativas con el grupo intacto en los pardmetros de morfologia dendritica. Se ha reportado
que en ratas hembras, el estradiol modula los receptores NMDA, y, por ende, la potenciacién a
largo plazo (PLP), lo que a su vez favorece el aumento de la densidad de las espinas dendriticas
hipocampales y la adquisicion de nuevas memorias (Jedlicka et a/., 2008, Beltran-Campo et a/.,
2011; Ethell y Pasquale, 2005). Es de recalcar, que el GnRH hipotalamico regula la sintesis del
estradiol hipocampal y ovarico, lo que explica que, durante el proestro, cuando sus niveles séricos
estan en su pico, la densidad de las espinas dendriticas y su sinapsis aumenta (Wolley et al/,,
1990; Kretz et al., 2004; Prange—Kiel et al., 2008). Las espinas dendriticas de tipo hongo tienden
a ser estables y contribuyen a fuertes conexiones sinapticas (Han et a/,, 2013). La memoria a
largo plazo depende del mantenimiento de la sinapsis de tiempos prolongados, y el rendimiento
de la memoria por la densidad de espinas dendriticas de tipo hongo (Hara et a/., 2012). Asi que,

cualquier alteracién en la densidad y estructura de las espinas dendriticas distribuidas por todo
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el arbol dendritico puede afectar la transmision sindptica y la plasticidad neuronal general

(Lefebvre et al., 2015).

Los resultados en los parametros de morfologia dendritica de ambos estudios coinciden con los
de Ingram et al., 2022. Reportando que la administracién de acido kainico en el hipocampo de
ratas machos y hembras provoco epilepsia y alteraciones en las transmisiones GABAérgicas vy
glutamatérgicas. Las neuronas de GnRH en el hipotadlamo también se vieron afectados, lo que
desencadeno disrupciones en el eje HPG y en los procesos reproductivos, especificamente el de

las ratas hembras.

La discrepancia en los grupos Sham en el presente estudio y en el de Castillo et a/.,2025, podria
explicarse por la mayor plasticidad neuronal en la adultez, lo que habria permitido que las ratas
de los grupos con lesion falsa tuvieran suficiente tiempo para que se llevase a cabo la poda

sindptica, homedstasis y reorganizacién sinaptica (Kolb et a/., 2012; McEwen & Morrison, 201 3).

Todas estas observaciones, permiten apoyar la idea de que el hipocampo, a través de sus
proyecciones hacia centros hipotalamicos, puede modular el eje HPG, influyendo tanto en
procesos reproductivos, como en procesos de memoria y aprendizaje, donde su neuroplasticidad

tiene un rol fundamental.

10. CONCLUSION

e Las lesiones con acido iboténico en el hipocampo ventral y dorsal a los 21 dias de edad,
provoco en la etapa adulta de la rata retraso en los parametros de la pubertad (apertura
vaginal y del primer estro).

e Las lesiones con acido iboténico en el hipocampo dorsal a los 21 dias de edad, aumento
el peso ovarico derecho de la rata hembra adulta.

e Las lesiones con acido iboténico en el hipocampo ventral y dorsal a los 21 dias de edad,

indujo aciclicidad vaginal en etapa adulta de la rata hembra.
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e Las lesiones con acido iboténico en el hipocampo ventral y dorsal a los 21 dias de edad,
causo en la rata adulta un retraso en la memoria a corto y a largo plazo.

e La administracién de acido iboténico en el hipocampo ventral a los 21 dias de edad,
desencadeno hiperactividad locomotora en la rata hembra adulta.

e La administracion de acido iboténico en el hipocampo dorsal a los 21 dias de edad
condujo que la rata adulta tuviese menor tasa de prefiez, menor cantidad de cuerpos
liteos y mayor nimero de quistes ovaricos.

e Las lesiones del hipocampo ventral y dorsal a los 21 dias de edad, aumento el nimero de
foliculos atrésico y antrales en la etapa adulta de la rata hembra.

e La administracién de acido iboténico en el hipocampo ventral y dorsal a los 21 dias de
edad generd6 en la rata hembra adulta una disminucién de espinas dendriticas de tipo

hongo y un aumento de las de tipo gruesa en las neuronas hipocampales.

11. PERSPECTIVAS

El presente proyecto propone explorar a profundidad el rol del hipocampo en los procesos
reproductivos, ya que aun sigue siendo un campo poco estudiado, pero que posee un enorme
potencial cientifico y clinico. Averiguar que vias neurobioldgicas de esta estructura limbica estan
regulando los procesos de memoria y gonadales, puede abrir la puerta al desarrollo de nuevas
terapias innovadoras no solo enfocadas en la salud cognitiva, sino también en el bienestar

reproductivo, ofreciendo alternativas mas accesibles econdmicamente como medicamente.
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