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RESUMEN

Las funciones del ovario son reguladas por el eje hipotalamo-hip6fisis—gonadas y por una via
neural directa entre el sistema nervioso central y los ovarios. Por otra parte, el hipocampo atn
no se considera que participe en la regulacién de la reproduccién, sin embargo, diversos
estudios han mostrado que, en patologias neurodegenerativas, tales como la enfermedad de
Huntington, se observan disfunciones cognitivas que se asocian con la neurodegeneracién del
hipocampo, interesantemente también se presentan disfunciones gonadales. El objetivo de
este estudio fue analizar los efectos de la lesion del hipocampo dorsal o ventral en la rata
hembra sobre la densidad de espinas dendriticas de neuronas piramidales hipocampales de
las areas CA1, CA3 y GD, el inicio de la pubertad y el crecimiento folicular. Se usaron ratas
hembras prepuberes de la cepa Long-Evans de 21 dias de edad. Las lesiones del hipocampo
ventral o dorsal se realizaron mediante cirugia estereotaxica al igual que sus respectivos
controles, un quinto grupo se usé como control absoluto. A los 30 dias de edad todos los
grupos se sometieron a pruebas de reconocimiento de objetos novedosos (NORT). Se registro
la edad a la que presentaron apertura vaginal y se sacrificaron al primer estro vaginal. Los
resultados de la prueba de memoria NORT mostraron una disminucién en la memoria a corto
y largo plazo en los animales de los grupos con lesién del hipocampo ventral o dorsal en
comparacién con sus respectivos controles y al grupo control absoluto. De igual manera
presentaron una disminucidn significativa en la densidad de espinas dendriticas en la regién
CA1 en comparacién con la region CA3, un retraso en la edad de apertura vaginal, disminucion
en el numero de foliculos ovaricos e incremento de la atresia. Estos resultados apoyan la idea
de que el hipocampo participa, no solo en los procesos de memoriay aprendizaje, sino también

en la regulacién de las funciones gonadales y la reproduccidn.

Palabras clave: CA1, CA3, Giro dentado, ventral, dorsal.
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1. INTRODUCCION

El funcionamiento del ovario en mamiferos, tal como ocurre con otros 6rganos, depende de la
accion establecida de distintos tipos de sefiales moleculares de tipo hormonal como neuronal.
La reproduccion en mamiferos esta regulada principalmente por el eje neuroendocrino
hipotalamo-pituitaria-génadas (HPG). Aunado a este eje existe una via neural paralela que
permite una comunicacion bidireccional entre los ovarios y diversas estructuras del Sistema
Nervioso Central (SNC) cuyo papel es la regulacion fina de las funciones gonadales (Gerendai
et al.,, 2005). En las ultimas décadas, se ha fortalecido la idea de un vinculo neuronal directo
entre los ovarios y el SNC. Este enlace contiene vias aferentes y eferentes y puede ajustar la
actividad funcional o la capacidad de respuesta de las génadas. El regulador clave del eje
hipotdlamo-pituitario-gonadal es la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) secretada
por el hipotalamo (Kang et a/., 2003), se sabe que existe una mayor concentracion de GnRH en
el hipotalamo medio basal (HMB) del lado derecho; esta diferencia se mantiene al realizar una
ovariectomia unilateral derecha, la diferencia en las concentraciones de GnRH entre ambos
lados del HMB desaparecen al realizar la ovariectomia izquierda o la bilateral (Gerendai et al/.,
1978). Numerosos trabajos reportan la existencia de asimetrias reproductivas, por ejemplo,
Dominguez et al., (2003) mostraron que, en la rata adulta, el ovario izquierdo libera mas
ovocitos que el ovario derecho. En otros estudios se ha observado un aumento de foliculos
sanos en el ovario izquierdo que en el ovario derecho (Dominguez, Morales y Cruz, 2003;
Castillo, 2020). Se ha planteado la idea de que las asimetrias reproductivas reportadas en las
ultimas décadas podrian estar asociadas a la cantidad de conexiones neurales que reciben los
ovarios. En este sentido, se sabe que la inyecciéon de marcadores anterégrados en los ovarios
muestra que la tincién de algunas estructuras cerebrales es mayor cuando se administra el
marcador en el ovario izquierdo que en el derecho (Toth et al.,, 2007). Previamente, Gerendai
et al., (1998) habian demostrado que las estructuras marcadas en el SNC estan en la médula
espinal (células de la columna intermediolateral, en el asta dorsal y en el ndcleo auténomo
central) y en el encéfalo (nlcleo paraventricular, hipotalamo lateral y dorsal y nucleo central de
la amigdala). Utilizando la misma técnica, mostraron la existencia de al menos dos rutas
separadas en la via neural que comunica los ovarios con el SNC, una de las cuales seria la ruta
vagal, la cual permitiria la comunicacién entre los ovarios y el nicleo parapiramidal, grupos
celulares A1, A5, A7 el area postrema, el nucleo del tracto solitario, el complejo vagal dorsal,
el ndcleo ambiguo, el nicleo de Barrington, el locus coeruleus, el gris periacueductal, el
hipotdlamo dorsal, y una segunda ruta en donde participan los nucleos del rafe caudal, nucleo

paraventricular y el hipotalamo lateral, sin pasar por los nucleos vagales. Estas estructuras no
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se marcan si al animal previamente se le realiza una seccion del nervio vago (Gerendai et al/.,
2000). Todo lo anterior, nos permite considerar la posibilidad de que la técnica del trazado
transneuronal no revela todas las estructuras involucradas en las vias neurales existentes entre
el SNCy los ovarios, y podrian existir otras rutas no descritas hasta el momento, que pudieran
ser reveladas mediante otras técnicas o abordajes experimentales tales como las
hemicastraciones, desnervaciones quirurgicas y/o farmacoldgicas, etc. Por ejemplo,
previamente nuestro grupo de trabajo ha demostrado que en la rata macho prepuber, el
bloqueo de la via neural derecha, entre el testiculo derecho y el SNC, mediante la orquidectomia
unilateral, provoca en la etapa adulta una disminuciéon de la arborizacién dendritica de las
neuronas piramidales de la regién CA3 del hipocampo (Santos, 2017).

El hipocampo, una estructura subcortical importante en el cerebro de los mamiferos, esta
involucrado en varios tipos de procesos de aprendizaje y la consolidacion de la memoria a

largo y corto plazo, ademas, del estrés.

1.1 Aparato Reproductor femenino

Todo el aparato reproductivo femenino, excepto

la vulva (parte externa), se situa en la cavidad
L. . . ) \ — Rifo6n
pélvica abdominal y se encuentra sujeto por los

. . . ——— Ovario
ligamentos del peritoneo (membrana que reviste Oviiducto
la cavidad abdominal), consta de dos ovarios, dos ' Y ¥

. . . { . :
oviductos, dos cuernos uterinos, cuerpo del b /k Cuerpo uterino

Utero, cérvix, vagina y vulva. Una vez alcanzada

la pubertad, las principales funciones del aparato

reproductor femenino son generar 6vulos,
producir hormonas sexuales y llevar a término la ;
gestacion y el parto (Urroz, 1991; Caravaca et a/., ;
2008). El aparato reproductor de la rata hembra

es inmaduro al nacery se convierte en una unidad

reproductiva completamente funcional para el dia

42 de vida postnatal (figura 1), mientras que el

ovario se considera maduro una vez que la rata

ha experimentado al menos dos ciclos Figura 1. Representacién del aparato
ovulatorios, y esto tipicamente ocurre por el dia  genital de unarata hembra (Modificado de
42 de vida postnatal (Quezada, 1997; Picut, y Kwiecien, 2015).

Remick, 2016).
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1.1.1 Ovarios

Son las génadas femeninas, que se localizan a ambos lados de la entrada de la pelvis,
suspendidos del abdomen por el ligamento ancho del peritoneo llamado mesovario y a la pared
pélvica por el ligamento suspensorio, lugar donde transitan vasos y nervios ovaricos (Ross y
Pawlina, 2007; Caravaca et al., 2008).

En el ovario se distinguen dos capas, la capa cortical en donde se da lugar el desarrollo de los
foliculos y ovocitos y en la que se encuentran las células secretoras de hormonas (Caravaca et
al., 2008; Matorras, Hernandez y Molero, 2008), y una segunda capa medular situada en el
centro del ovario y contiene tejido conjuntivo laxo, vasos sanguineos, linfaticos y nervios (Ross
y Pawlina, 2007).

El ovario de la rata llega a ser morfolégicamente funcional para el dia 42 de vida posnatal
momento en el que hay cuerpos luteos que representan al menos dos ovulaciones, bajo la
influencia de las hormonas gonadotrdpicas de la adenohipofisis, a partir de este momento, el
ovario se transforma en esta unidad que permite una gran cantidad de fendmenos ciclicos
(Urroz, 1991; Picut y Remick, 2016).

1.1.2 Control enddcrino en el crecimiento folicular

El eje hipotalamo-hipéfisis—ovario, se rige por la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), la cual secreta a nivel de la adenohipéfisis a las hormonas
foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH) (figura 2), la FSH es la encargada del crecimiento
de los foliculos ovaricos y la produccion de estrégenos. La LH se encarga de la ovulacién, de
la formacién del cuerpo lateo y de la sintesis de estrégenos y progesterona; estas hormonas
se liberan al torrente sanguineo donde alcanzan sus 6rganos blanco (como las génadas)
(Gémez y Paniagua, 2002), por medio de receptores de membrana. Ambas hormonas son
sintetizadas y secretadas por las mismas células hipofisarias, las gonadotropas, localizadas en
la porcidn lateral de la glandula pituitaria, y responden a la estimulacién pulsatil de la hormona
hipotalamica liberadora de gonadotropina (Palermo, 2007).

En los foliculos antrales, la FSH promueve el crecimiento y la diferenciacién de las células
somaticas hasta la fase preovulatoria, asegurando que eventualmente adquieran sensibilidad
ala LH, el desencadenante principal de la ovulacién y la maduracion de los ovocitos y estimula
las células foliculares y el cuerpo lGteo para que produzcan progesterona (Moore, Persaud y
Torchia, 2008; Albertini, 2014). El cuerpo luteo ademas de la produccién de estréogenos y de

progesterona, también produce inhibina que permite una retroalimentacién negativa con la
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adenohipéfisis y el hipotdlamo, lo que inhibe la produccion de FSH y LH (Jara, 2001; Hoffman
et al., 2009; Pacheco, 2010).

B Estradiol
) Progesterona

Hipofisis

LH
FSH

Ovario

Figura 2. Corte sagital del cerebro de la rata donde de muestra la ubicaciéon del hipotalamo (Modificado
de Paxinos y Watson, 2007). Eje hipotalamico adenohipofisiario ovarico de rata. GnRH: Hormona
liberadora de gonadotropina, LH: Hormona luteinizante, FSH: Hormona foliculoestimulante. La liberacion
de GnRH promueve la segregacion de FSH y LH para la estimulacién de secrecién de los esteroides del
ovario (Modificado de Tapia y Anaya, 2016).

1.1.3 Control auto/paracrino del crecimiento folicular

La regulacion del desarrollo folicular es un proceso complejo e implica interacciones entre
factores endocrinos (gonadotropinas) y reguladores intraovaricos (esteroides sexuales, vy
factores de crecimiento) en el control del destino de las células foliculares (es decir,
proliferacion, diferenciacién y apoptosis) (Asselin et al., 2000).

Sin embargo, el desarrollo folicular es considerado un proceso poco eficiente ya que cerca del
70-99% de los foliculos degenera antes de llegar a ovular por un proceso denominado atresia
folicular, este proceso permite asegurar las condiciones éptimas del ovocito cuando sea
ovulado (Hsueh et al., 1994).

El funcionamiento del crecimiento folicular depende en gran medida de la interaccion de
sefiales moleculares, hormonales y neuronales. Se ha observado que la presencia de todo el

sistema de sintesis, liberacién y degradacién de la acetilcolina (ACh) en el ovario, molécula que
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puede actuar como un neurotransmisor clave en el sistema nervioso central y periférico. Sin
embargo, el papel de la ACh puede ser mas amplio porque también puede funcionar como una
molécula de sefalizacion autocrina o paracrina en una variedad de tejidos no neuronales. En
estudios tanto en roedores, primates y humanos, se encontré Acetilcolinesterasa (AChE) en
células de la granulosa (CG), en mayor cantidad de esta enzima en foliculos de mayor tamafio
en comparacién a los preantrales, sugiriendo la participacion local de este sistema en el
desarrollo folicular (Fritz et al., 1999). Asi mismo, se ha descrito la presencia de los receptores
muscarinicos (M) acoplados a proteina Gq de distintos tipos: M1, M3 y M5, tanto en células de
la granulosa (M1 y M5) como en el ovocito (M3) en ovarios de primates humanos y no humanos
(Fritz et al.,, 1999; Mayerhofer y Fritz 2002). Con relacién a su funcionalidad, la activaciéon de
estos receptores con analogos de ACh, provocan un incremento en las concentraciones de
calcio intracelular libre, a través de su movilizaciéon de depdsitos intracelulares (Mayerhofer et
al., 1992). Eventualmente, se produce una hiperpolarizacién de membrana que permite la
apertura de canales de potasio operados por calcio y otros canales operados por voltaje, que
permiten que las gonadotropinas induzcan la produccién de esteroides (Mayerhofer y Kunz,
2005; Kunz et al., 2002), lo que da cuenta de un posible rol regulatorio de la ACh en ovario en
la esteroidogénesis, a través de un control de tipo auto/paracrino. Estudios realizados en ratas
expuestos al estrés por frio aumenta la actividad simpatica y los niveles de noradrenalina (NA)
en el ovario, este aumento esta relacionado con alteraciones en el desarrollo folicular, como la
disminucién de foliculos secundarios y la aparicion de foliculos con una capa de teca
hipertréfica (Zangeneh et al., 2011, Park et al. 2012; Benitez et al, 2021). Ademas, la
evidencia reciente respalda la presencia de un sistema colinérgico intraovarico ubicado en las
células de la granulosa (GC) e involucrado en el desarrollo de los foliculos ovaricos y la
ovulacion (Riquelme et al., 2019). Todo lo anterior, nos permite plantear que, en el ovario tanto
el sistema noradrenérgico como el colinérgico, regulan las funciones ovaricas. Probablemente
trabajando juntos o participando de manera equilibrada para regular la funcion ovarica, similar

a la regulacién auténoma de muchos érganos internos del cuerpo.

1.1.4 Foliculo ovarico

En los mamiferos, los mecanismos neuroenddécrinos que controlan la formacién de los foliculos
ovaricos y su desarrollo son muy parecidos, por lo que los murinos son un excelente modelo
biolégico para estudiar estos procesos. La unidad funcional basica en el ovario es el foliculo
ovarico que estd compuesto por células somaticas y el ovocito que se desarrolla y alcanzan la

madurez ovulatoria dentro de los foliculos (Palma, 2008).el crecimiento Los dos tipos de
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células somaticas primarias en el foliculo ovarico son las células de la teca y las células de la
granulosa. Estos dos tipos de células somaticas son el sitio de accién y sintesis de una serie
de hormonas que promueven una compleja regulacién del desarrollo folicular. La proliferacion
de estos dos tipos de células es en parte responsable del desarrollo del foliculo ovarico antral.
Las células de la granulosa son células que se diferencian activamente con varias poblaciones
distintas (Palermo, 2007). El foliculo se caracteriza por poseer 2 funciones principales: La
produccion de hormonas y ovocitos competentes para ser fecundados, estas funciones son
realizadas por los foliculos antrales, que se caracterizan por poseer una pared interna de
células de la granulosa rodeadas por una lamina basal y que las separa de los tejidos de origen
mesenquimatoso. Dependiendo de su estado de desarrollo folicular, puede poseer otros
componentes, como: antro, zona pelucida, y tecas. Ademas de las células tecales y de la
granulosa, el foliculo esta rodeado por fibras musculares lisas y células de tejido conectivo,
que recibe el nombre de teca externa. (Rodriguez, 2005; Filipiak, Viqueira y Bielli, 2016).
Existen dos clasificaciones de foliculos ovaricos, los foliculos primordiales (en reposo) y los
foliculos en crecimiento; estos ultimos presentan cuatro estados de crecimiento: foliculo
primario unilaminar, foliculo primario multilaminar, foliculo secundario (antral) y foliculo de
Graaf (maduro), los dos ultimos, es decir, los foliculos secundarios y de Graaf (pero no
necesariamente es el foliculo dominante) requieren de la hormona FSH para su desarrollo, por
otro lado, los foliculos primordiales y los dos tipos de foliculos primarios se forman debido a
factores locales desconocidos tal vez elaborados por las células foliculares (Gartner y Hiatt,
2011).

Estudios realizados en ratas se observa que la foliculogénesis inicia aproximadamente 36 horas
después del nacimiento, antes de este tiempo, se forman de 1 a 2 foliculos, a las 48 horas
después del nacimiento, se han observado aproximadamente 1300 foliculos por ovario
(Malamed, Gibney y Ojeda, 1992); y en la pubertad se ha observado alrededor de 5000 foliculos
primarios (Crisp, 1992). En la rata, el desarrollo del foliculo dura 19 dias, que va desde un
estado de “reposo” hasta que sucede la ovulacién. Esto indica que durante la vida del foliculo
en crecimiento se ve expuesto al menos a cuatro “picos” preovulatorios de gonadotropinas

(Dominguez et al., 1991).
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1.1.5 Ciclo estral

El ciclo estral en ratas y ratones tiene un promedio de 4 a 5 dias y es un proceso repetitivo
pero dinamico por el cual diferentes tipos de células aparecen y retroceden en oleadas a lo
largo del ciclo, esto se rige por la secrecién de hormonas hipofisarias y ovaricas como la LH y
FSH, estradiol, la progesterona y la prolactina respectivamente, reflejando diferentes niveles
de liberacién lo largo del ciclo estral (Figura 3) (Goldman et a/., 2007; Hamid y Zakaria, 2013;

Cora, Kooistra y Travlos, 2015).

Estradiol — ~—Progesterona @ <~c---=- - Hormona Luteinizante

i
10-12 hrs
_

)

Ovulacién

Metaestro I Diestro I Proestro I Estro

Dia del Ciclo
Figura 3. Fluctuaciones de las hormonas estradiol, progesterona y hormona luteinizante a lo largo del
ciclo estral de una duracién promedio de 4 a 5 dias de la rata (Imagen tomada de Goldman et a/., 2007).

Generalmente se caracteriza por cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y diestro. En un ciclo
estandar de 4 dias, el proestro es identificado por la presencia de grupos de células epiteliales
nucleadas redondas, el proestro dura 1 dia y es seguido por el estro vaginal, identificable
rutinariamente por la presencia de un gran namero de células cornificadas (o queratinizadas).
El predominio de células cornificadas durard un dia en un ciclo de 4 dias, o puede estar
presente durante 2 dias consecutivos en un ciclo de 5 dias. El metaestro es un término que se
ha utilizado para describir un periodo de transicion durante la primera parte del primer dia del
diestro (diestro 1), se caracteriza por una combinacién de leucocitos y células epiteliales
cornificadas y redondeadas. Estas células epiteliales redondas cominmente persisten durante
los dias 1 y 2 del diestro, cuando coexisten con los leucocitos. El sequndo dia del diestro

(diestro 2) también puede mostrar algunos pequefios grupos de células epiteliales nucleadas
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y una gran cantidad de leucocitos que anunciaran el proestro un dia después (véase figura 4)
(Pichardo, Reyes y Suarez, 1999; Goldman, Murr y Cooper, 2007).

La ovulacion es el proceso por el cual inicia con el comienzo del proestro hasta el final del
estro (Marcondes, Biachi y Tanno, 2002) y puede ser rastreada mediante los cambios en las
células del epitelio vaginal, las cuales caracterizan en cada etapa (Tapia y Anaya, 2016) y con
el aumento del tamano folicular, seguido de la protrusidn del foliculo desde la corteza ovarica
debido a un ascenso de estrégenos, después de un pico de LH y FSH. Luego del pico de LH, la
concentracion de progesterona en el foliculo preovulatorio continlla aumentando, hasta la
ovulacion (Caron, Goldstein, Savard, y Marsh, 1975; Antunes et al., 2016). Este ultimo es el
responsable del mecanismo de retroalimentacién negativa, induciendo la finalizacién del pico
de LH, esto permite la maduracién meidtica del ovocito y conduce a la ruptura de la pared del
foliculo (Hillier, 2001).
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Figura 4. Ciclo estral de la rata hembra, caracterizacion de las células observadas en cada una de sus
etapas (Altamirano, 1994).

1.2 Inervacién Ovarica

El ovario recibe inervacién simpatica de dos fuentes: el nervio plexo ovarico (PNO), que se
caracteriza por ser un nervio bilateral de 2.5 a 3 cm de longitud, que se extiende desde el
ovario hasta el primer ganglio prevertebral. EIl PNO derecho e izquierdo pasan a lo largo de la
arteria ovarica y se bifurca unos 3 mm antes de llegar al ovario, la otra rama viaja hasta el
utero. Por otro lado, el nervio ovarico superior (NOS) esta conectado con el ligamento
suspensorio, (Figura 5) (Lawrence y Burden, 1980; Pastelin et a/., 2017). En general, las fibras
del NOS inervan los componentes secretorios del ovario, como las glandulas intersticiales y los
foliculos, mientras que las fibras del PNO son principalmente perivasculares. La inervacién

simpatica de las gonadas llega a través del nervio del plexo ovarico y del nervio ovarico
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superior, a diferencia del nervio vago que transporta fibras sensoriales y parasimpaticas
(Burden y Lawrence, 1977).

La inervacion extrinseca de la glandula se ha demostrado estar involucrada en la regulacion de
las funciones especificas del ovario, como la esteroidogénesis y el desarrollo folicular
temprano. Esta regulacién se ejerce principalmente por el péptido intestinal vasoactivo y la
norepinefrina (NE), estos neurotransmisores median el desarrollo folicular (Greiner et al.,
2005). La inervacién intrinseca del ovario muestra la participacion de ganglios bien
desarrollados situados a nivel del hilio y el mesovario que discurren a lo largo del tejido
conectivo. Las fibras se presentan antes del desarrollo folicular las cuales son producidas entre
las 48-72 horas después del nacimiento y alcanzan su desarrollo maximo alrededor de la

pubertad contribuyendo a la activacion de la secrecion esteroidogénica (D'Albora et al., 2002).
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Figura 5. Esquema que muestra el origen y la distribuciéon 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 anastomotica,
4: rama mesentérica superior, 5: plexo mesentérico, 6: rama anastomética del ganglio lumbar del tronco
simpatico, 7: rama anastomotica del nervio espldcnico (Modificado de Pastelin et al., 2017).
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1.3 Vias neurales entre los ovarios y el SNC

Recientemente, cada vez hay mas pruebas de la existencia de una conexion neuronal directa
entre las gonadas y SNC. Este vinculo involucra vias aferentes y eferentes y puede modular la
actividad funcional o la capacidad de respuesta de las glandulas. Ejemplos de esta ultima
caracteristica incluyen la respuesta hipertrofica compensatoria después de la extirpacion
unilateral de los ovarios o la glandula suprarrenal. Esta respuesta también puede resultar de
una desnervacién farmacoldgica unilateral del ovario. Se observan cambios bioquimicos
unilaterales en el hipotdlamo después de una ovariectomia unilateral, regiones
extrahipotalamicas o la médula espinal, o cualquier seccién del nervio vago altera la funcion
ovarica (Gerendai y Hala’sz, 1997).El mismo grupo de la Dra. Gerendai, posteriormente
realizaron una inyeccion del virus de la pseudorrabia en el ovario izquierdo, con el fin de
observar las estructuras marcadas por el virus mediante un trazado transneuronal, las células
nerviosas marcadas con el virus se identificaron por inmunocitoquimica usando anticuerpo
policlonal antiviral. Se detectaron neuronas marcadas con virus tanto en la médula espinal
como en el cerebro (Gerendai et al, 1998). Estos resultados proporcionaron la primera
evidencia neuromorfolégica de la existencia de una via neuronal multisindptica entre los
ovarios y el SNC. Teniendo en cuenta los datos obtenidos mediante los métodos clasicos de
rastreo de vias y las técnicas de deteccion de virus transneuronales, proponen que el virus viaja
desde el ovario y llega al nucleo paraventricular a través de los nervios simpaticos. Debido a
que existen conexiones reciprocas entre los nucleos del tronco encefdlico, el nucleo
paraventricular, asi como el nacleo del tracto solitario, los circuitos neuronales entre estos
nucleos proporcionan vias adicionales.

El mismo grupo de la Dra. Gerendai mencionan que la vagotomia unilateral en la rata bloqued
el etiquetado de varias estructuras cerebrales cuando se inyecté el virus de la pseudorrabia en
el ovario. Los hallazgos indican que la vagotomia interfirié con el marcaje de varias estructuras
cerebrales conectadas con el ovario, incluidos los nlcleos vagales. La ausencia del marcado en
estructuras distintas a los nucleos vagales sugiere que la infeccién de estos grupos de células
en animales con un nervio vago intacto podria deberse principalmente al paso viral a través de
estructuras vagales. Estos datos proporcionan una base morfolégica para futuras
investigaciones, en el caso que se deseen estudiar las estructuras cerebrales que estan
involucradas y cual es su importancia funcional en el control de la inervacién simpatica y
parasimpdtica del ovario, (Figura 6) (Gerendai et a/., 2000). La lateralidad hipotalamica en el
control gonadal planted la pregunta de si las estructuras neurales extrahipotalamicas también
involucradas en los procesos reguladores gonadales estan lateralizadas o no (Gerendai, 1987).

En este contexto, se puede mencionar que las lesiones del lado derecho del locus coeruleus,
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un grupo celular transsindpticamente no marcado desde el ovario después de la vagotomia,
interfirieren con el desarrollo de la hipertrofia ovarica compensatoria después de una
hemiovariectomia (Gerendai, 1984; Gerendai et al., 2000). Lo anterior nos permite sugerir que
los métodos de trazado transneuronal pueden revelar algunas de las estructuras involucradas
en las vias de comunicacion neural entre el SNC y los ovarios, pero también puede omitir el
marcado de algunas otras que sélo son posible ser mostradas mediante otras técnicas o
abordajes experimentales; como las hemicastraciones, denervaciones quirdrgicas y/o

farmacoldgicas.
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Figura 6. Esquema simplificado de las conexiones neuronales descendentes conocidas entre las
estructuras del SNC marcadas desde el ovario por la técnica de rastreo transneuronal viral (Modificado

de Gerendai et al., 2002).

1.4 Hipocampo

El hipocampo, una estructura subcortical importante en el cerebro de los mamiferos, esta
involucrado en varios tipos de procesos de aprendizaje y la consolidacién de la memoria a

largo y corto plazo, ademas del estrés. Deriva de la region medial del telencéfalo, forma parte
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del sistema limbico, relacionados con distintos nucleos en los que se encuentran la corteza
prefrontal, amigdala, nidcleo accumbens (NAcc) y area ventral tegmental (AVT) (Hernandez,

Aguilar y Garcia, 2015; Moghadami, Jajanshahi, Sepehri y Amini, 2016).

AnatoOmicamente, estd organizado en el cuerno de Amén (CA) (hipocampo propio) que
comprende regiones CA1, CA2, CA3 y CA4, (Figura 7) (Lorente de N6. 1934), dadas de acuerdo
con las células piramidales que se localizan en ellas y el giro dentado (GD) (separados por la
fisura hipocampal); el complejo subicular, formado por el presubiculum (Pre), el subiculum
(Sub) y el parasubiculum (Para) y la corteza entorrinal (EC). (Lavenex, Lavenex y Amaral, 2007;

Amaral y Lavenex, 2007).

Figura 7. Esquema de cerebro de rata, mostrando los ejes septotemporales y transversales de la
formacién del hipocampo. (Modificado de Amaral y Lavenex, 2007).

1.4.1 Circuito trisinaptico

Las regiones CA1, CA3 y el GD constituyen el circuito trisindptico del hipocampo, se caracteriza
por tres relevos (Figura 8): la primera denominada via perforante que proviene de la capa Il de
la corteza entorrinal (CE), esta informacién proviene de las diferentes cortezas, como la
auditiva, somatosensorial, gustativa, olfatoria, visual primaria y el tdlamo que es el principal
integrador de la informacion sensorial y que a su vez es la principal entrada de informacién

del hipocampo, y proyecta principalmente al GD y al CA3, mientras que las proyecciones de la
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capa lll de la corteza entorrinal se proyectan hacia la regién CA1 (Amaral y Witter,1989). Se
sabe que las neuronas piramidales CA1 reciben inervaciones de bulbos olfatorios, nicleo
accumbens, corteza prefrontal (CpF), amigdala e hipocampo. Se produce un segundo relevo de
informacion entre el GD y CA3, que esta compuesto por fibras musgosas, los axones de las
neuronas granulares del GD se proyectan hacia las neuronas piramidales de la regién CA3
(Bello-Medina, Gonzalez-Franco y Andrea, 2018). Un tercer relevo ocurre entre el CA3 y CAT,
donde las neuronas piramidales que pertenecen a la regién CA3 envian sus axones a la region

CA1 para formar las colaterales de Schaffer (Amaral y Lavenex, 2007).

Figura 8. Circuito trisinaptico. llustra la organizacion de las dos proyecciones de las vias perforantes hacia
los otros campos de la formacion del hipocampo. Las células en la capa Il de la CE se proyectan al GD y
a la region CA3 del hipocampo. Las células en la capa lll de la EC dan lugar a una via distinta que inerva
a CA1 del hipocampo y el subiculo (Tomado de Amaral, 1993).

1.4.2 Aferencias y eferencias del hipocampo

El hipocampo es una de las estructuras altamente conservadas a través de las especies, tiene
conexiones con casi todas las partes del sistema limbico, incluyendo amigdala, circunvolucion
del hipocampo, hipotalamo y recibe informacién procedente de todas las dreas asociativas
corticales. Esta estructura cerebral estd asociada con casi todos los tipos de experiencia
sensorial, promoviendo la activacién de diferentes areas del hipocampo, el cual, a su vez envia
sefiales hacia el hipotdlamo y otras partes del diencéfalo a través del férnix (Sanchez, 2009).
Esta region del cerebro se divide en hipocampo dorsal (HD), intermedio (HI) y ventral (HV).
Mientras que el HD esta involucrado en funciones cognitivas y su disfuncién conduce a la
amnesia, el HI solo separa ambas regiones (Dedovic et al.,, 2009; Fanselow y Dong, 2010). El
HV es responsable del control emocional, como las frustraciones y regula la actividad del eje

hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA) (Flores, Morales-Medina y Diaz, 2016). Es
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particularmente interesante considerar el papel de esta porcién ventral y que esta fuertemente
vinculada a los circuitos relacionados con el comportamiento defensivo del hipotalamo, que
no descartan su participacion en los procesos reproductivos (Strange et al., 2014). Se ha
estudiado la lesidén en el hipocampo ventral neonatal (n"WH) como modelo para probar la
hipotesis de que las anomalias tempranas del neurodesarrollo conducen a cambios de
comportamiento supuestamente relacionados con la esquizofrenia (Silva-Gémez et a/., 2003).
El modelo de lesiéon del hipocampo ventral neonatal (NVHL), desarrollado originalmente por
Barbara Lipska y colegas (Lipska et al.,, 1993), cumple muchos de los requisitos para un modelo
de esquizofrenia Gtil y clinicamente traslacional. Este modelo quirtirgico implica la infusién de
una excitotoxina en el hipocampo durante la primera semana posnatal, un punto de tiempo
aproximadamente comparable al tercer trimestre del desarrollo humano (Tseng et a/., 2009).
Se pretende usar como base este modelo con modificaciones en los dias de la lesién para
analizar la participacion del hipocampo en la regulacién de las funciones reproductivas.

Por otro lado, las conexiones extrinsecas del hipocampo permiten la comunicacién con otras
areas del cerebro, en la figura 9 se observa que el hipocampo sale hacia el septum lateral (LS)
y el 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 LSv, que se proyecta hacia el nucleo
predptico medial (MPN) y la zona periventricular hipotalamica (PVZ). Las partes dorsales del
area CA1 se proyectan hacia el LSr, que a su vez se proyecta hacia los nlcleos de la zona
hipotalamica media, incluidos el nucleo hipotalamico anterior (AHN) y el nicleo hipotalamico
ventromedial (VMH). El subiculo dorsal envia una pequena proyecciéon al LS dorsal, que se

transmite al cuerpo mamilar (MB) (Strange et al., 2014).

25 | 95



Ventral

= Formix

LS
MFB

m- )\l PN
/N pyz

Zona Media

AHN VHM

Figura 9. Conexiones extrinsecas del hipocampo. El hipocampo sale hacia el septum lateral (LS) y el

hipotalamo. El LS se puede dividir en partes rostral (LSr), caudal (LSc) y ventral (LSv), el grosor de las

flechas indica la densidad de proyeccion (Modificada de Strange et a/., 2014).

1.5 Espinas dendriticas

Las espinas dendriticas (ED) son protuberancias dendriticas discretas que forman un rico
andamio estructural para la mayoria de las sinapsis excitatorias en el cerebro, albergando un
complemento de maquinaria de sefalizacién bioquimica, asi como una densidad postsinaptica
proteica (DPS) que contiene, entre otros, receptores de glutamato ionotrépicos de los subtipos
acido o-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico (AMPA) y N -metil- d -aspartato
(NMDA) (Lee, Soares y Béique, 2012). Cajal fue el primero en descubrir y nombrar este tipo de
estructuras en su primer trabajo en el que estudiaba el cerebelo de las aves realizé sus
descripciones basado en el método de impregnacion argéntica de Golgi (Cajal, 1888). También
propuso que las espinas dendriticas servian para conectar los axones con las dendritas.

Las funciones de las espinas dendriticas son diversas en las que destacan: incrementar el area
receptiva optimizando la interconectividad neuronal mediante el contacto sindptico que se

establece con la regién presinaptica, restringir la difusién de las moléculas en la regién
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postsinaptica y la regulacién del calcio (Martinez y Dierssen, 2014; Valencia, Colin y Fortoul,
2018).

El tamafno de las espinas dendriticas varia entre las areas del cerebro, asi como entre las
especies. Aunque son muy heterogéneas en tamafio y forma, generalmente consisten en de
una cabeza pequefia (1 ym de didmetro), conectadas a la dendrita por un pequefio cuello de
aproximadamente 0.2 ym de diametro y de 0.5 a varios micrémetros de longitud) (Rochefort
y Konnerth, 2012). Por lo general, en las cabezas de las espinas forman una sinapsis
excitatoria, que se componen de una terminal presinaptica y la densidad postsinaptica (DPS)
(Yuste, 2010; Rochefort y Konnerth, 2012).

Estudios ultraestructurales han demostrado una correlacion entre el tamafno de la DPS, el
volumen de la cabeza de la columna vertebral y el nimero de vesiculas en las terminales
presinapticas en las neuronas piramidales CAT, las células cerebelosas de Purkinje y en la
corteza olfativa (Valencia, Colin y Fortoul, 2018).

Integralmente las espinas dendriticas estan formadas por filamentos de F-actina y G-actina,
las delgadas y pequefas poseen mayor motilidad y establecen sinapsis débiles, la morfologia
puede cambiar muy rdpidamente ante los estimulos que recibe la neurona induciendo
remodelacidon de su arquitectura; mientras que las espinas grandes y en forma de hongo son
mas estables y forman sinapsis mas fuertes, ya que su densidad postsinaptica proporciona
mayor superficie de contacto (Figura 10) (Parnass, Tashiro y Yuste, 2000; Valencia, Colin y
Fortoul, 2018).

Las sinapsis excitatorias se forman en las espinas en forma de hongo y contienen abundante
DPS. Por el contrario, las sinapsis GABAérgicas inhibitorias estan presentes en las dendritas sin
espinas, en el soma y en la parte inicial del axén, y no se observa un engrosamiento
postsinaptico (Martinez y Dierssen, 2014).

Se ha propuesto que la base de la memoria y el aprendizaje se debe a los mecanismos
producidos por potenciacidon a largo plazo (LTP), también se ha encontrado que los sitios
preferenciales de induccién de LTP son pequefias espinas, que expresan una pequefa cantidad
de receptores AMPA. Dado que se ha demostrado que las espinas grandes expresan
abundantemente los receptores AMPA y son estables, se puede sugerir que las espinas actian
como unidades de memoria, siendo las espinas grandes las unidades fisicas de memoria a
largo plazo (Matsuzaki et al., 2014). Ademas, en las dendritas de las neuronas en desarrollo
se han observado proyecciones delgadas parecidas a cabellos llamadas filopodios, que carecen
de cabezas bulbosas de mdas de 3 pm de longitud. Los filopodios inmaduros o formas
rechonchas representan aproximadamente el 10% de las espinas en el adulto. Muchos
filopodios carecen de una sinapsis tipo 1, principalmente debido a la falta de un DPS, aunque

a menudo presentan caracteristicas sindpticas como una pequefia hendidura o algunas
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vesiculas sindpticas. Una vez que el filopodio realiza contacto con un elemento axonal su
motilidad disminuye gradualmente y se estabiliza la estructura de la espina dendritica (Berry y
Nedivi, 2017).

7 ~as

Delgada Hongo Gruesa Bifurcada Sin clasificacion

Figura 10. Morfologia de las espinas dendriticas. En gris se muestra el area en donde las terminales
axonicas pueden hacer contacto en las espinas dendriticas (Tomado de Bello-Medina et a/., 2018) .

1.5.1 Plasticidad en espinas dendriticas

Los resultados obtenidos a fines de la década de 1950 permitieron la reconstruccién
microscépica electrénica (ME) del tejido neuronal a una resolucién nanométrica, estas
imagenes presentaron la densidad postsinaptica, la terminal presinaptica y sus vesiculas y
otros organulos (Salay Segal, 2014). Una de las propuestas sobre el mecanismo de aprendizaje,
sugiere que las espinas implementan una plasticidad sindptica a largo plazo (Yuste, 2010; Sala
y Segal, 2014). El grupo de Geinisman (2000) mostro que después LTP hay un aumento en el
numero de sinapsis perforadas, con una gran cantidad de DPS, lo que aumenta el tamafio del
contacto sinaptico general. Debido a que la LTP del hipocampo es ampliamente considerada
como un modelo sinaptico de la memoria, parece razonable plantear la hipétesis de que la
misma modificacién sinaptica puede tener lugar como consecuencia del aprendizaje asociativo
dependiente del hipocampo (Geinisman et al., 2000).

Las alteraciones en la morfologia de las espinas pueden estar involucradas en las funciones
neuronales que favorecen la formacion de la memoria. Varios estudios muestran que las
espinas se forman mediante el aprendizaje y duran de dias a semanas y potencialmente mas
después del entrenamiento conductual y que la interrupcién en la morfologia de las espinas
después de la consolidacion de la memoria se asocia con un deterioro en el mantenimiento de
la memoria, lo que sugiere que la persistencia de las espinas es esencial para el mantenimiento

de la memoria. El citoesqueleto de una espina dendritica esta compuesto principalmente de
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actina. Las espinas maduras contienen una mezcla de filamentos de actina lineales vy
ramificados en la base, el cuello y la cabeza. Por lo tanto, el citoesqueleto de actina y sus
proteinas reguladoras estan involucrados en la morfogénesis de la espina y la formacion de la
memoria. Sin embargo, para que la memoria persista, estos cambios estructurales deben
mantenerse durante un largo periodo de tiempo (Basu y Lamprecht, 2018).

La serie de eventos que ocurren durante la plasticidad de las espinas dendriticas son (1)
migracion de la actina hacia f-actina; (2) acumulacion de actina en la cabeza de la espina; (3)
elongacion de espinas dendriticas. Los tres tipos de plasticidad estructural que se presentan
en las espinas dendriticas son: (1) generacion de unas nuevas protuberancias; (2) expansion
persistente de espinas existentes; y (3) la expansion transitoria de las espinas existentes que
pueden tener lugar en diferentes etapas de desarrollo (Hayasahi y Majewska, 2005).

A nivel celular, existen diferentes patrones de estimulacion que producen plasticidad que
probablemente utilicen diferentes cascadas moleculares y cambios morfolégicos. Por ejemplo,
mientras que el modo dominante de producir LTP en areas del cerebro como el hipocampo
implica la activacién del receptor de NMDA (Sala y Segal, 2014), existe una LTP distinta no
mediada por NMDA, que depende del aumento de las concentraciones Ca2+ intracelular
postsinaptica (Grover y Teyler, 1990). Varias lineas de evidencia sugieren que la sefalizacién
del receptor NMDA podria influir en el volumen de la espina mediante el reclutamiento de
receptores AMPA, estos receptores son canales cationicos no selectivos (Ultanir et al., 2007).
Finalmente, la induccion de un LTP se asocia a mas receptores AMPA en la membrana
plasmatica, mientras que la depresién a largo plazo (LTD) se asocia con una disponibilidad
reducida de estos receptores (Kessels y Malinow, 2009).

En términos generales, entonces podemos definir que la LTP es el resultadode la
actividad glutamatérgica. Si la intensidad y duracion de la actividad glutamatérgica es
suficiente, aumentara el volumen de las espinas dendriticas y formara una estructura similar a
un hongo, aumentando asi el volumen de PSD vy la estabilidad de las espinas dendriticas. Por
lo tanto, se cree que las espinas dendriticas en forma de hongo son estructuras estables y
funcionales para la neuroplasticidad (Kruijssen y Wierenga, 2019; Harris, 2020). Estas espinas
pueden incluso dividirse, es decir, generar dos cabezas o ramificarse (desarrollar mas de dos
cabezas), sin embargo, la DPS de las espinas bifurcadas y ramificadas no es mayor que el de
las espinas tipo hongo (Harris et al., 1992). Por otra parte, si la intensidad y duracion de la
actividad glutamatérgica es insuficiente, el citoesqueleto de las espinas se reorganizara para
formar una estructura achatada con una cabezay un cuello casi de la misma proporcién: espina
tipo gruesa. Debido a sus caracteristicas morfoldgicas, estas espinas tienen una DEPS alterada
y por lo tanto no tienen una funcién neuroplastica e incluso se asocian con una transmision
sindptica debilitada.
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Figura 11. La potenciacion a largo plazo (LTP). Los receptores AMPA ubicados en la densidad
postsindptica (DPS) en las espinas dendriticas maduras son activados por el glutamato (Glu) liberado del
boton sinaptico en el axén de la neurona presinaptica. Cuando los receptores AMPA son fuertemente
estimulados, la célula postsinaptica se despolariza provocando la liberacién del ion Magnesio (Mg2) que
bloquea el receptor NMDA, permitiendo la entrada de calcio (Ca2+). Este proceso se conoce como
inducciéon de LTP y desencadena un aumento del tamafio de la espina y la cantidad de receptores AMPA
(Tomada de Bonilla-Quintana y Worgotter, 2021).

1.5.2 Memoria y aprendizaje

En términos generales, se le considera como la capacidad de reconocer estimulos, o el
conocimiento de si hemos experimentado algo en el pasado. Implica el registro de cualquier
estado o proceso que resulte de las etapas secuenciales de codificacién, almacenamiento y
recuperacién para comprender y adaptarse al mundo, es una condicibn necesaria para
desarrollar una vida independiente y productiva (Steckler et a/., 1998; Klein, 2015).

Muchos factores pueden estar involucrados en el proceso de la memoriay el aprendizaje, entre
ellos, las hormonas esteroideas sexuales, los estrégenos pueden actuar sobre las funciones
cognitivas como la memoria, la influencia de estas sobre las neuronas colinérgicas con
receptores al factor de crecimiento nervioso (NGF), localizadas en el area basal del cerebro
anterior y que estan conectadas con la formacion del hipocampo. Se sabe que estos sistemas
colinérgicos estan implicados en la memoria y el aprendizaje. Por otro lado, la progesterona a
su vez tiene un efecto neuroprotector en las neuronas del hipocampo ante un dafo causado
por isquemia cerebral, a través de su interacciéon con los receptores GABA. Las hormonas
también estimulan el crecimiento y las ramificaciones en las sinapsis de las algunas estructuras
cerebrales, un ejemplo de ello es el estradiol que permite el crecimiento de las neuronas del

hipocampo.
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1.5.3 Cambios que se han reportado como consecuencia de la lesién
del hipocampo tanto en edad neonatal como adulta.

Barbara Lipska, George Jaskiw y Daniel R. Weinberger, plantearon la hipétesis de la
interrupcion de las conexiones entre las estructuras limbicas como el hipocampo y la CPF en
las primeras etapas del neurodesarrollo que podria conducir cambios cerebrales, asi como en
el comportamiento de los animales que se podrian relacionar con un modelo esquizofrénico,
desarrollando asi el modelo de LNHV, mediante una administracion bilateral de acido iboténico
(agonista de receptores NMDA) directamente en el hipocampo ventral en ratas neonatas a los
7 dias de vida posnatal en la cepa Sprague Dawley (SD) (Lipska et a/., 1993). Los animales con
LNHV desarrollaron extensos cambios en el comportamiento a lo largo de su vida que pueden
estar asociados con sintomas de la esquizofrenia, como el aislamiento social y memoria de
trabajo alterada. Sin embargo, una de las caracteristicas mas importantes de este modelo es
que los cambios de comportamiento asociados con los sintomas positivos de la enfermedad,
como cambios en el filtro selectivo de la informacion sensorial y la hiperactividad inducida por
un ambiente novedoso, no aparecen hasta que alcanzan la adultez, tal y como sucede con el
primer episodio psicético de esta enfermedad (Tseng et al., 2009; O'Donnell, 2012). Por otro
parte, el grupo de la Dra. Daenen, basados en la hipdtesis en que los trastornos psiquiatricos
como la esquizofrenia son el resultado de un déficit del desarrollo neurolégico realizaron
lesiones en hipocampo ventral a los 7 0 21 dias de edad, teniendo en cuenta que a los 21 dias
de edad las estructuras cerebrales estan casi maduras. Demostraron que el deterioro del
comportamiento social es uno de los principales sintomas de los trastornos psiquiatricos como
Esquizofrenia, en este contexto las lesiones generadas a los 7 dias, pero no a los 21 provocan
las alteraciones en el comportamiento social, contribuyendo a la validez del modelo de

neurodesarrollo planteado por Lipska (Daenen et al., 2002).

Por otra parte, los estudios realizados en ratas adultas de la cepa Wistar, mostraron un
deterioro cognitivo derivado de una lesion mecanica en la regién CA1 del hipocampo, mientras
que los animales con lesion y un implante con portadores de chitosan cargados con
neurotrofina-3 (NT-3), estimularon la regeneracién de una gran cantidad de fibras nerviosas
positivas y células similares a neuronas en el area lesionada (Mo, 2010). Esto nos estaria
indicando que una lesion en edad adulta provoca un deterioro cognitivo, pero no un modelo

esquizofrénico, como si sucederia con una lesion realizada en etapa neonatal.
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2. ANTECEDENTES

En la regulacion neuroendocrina de las funciones de los ovarios participa el eje hipotalamico-
hipofisario-gonadal. El inicio de la pubertad en la rata hembra es el resultado de la activacion
de dicho eje, permitiendo la liberacion de évulos capaces de ser fertilizados y la secrecién de
hormonas, especificamente, por la liberacion de GnRH desde las neuronas hipotalamicas hacia
la circulacion del portal hipofisario (Molina, 2006; Prevot, 2015), que actiia sobre los
gonadotropos donde estimula la secrecion de las gonadotropinas FSH y LH, que al llegar a las
gbnadas estimularan sus funciones (Randall et a/., 2002). Bajo la influencia de estos episodios
secretores de LH, el ovario es estimulado para producir mas estrégeno (E2). A su vez, los
aumentos sutiles en los niveles de E2 parecen ser capaces de evocar alin mas mini secreciones
de LH, lo que puede inducir una mayor activacion ovarica que conduce a la maduracion folicular
(Urbanski y Ojeda, 1985; Urbanski y Ojeda, 1986). Con el inicio de la pubertad, es el momento
del primer aumento preovulatorio de gonadotropinas, que, en si mismo, representa el climax
de la maduracidén reproductiva neuroendocrina femenina. Debido a que la unidad
hipotaldmica-pituitaria ya es completamente competente para responder a los niveles
preovulatorios de estrégeno con un aumento de LH, la aparicion y el momento de este evento
dependen de la finalizacién de la maduracién ovarica. Solo cuando el ovario se vuelve capaz
de producir niveles de E2 de magnitud suficiente (50 picogramos/ml) para disparar la secrecion
de LH de 10-12 horas después de producirse los picos de FSH y LH en el proestro, se produce
la ovulacién en el estro, inducida principalmente por el pico de LH (Ojeda y Skinner, 2006;
Fernandez et al., 2021).

Los procesos involucrados en el ciclo estral estdn controlados por la interaccién de
sincronizadores enddgenos en el hipotalamo, hipéfisis y ovario que regulan, de acuerdo con
los periodos de luz-oscuridad, el momento de secreciéon de hormonas y las sefales necesarias
para la reproduccién (Yoshikawa et a/., 2009). Por otra parte, el decline observado en el eje
reproductivo femenino relacionado con la edad implica déficits en todos los niveles del eje
HPG, que conlleva agotamiento de la reserva posmitética de los ovocitos y la disminucién
asociada de las concentraciones de E2, la evidencia acumulada indica que durante las etapas
mas tempranas del declive reproductivo, antes de cualquier cambio en la ciclicidad ovarica y
el E2 circulante, los cambios a nivel del cerebro juegan un papel importante en el inicio de la
senescencia reproductiva (Downs y Wise, 2009). Durante décadas, se pensé en el estrégeno
solo como una "hormona sexual", ya que desempefia un papel fundamental en la regulacién
de los eventos conductuales y fisiolégicos esenciales para una procreacién exitosa (Shughrue

y Merchenthaler, 2000). Se sabe desde hace mas de 30 afios que el estrégeno puede alterar la
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fisiologia intrinseca y sindptica de las neuronas en cuestién de minutos. Sin embargo, la
importancia fisiolégica de estos efectos agudos no ha sido clara porque algunos efectos
requieren concentraciones de estrégeno mas altas que las que se detectan en el plasmay
porque el estrégeno secretado por el ovario aumenta y disminuye en el transcurso de los dias.
Estas interrogantes pueden ser respondidas por una nueva investigacién que demuestre que
el estrégeno se produce en niveles altos dentro del propio cerebro y que la produccion de
estrogeno en el cerebro puede estar regulada por la actividad neuronal. En animales de
laboratorio, la mayoria de los investigadores informan que el estrogeno mejora la plasticidad
sinaptica y mejora el rendimiento en los comportamientos cognitivos dependientes del
hipocampo (Wolley, 2007; Spencer et al., 2008). Ademas, estudios recientes /jn vivo han
demostrado que los receptores de union de estrégenos nucleares estan ampliamente
distribuidos en las células piramidales por todo el CA1-3 del hipocampo y las laminas II-VI de
la isocorteza. El impacto funcional de la localizacion del receptor de estrégeno en la corteza 'y
el hipocampo puede resultar relevante para el papel emergente del estrégeno como factor
protector en las lesiones relacionadas con accidentes cerebrovasculares (Shughrue y
Merchenthaler, 2000). Mitral et al. (2003) detectaron los receptores extranucleares de
estrogenos (ER) alfa y beta en varias areas, incluidas las fibras del bulbo olfatorio, CA3 y CAl
del hipocampo y el cerebelo. Aunque ambos receptores se expresaron generalmente en una
distribucion similar a través del cerebro, el ER nuclear alfa fue el subtipo predominante en el
hipocampo, el area predptica y la mayor parte del hipotalamo, mientras que estuvo escaso o
ausente en la corteza cerebral y el cerebelo. En conjunto, estos hallazgos demuestran la
expresién selectiva de regiones de ER beta y ER alfa en el cerebro de ratdén ovariectomizado
adulto. En los ultimos afios, se ha demostrado que estos estrogenos ejercen efectos sobre la
estructura y funcion del hipocampo y la corteza. Ademas, el cerebro participa en la regulacién
del desarrollo neuronal, la plasticidad y el comportamiento reproductivo (Hosli y Hosli, 1999;
Shughrue y Merchenthaler, 2000). Por otro lado, la plasticidad sinaptica inducida por
estrégenos muestra con frecuencia un aumento de las espinas en las dendritas apicales de las
neuronas piramidales CA1 después de la aplicacion sistémica de estradiol a ratas
ovariectomizadas. Otros estudios cuestionan esta regulacion endocrina directa de la
sinaptogénesis por estradiol. Prange-Kiel y Rune (2006) demostraron por primera vez, que los
estrégenos se sintetizan de novo en las neuronas del hipocampo de rata. Dado que el estradiol
como la testosterona pueden llegar al cerebro a través de la circulacién sanguinea, se han
realizado amplios estudios para comprender su papel en la modulacién de la plasticidad y
funcién del hipocampo (Woolley et al., 1997). Anteriormente Woolley y McEwen (1993) han
demostrado los efectos del estradiol y la progesterona en ratas ovariectomizadas sobre la

densidad de las espinas dendriticas en las células piramidales CA1 del hipocampo, en donde
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mostraron un aumento de la densidad dendritica a partir de las 24 horas posterior a la
administracion de estradiol y con respecto a la progesterona; esta tiene un efecto bifasico
sobre la densidad de las espinas ya que el tratamiento con progesterona después del estradiol
inicialmente aumenta, pero luego produce una disminucién mucho mas aguda en comparacién
con la disminucién que se presenta cuando solamente se administré estradiol. Por otro lado,
también se ha asociado cambios en la morfologia dendritica con las concentraciones de
prolactina, por ejemplo, en ratas ovariectomizadas seguidas de la administracion de acido
kainico y con postratamiento de prolactina, mostraron los efectos neuroprotectores de la
prolactina en neuronas piramidales de la region CA1 y la prevencion del déficit cognitivo que
provoca el acido kainico (Reyes-Mendoza y Morales, 2014). Se ha mostrado, también que en
la rata la administracion de acetil |-carnitina (ALCAR) provoca un incremento en la secrecion
de prolactina y estradiol durante el estro (Krsmanovic et al., 1992). Previamente hemos
mostrado que, en la rata, la denervacién sensorial, inducida por la administracion de capsaicina
al nacimiento, provoca un retraso en el inicio de la pubertad, una disminucion en el nimero
de foliculos sanos y un incremento en los foliculos atrésicos. La administracion de acetil I-
carnitina en la rata desnervada sensorialmente adelanta la pubertad, incrementa el nimero de
foliculos sanos y disminuye los atrésicos, estas respuestas van acompanadas de un incremento
de la longitud dendritica de las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo (Castillo, 2020),
lo que permite sugerir la posibilidad de que el hipocampo puede participar en la regulacién de
las funciones reproductivas. Adn no esta claro si la conexion entre esta estructura y las
gbénadas seria por una via neural o una via neuroendocrina (eje hipotalamo-hipoéfisis-génadas),
o incluso por ambas. Los estrégenos, independientemente de su origen, serian un factor que
podria modular la morfologia dendritica de las neuronas hipocampales. Se sabe que el
hipocampo es exquisitamente sensible a los niveles de E2, por ejemplo, el tratamiento agudo
con E2 en roedores hembras jévenes aumenta la densidad de las espinas dendriticas en la
region CA1, la neurogénesis en la circunvoluciéon dentada y diversas formas de plasticidad
sinaptica (Woolley y McEwen, 1993; Barker y Galea, 2008). En apoyo a lo anterior, el grupo de
Hojo (2004) demostré mediante inmunohistoquimica la expresién de la aromatasa P45017 «
asi como para las enzimas P450 de los citocromos en las neuronas piramidales hipocampales
de las regiones CA1-CA3 asi como en las células granulares del giro dentado en ratas macho
adultas. Los hallazgos realizados por Prange-Kiel y Rune (2006) muestran que la plasticidad
sindptica depende en gran medida de los estrogenos endégenos. Woolley y colaboradores
(1990) fueron los primeros en mostrar fluctuaciones ciclicas en la densidad de la columna
dendritica, ya que los niveles de estradiol y progesterona varian a lo largo del ciclo estral en
ratas hembras adultas. Al mismo tiempo, también informaron que la ovariectomia de ratas

hembras resultd en una disminucion de la densidad de la columna dendritica en el hipocampo,
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que podria prevenirse mediante el tratamiento sistémico con estradiol. Varios experimentos
posteriores confirmaron la conexidn entre los estrdgenos ovaricos y la densidad de sinapsis
de la columna en roedores. McEwen (2002) muestra que las hormonas ovdricas regulan el
recambio de sinapsis en la region CA1 del hipocampo durante el ciclo estral de 4 a 5 dias de
la rata hembra. La formacion de nuevas sinapsis excitadoras es inducida por estradiol e
involucra receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), mientras que la regulacion negativa de
estas sinapsis involucra receptores de progestina intracelulares.

Existen pocos estudios que muestran que el hipocampo participa en la regulacién de las
funciones reproductivas. Se ha observado que en la rata macho prepuber la orquidectomia
unilateral izquierda provoca en la etapa adulta un aumento significativo en la arborizaciény la
longitud dendritica por nimero de orden de las neuronas piramidales de la region CA1 del
hipocampo, (Santos, 2017) acompafado de un aumento en la producciéon de espermatozoides
en el testiculo derecho; interesantemente la orquidectomia unilateral derecha provoca una
disminucién significativa en la morfologia dendritica acompafado de una disminucion
significativa en el nimero de espermatozoides y en el porcentaje de viabilidad (Gonzalez et
al, 2016). Aunado a la participacion de las hormonas esteroides sexuales, otras
investigaciones se han centrado en el papel de la proteina kisspectina como el candidato
regulador para la secrecién de GnRH y surge como un desencadenador para iniciar la pubertad
y también explica como los estrégenos circulantes o periféricos actian sobre la secrecidon de
GnRH (Kanasaki et a/., 2017), La kisspeptina y GPR54 estan presentes no solo en las neuronas
GnRH del hipotalamo, sino también en los ovarios. El hecho de que este sistema peptidico se
encuentre en diversos 6rganos implicados en la reproducciéon sugiere que puede tener una
funcion relacionada en el hipocampo (Arai, 2009). Por todo lo anterior, en este proyecto se
decidio analizar si el hipocampo tiene un papel en la regulaciéon de las funciones reproductivas

de la rata hembra.
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3. JUSTIFICACION

El grupo de Gerendai ha mostrado la existencia de una via neural entre los ovarios y diversas
estructuras del SNC (Gerendai et a/., 2002). Curiosamente el hipocampo no se reporta como
una estructura involucrada en dicha via neural, debido a que es una estructura cerebral
tradicionalmente asociada a procesos de memoria, aprendizaje, estrés e informacion
emocional, se desconoce si no presenté inmunorreactividad o simplemente no lo consideraron.
Sin embargo, existen algunas evidencias que permiten sugerir que el hipocampo participa en
la regulacién de los mecanismos neuroenddcrinos que controlan la reproducciéon. Previamente
hemos mostrado una disminucién de la arborizaciéon dendritica de las neuronas piramidales
de la regién CA3 del hipocampo en ratas macho, después de realizarles una orquidectomia
unilateral izquierda (Santos, 2017). En la rata hembra la denervacién sensorial provoca un
retraso en la pubertad y una disminucién en el namero de foliculos ovaricos. Estos cambios
van acompafados de una disminucion en la morfologia dendritica de las neuronas piramidales
hipocampales de la region CA1 (Castillo, 2020). Por otro lado, se ha observado que el
hipocampo sintetiza estrogenos que modulan la plasticidad sinaptica, dado que es una
estructura altamente relacionada con otras estructuras cerebrales entre ellas el hipotalamo. El
dilucidar si el hipocampo es un componente mas en el circuito neuroendocrino que controla
las funciones reproductivas permitiria, no sélo brindar una visibn mas amplia de los
mecanismos que regulan la reproduccidn, sino también de las mismas funciones del mismo

hipocampo.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

;Es el hipocampo un neuroregulador de la funcién ovarica?

5. HIPOTESIS

La lesién estereotdxica en hipocampo ventral o dorsal de ratas Long-Evans a los 21 dias de
edad, provoca un retraso en el inicio de la pubertad, una disminucién en el nimero de foliculos,
disminucién de las concentraciones séricas de hormonas esteroides y cambios en la densidad
de espinas dendriticas de las neuronas piramidales hipocampales.

El hipocampo presenta plasticidad neuronal para regular el inicio de la pubertad, las funciones

ovaricas y en el aprendizaje y memoria de ratas hembras Long-Evans.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar los efectos de la lesion del hipocampo ventral o dorsal realizada en la rata a los 21 dias
de edad sobre la expresion de la densidad de espinas dendriticas y la funcién reproductiva de

ratas hembras en etapa puber.
6.2 Objetivos especificos

+ Examinar los efectos de la lesidon del hipocampo ventral o dorsal sobre la edad de la
apertura vaginal y del primer estro vaginal en ratas hembras puberes.

» Cuantificar los pesos ovaricos de las ratas bajo tratamiento.

« Evaluar la memoria a corto y largo plazo de las ratas hembras puberes.

» ldentificacién no cuantitativa de la ciclicidad vaginal en ratas adultas.

» Determinar el porcentaje de fertilidad en ratas adultas.

* Determinar el nimero de foliculos ovaricos: totales, sanos, atrésicos, preantrales y
antrales.

« Maedir las concentraciones séricas de testosterona, estradiol, progesterona, FSH y LH de
ratas bajo estudio.

« Caracterizar los parametros morfolégicos de la densidad y tipificacion de espinas

dendriticas de las neuronas piramidales de las areas hipocampales: CA1, CA3 y GD.
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/. MATERIAL Y METODOS

En el presente proyecto se utilizaron 25 ratas hembras prepuberes (21 dias de edad) de la cepa
Long-Evans mantenidas en condiciones ambientales de temperatura y humedad controladas,
con ciclo de luz oscuridad de 12 horas, proporcionadas en el “Bioterio Claude Bernard” de la
BUAP, (Numero de proyecto: 100519168-UALVIEP-22/1). Los procedimientos fueron
realizados conforme la NOM-062-Z00 1999, que establece el uso y cuidado de animales de
laboratorio. A los 21 dias de edad, las ratas se dividieron equitativamente en cinco grupos con
una n=5. Al grupo 1 se le realizé una lesién en el hipocampo ventral (LHV), al grupo 2 con
lesion en el hipocampo dorsal (LHD). A 2 grupos mas en las mismas areas se les realizo una
lesion falsa (HV o HD) (HV-Sham, HD-Sham) y un grupo como testigo absoluto (TA). Se registro
la edad de apertura vaginal diariamente y se sacrificaron mediante perfusion intracardiaca al

primer estro vaginal (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de trabajo. Efecto de la lesién en HV e HD sobre la conducta, pubertad, la
neuroplasticidad estructural, morfologia ovarica y niveles hormonales en ratas Long-Evans, linea
temporal de trabajo. Considerando el nacimiento el dia postnatal (DP) O, al DP 21 a las crias hembras se
les realiz6 la cirugia para la lesién en hipocampo ventral y dorsal (HV o HD) (h = 5) y la lesién falsa en
hipocampo ventral y dorsal (HV-Sham o HD-Sham; n = 5). Ademas, se tuvo un grupo intacto (n = 5), al
cual no se le realiz6 ningln procedimiento, hasta que alcanzo la pubertad. En los DP 30-32 se realizaron
las pruebas conductuales (Prueba NORT vy actividad locomotora) y posteriormente se esperd a que
alcanzaran su primer estro vaginal.
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7.1 Declaracion ética

Todos los protocolos experimentales fueron sometidos a consideracion del Comité Interno
para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL), otorgados por el bioterio de
Claude Bernard y a los lineamientos de cuidado y uso de animales de laboratorio establecidos
por la SAGARPA en la Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999. Se hicieron esfuerzos para
minimizar el sufrimiento de los animales y reducir el nimero de animales utilizados. Los
cadaveres después del sacrificio fueron incinerados por parte del personal capacitado del

bioterio.

7.2 Cirugia estereotaxica

El modelo de lesion del hipocampo ventral neonatal (NVHL), desarrollado por Barbara Lipska y
colegas (Lipska et al., 1993), es una técnica que consiste en una lesidn excitotéxica con acido
iboténico en el hipocampo ventral a los 7 dias de edad, que en una etapa temprana del
neurodesarrollo produce una serie de alteraciones que se asemejan a muchos de los requisitos
para un modelo de esquizofrenia. La lesién se realiza en el séptimo dia postnatal considerando
un punto de tiempo comparable a las fases vulnerables (segundo y tercer trimestre de la
gestacion) del desarrollo del hipocampo fetal interrumpiendo conexiones entre diferentes
regiones del sistema nervioso central (Tseng, Chambers y Lipska, 2009; O'Donnell, 2012).
Estudios en ratas con lesiones similares inducidas en el dia 21 de vida, comparable a una edad
de 5 afios en humano, no muestran deficiencias en el comportamiento social (Daenen et al.,
2002).
Para este estudio, se contemplé un grupo piloto usando 12 ratas hembras de 21 dias de edad
con un peso de 35-40 gramos, divididos en dos grupos equitativamente, se administro violeta
de cresilo, para la verificacién de las lesiones de acuerdo con las coordenadas que se describen
a continuacion.
La cirugia de lesion hipocampo ventral o dorsal (HV, HD) se realizé a los 21 dias de vida
posnatal. Sin embargo, se debe prestar atencién a las hembras y las crias durante las primeras
semanas de vida posnatal. Para la lesion en el hipocampo ventral: las crias de 21 dias de vida
fueron anestesiadas con ketamina-xilacina con una dosis de 0.20 ml por cada 100g de peso
vivo (p.v) via i.p; posteriormente, se colocaron en un estereotaxico con adaptador especial para
animales preplberes. A cada cria se le realizé una incisiéon en la piel del craneo y se le
administré 0.3 pl de acido iboténico (disuelto en bufferde fosfatos (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM,
NaH2PO4-2H20 10 mM, KH2PO4 1.8 mM) 0.1 M, pH 7.4) directamente en el hipocampo ventral
y dorsal (AP - 5,2 mm, ML =5,0 mm, DV -6,5 mmy AP - 4,2 mm, ML +2,6 mm, DV -3,0 mm
respectivamente) durante 2 min con una canula de acero inoxidable de 23-ga de grosor.
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Posteriormente los animales se suturaron y se les administré una dosis de antibidtico
enrofloxacina y de analgésico ketoprofeno (0.10 ml por cada 100g de p.v. via subcutanea) y
se dejaron recuperar bajo el calor indirecto de una lampara para recuperar su temperatura. Los
animales operados se regresaron con su respectiva camada hasta el momento de registrar la
apertura vaginal y el primer estro vaginal (inicio de la pubertad). Por lo general, en animales
intactos dicho evento ocurre alrededor de los 35-40 dias. (Lipska et al., 1992; Brady, 2016;
Garcia-Sustegui et al., 2017).

7.3 Estudios conductuales

Las pruebas conductuales que se realizaron fueron hechas en el laboratorio de
Neuropsiquiatria del Instituto de Fisiologia de la BUAP en un cuarto aislado de sonido con una
iluminacion de 30 lux con una tonalidad anaranjada. La conducta se evalué en la edad

prepuber.

7.3.1 Prueba de reconocimiento de objetos novedosos (NORT)

Se ha observado que los roedores dedican mas 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.

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 13):

La primera fase o dia 1: consiste en la habituacion, en esta fase se coloca el roedor en la caja,
sin un objeto por un periodo de 10 min pasado este tiempo es regresado a su caja (Figura
13a).

La segunda fase o dia 2 (Familiarizacion): Se realiza a las 24 horas de la habituacion y consiste
en colocar a la rata en la caja con objetos iguales (uno de estos objetos permanecera constante

durante toda la prueba) equidistante entre ellos y las paredes de la caja para su interaccion
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con los objetos durante 6 minutos (Figura 13b), al término de este tiempo el roedor regresa a

su jaula.

Fase de memoria a corto plazo: Se realiza aproximadamente 2 horas después de la fase 1. En
esta ocasion se cambia uno de los objetos familiares por un objeto novedoso y posteriormente

se vuelve a introducir al roedor y se le permite la exploraciéon durante 6 minutos (Figura 13c).

Fase de memoria a largo plazo: Se realiza aproximadamente 24 horas después de la fase 2. En
esta fase el objeto novedoso es cambiado por otro objeto diferente (nuevo objeto novedoso) y
nuevamente se introduce a roedor y le permite interactuar con los objetos durante 6 minutos
(Figura 13d).

1 2 3
S A 8 ®
7 8 9
A) Fase de B) Fase de O Fase de D) Fase de
habituacion familiarizacion o memoria a corto memoria a largo
entrenamiento plazo plazo

Figura 13. Prueba de NOR. A, NORT. La prueba de NOR duré 3 dias. En el primer dia los animales exploraron
una caja de campo abierto por 6 min: habituacién (B). En el segundo dia los animales exploraron un par de
objetos idénticos por 6 min: familiarizacion (C). 2 horas después de la familiarizacidon se cambié un objeto
por un objeto nuevo, los animales exploraron ambos objetos por 6 min: memoria a corto plazo (D). En el
tercer dia, 24 h después de la memoria a corto plazo, el objeto nuevo se cambid por otro distinto, los

animales exploraron ambos objetos por 6 min: memoria a largo plazo.

Al término de la prueba, se obtuvo el indice de reconocimiento o discriminacion (IR) utilizando
la formula siguiente que consiste en obtener la relacidon del tiempo de permanencia del roedor
con el objeto novedoso entre la sumatoria del tiempo de permanencia del roedor con el objeto

novedoso mas el tiempo de permanencia con el objeto conocido.

Tiempo de interaccién con el objeto novedoso

indice de discriminacion =

Tiempo de interaccién con el objeto novedoso +Tiempo de interaccion con el objeto familiarizado
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7.3.2 Actividad locomotora

Esta prueba se inicié colocando al animal en el cuadro 7 de una caja de madera (60x60x60 cm)
previamente aseada y dividida en nueve cuadros de 20x20 cm cada una (Figura 14a) durante
10 minutos el observador registré el nimero de cuadros visitados (Mufioz-Arenas et al., 2020)
considerando como visita cuando las cuatro patas del animal se encontraban dentro del
cuadro. Después de la prueba se retiré al animal y se procedio con la limpieza correspondiente

para evitar influencia en la conducta de los roedores por el olor del animal.

7.3.3 Prueba de ansiedad

Para dicha prueba se utilizaron las mismas grabaciones de cada uno de los sujetos expuestos
a prueba de actividad locomotora, en una arena de campo abierto (60x60x60 cm) con paredes
oscuras durante 10 min como se describié anteriormente. Se filmé la actividad de cada animal.
Los videos adquiridos fueron analizados para evaluar el tiempo de permanencia en el centro y

la periferia de la arena (Figura 14b).
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Figura 14. A) Esquema de la caja usada para la prueba de actividad locomotora en campo abierto. B)
Recorrido de exploracién del centro/periferia de la arena.

7.4 Pruebas de ciclicidad vaginal

Para determinar el ciclo estral en las ratas se obtuvieron muestras vaginales, para ello se usaron
18 ratas de 75 dias de edad distribuidos en 5 grupos (TA, HV-Sham, HD-Sham, HV y HD), se
colocé a la rata en una posicién declbito supino, se introdujo una asa bacteriologica estéril en

la vagina para obtener una muestra de células con las que se realizé un frotis, se dejé secar
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para su tincién inmediata con hematoxilina-eosina (Marcondes et al., 2002). Se procedié con
la determinacion de la etapa por el monitoreo de tres ciclos estrales completos (cuatro a cinco
dias de duracion por cada ciclo) al tomar una muestra por dia, en un horario de 9:00 am.

7.4.1 Tincidon Hematoxilina- Eosina

La técnica hematoxilina-eosina consistidé en colocar una gota de hematoxilina sobre la muestra
previamente colocada en el portaobjetos y dejandolo por un periodo de tres minutos (esta
solucién permite la tincion de los nucleos de las células) posteriormente, se enjuago con agua
estéril evitando el chorro directo sobre la muestra. Inmediatamente se colocé una gota de
eosina por 30 segundos sobre la muestra para la tincién del citoplasma y el posterior enjuague
con alcohol (Taradach, 1982).

Una vez concluida la tincion, las muestras fueron observadas al microscopio 6ptico y
categorizadas de acuerdo con la etapa del ciclo estral respetivamente, de acuerdo con el tipo
celular con mayor proporciéon en cada frotis se determind la etapa del ciclo estral (proestro,

estro, metaestro y diestro) (Figura 4).

7.5 Pruebas de fertilidad

Para la evaluacién de la fertilidad, se usaron ratas de 90 dias de edad, distribuidos
equitativamente en los 5 grupos ya mencionados. Se les realizé frotis vaginal (9:00 am) y las
hembras que fueron encontradas en la etapa de proestro (ver figura 18) , fueron depositadas
individualmente en cajas con un macho adulto y de fertilidad comprobada (proporcionado por
el Bioterio Claude Bernard), 24 horas después fueron extraidas, se corroboré la presencia de
un tapén espermatico y realizdé un frotis para observar la presencia de espermatozoides y

corroborar el posible dia cero de prefiez.

7.6 Sacrificio de animales

Los animales fueron sacrificados al primer estro vaginal en el Laboratorio de Histofisiologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas, mediante anestesia con ketamina-xilacina en dosis (i.p). de
0.2 ml/100 g de peso vivo (este método es de los mas utilizados y avalado por los comités de
bioéticay la NOM-062-Z00 1999 para realizar la perfusién y evitando el estrés en los animales
para su posterior sacrificio, ademas se han realizado estudios que indican que su uso se

caracteriza por la ausencia de la percepcién dolorosa para el animal y la respuesta motora a
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los estimulos externos). Una vez anestesiado el animal, se le realizé una incisién toracica
exponiendo el corazén para realizar la perfusion cardiaca con solucién Hartmann (250 ml), por

el ventriculo izquierdo del corazoén, realizando un corte a la vena cava superior (Figura 15b).

Figura 15. A) Administracion via ip. de ketamina-xilacina. B) Perfusion de la rata, con solucion salina

(Hartmann). Tomado de Romero, 2009.

7.6 Analisis histoldgico de los ovarios y del crecimiento folicular

Una vez sacrificados los animales se fijaron los ovarios en soluciéon Bouin durante 24 h vy
posteriormente se lavaron con una solucién de etanol al 70% v/v. Una vez eliminado el exceso
del Bouin, se inicié la deshidratacién con cambios crecientes de alcohol y cloroformo. Pasadas
12 h se realizé un cambio de la solucién 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 deshidratacion, realizando los siguientes cambios
crecientes de alcohol y cloroformo.

- 1%2 h de alcohol al 96%

- 1%2 h de alcohol al 96%

- 1%2 h de alcohol al 100%

- 2 h de alcohol al 100%

- Dejar toda la noche en cloroformo usado

- 2 h de cloroformo puro

- 2 h de parafina liquida 1er bafo

- Colocar en bloques por 24 h

Una vez deshidratados, los érganos 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
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ayuda de un micrétomo manual (modelo: Erma Tokyo). Se utilizé la técnica de tincién
Hematoxilina-Eosina.

- 1.5 min Xilol

- 1.5 min. Xilol

- 1.5 min. alcohol 100%

- 1.5 min. alcohol 96%

- 1.5 min. Agua destilada

- 1.5 min. Hematoxilina de Meyer

« 5 min. Agua

« 5 min. Agua

« 5 min. Agua

- 15 s. Eosina

+ 1.5 min. -OH 96%

- 1.5 min. -OH 100%

- 1.5 min. Carbol-Xilol

- 1.5 min. Xilol
Al término de la tincion, los cortes histolégicos fueron cubiertos con resina sintética para su
analisis mediante un microscopio 6ptico. A todos los foliculos ovaricos desde el estado
primario al estado terciario, se clasificaran con o sin antro, asi como sanos o atrésicos. En este
ultimo caso se precisaran la o las caracteristicas que determinen que el foliculo sea
considerado como atrésico (picnosis, descamacién de las células de la granulosa, alteracion

del ovocito, engrosamiento de la teca).

7.7 Determinacion de hormonas esteroides sexuales

Para poder analizar si las lesiones en las areas del hipocampo tienen un efecto en la capacidad
de secrecion de hormonas esteroides y gonadotropicas se midieron las concentraciones séricas
de estradiol, progesterona y testosterona, FSH y LH respectivamente mediante inmunoensayo
enzimatico (ELISA), siguiendo los procedimientos propuestos por el fabricante (Grupo MEXLAB.,
CDMX).

7.8 Tincién de Golgi-Cox

Para el proceso de impregnacion, los cerebros se mantuvieron en solucién Golgi-Cox (K2Cr207

170 mM, HgCl2 200 mM, K2CrO4 200 mM) durante 30 dias en completa oscuridad, y con un

cambio de soluciéon Golgi-Cox a los 15 dias después de la perfusién, posteriormente la
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solucidon se reemplazé por una solucion de sacarosa al 30% y se almacend nuevamente en
completa oscuridad durante 15 dias, con un cambio de sacarosa al 30% a los 7 dias antes de
ser cortados (este Ultimo paso por sacarosa confiere al tejido flexibilidad, por lo que es menos
propenso a la resequedad y a la fractura cuando se realizan los cortes).

7.8.1 Impregnacion de cortes de cerebro con soluciéon Golgi-Cox

Para los cortes histolégicos, se mont6é el cerebro en un vibratomo motorizado (Camden
Instrument, MA750) utilizando cianosacrilico como pegamento para posteriormente ser
cubierto con agua destilada, se realizaron cortes coronales de 200 um, se fijaron en laminillas
previamente gelatinizadas al 4% presionandolas uniformemente con papel filtro. Los
portaobjetos se almacenaron en una cdmara himeda, posterior a esto, se llevdé a cabo el
revelado de tincidon en completa oscuridad (tomado y modificado de la técnica de Gibb y Kolb,
1998).

- Los portaobjetos se sumergieron en una solucion de hidréxido de amonio durante 30

minutos.

-+ Un primer lavado con agua destilada durante 1 minuto.

- Posteriormente se sumergieron en fijador Kodak para pelicula fotografica (en una

disolucion 1:1) durante 30 minutos.

- Un altimo lavado en agua destilada durante 1 minuto.

- Deshidratacion del tejido mediante el uso de concentraciones crecientes del alcohol.

- 5 minutos en alcohol al 50%

- 5 minutos en alcohol al 70%

- 5 minutos en alcohol al 95%

- 5 minutos en alcohol al 100%

Finalmente los portaobjetos se sumergieron en xileno durante 15 minutos para
aclarar el tejido.
- Los cortes fueron fijados con resina sintética en los portaobjetos y se dejaron secar

en la oscuridad durante varios dias para su posterior observacion.

7.9 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
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neuronas. Para cuantificar el niimero de espinas dendriticas se utiliz6 un microscopio éptico
con una camara licida 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 numero de espinas por cada 10 um. De los mismos segmentos dendriticos, se
realizé la clasificacion morfoldgica de las espinas dendriticas. Para este propésito, utilizando
un magnificador 2X (aumento total: 2000X) se clasificaron cien espinas consecutivas segtn la
forma de su cabeza y su cuello en cinco grupos:

1. Espinas delgadas. Aquellas que presentaban una cabeza pequefia y un cuello largo.

2. Espinas hongo. Aquellas que presentaban una cabeza de gran tamafo y un cuello
pequeno.

3. Espinas gruesas. Se caracterizan por ser pequefas en tamafio, su cuello y cabeza son

cortos y menos conspicuos que las espinas hongo.
4. Espinas bifurcadas. Aquellas que se encuentren bifurcadas

5. Espinas sin clasificacién. Aquellas que no entren en las clasificaciones anteriores.

7.10 Analisis estadistico

Los datos sobre la edad de apertura vaginal, primer estro vaginal, el crecimiento folicular, tipo
y estado folicular de los animales se analizaran con un ANOVA de dos vias. Los datos
resultantes del analisis de Sholl: longitud dendritica, la cual se analizara utilizando un ANOVA
de una via, arborizacion dendritica, nimero de orden, todos analizados con un ANOVA de dos
vias. Para cada uno de estos rasgos se utilizara el test de Tukey como prueba post hoc para
comparaciones multiples cuando se presenten diferencias significativas en las medias. Se
utilizard un valor de significancia de p<0.05 utilizando el programa Graph Pad Prism versién
8.0.

8. RESULTADOS

A continuacion, se mostraran los resultados del efecto de la lesién con acido iboténico o lesion
falsa en ratas hembras preplberes de 21 dias de edad.

En cuanto a pesos ovaricos, solo se mostraron diferencias significativas en el ovario izquierdo.
Los resultados de la prueba conductual de NORT muestran una disminucién en la memoria a

corto y largo plazo en animales con lesiones en comparacion con los animales testigo absoluto.
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8.1 Parametros de pubertad

El registro de las edades de apertura vaginal y primer estro de los animales lesionados a los
21 dias de edad en hipocampo dorsal o ventral y un grupo control mostraron diferencias
significativas (Lesion: F (s, 28) = 27.49 p<0.0001; parametros de pubertad: F (1, 7) = 22.18,
p=0.0022; Lesion x parametros de pubertad: F (s,28) = 3.025, p=0.0342.

La lesién con acido iboténico realizada en las regiones del hipocampo dorsal y ventral en las
ratas de 21 dias de vida postnatal provocd un retraso en la edad de la apertura vaginal (HV:
47.38+1.9vs HV-Sham: 44.63+1.9vs TA: 39.50+1.9; HD: 48.63+1.9 vs HD-Sham: 44.13+1.9
vs TA: 39.50+1.9;) en comparacion a las ratas con sélo lesién mecanica y en los animales sin
ningin tipo de dafo. Al analizar la edad del primer estro se presentaron diferencias
significativas en todos los grupos experimentales (HV: 47.63+1.9 vs HV-Sham: 44.88+1.9 vs
TA: 39.50+1.9; HD: 49.50+1.9 vs HD-Sham: 44.63+1.9 vs TA: 39.50+1.9) (Figura 16).
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Figura 16. Comparacién de edad de apertura vaginal y primer estro en ratas hembras puberes con lesidon
en hipocampo dorsal, ventral, lesién falsa y grupo testigo absoluto de la cepa Long-Evans. Se presentan
las medias + SEM con una n=8 ratas por grupo. ***p<0.001. (TA: Testigo absoluto; HV: Hipocampo
Ventral; HD: Hipocampo Dorsal; Sham: Control).
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8.2 Pesos ovaricos

La lesién con acido iboténico realizada en las regiones del hipocampo ventral en las ratas de
21 dias de vida postnatal provocé un aumento de peso en el ovario izquierdo en comparacion
con los animales intactos (F7, » = 12.18, p =0.0251) (HV: 22.48+1.7 vs TA: 14.10=+1.5) por
otro lado también se observé un aumento de los pesos ovaricos de los animales con lesion
falsa, comparandolos con los animales testigos (HV-Sham: 25.52+2.02 vs TA: 14.10+1.5). No
se observaron cambios significativos en los pesos del ovario derecho en ninguno de los grupos
experimentales, sin embargo, si hay una diferencia significativa entre el peso del ovario
izquierdo y derecho del grupo HV-Sham (Figura 17), estos datos fueron obtenidos en relacién

con el peso del animal, por cada 1009 p.v.
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Figura 17. Comparacion de los pesos ovaricos de ratas hembras puberes con lesiéon en hipocampo ventral.
Se presentan las medias = SEM con una n=5 ratas por grupo, *p=0.03, %p= 0.04, #p= 0.01. (TA: Testigo
absoluto; HV: Hipocampo Ventral; HD: Hipocampo Dorsal; Sham: Control).
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8.3 Ciclicidad vaginal

Se realizé diariamente una evaluacién semi cuantitativa general del frotis, de 3 ratas por grupo,
considerando el porcentaje de células observadas en el exudado para clasificar las etapas del
ciclo estral. Las ratas experimentales no muestran en su mayoria ciclos completos, excepto el
animal 8 del grupo con lesion falsa en hipocampo ventral (HV-Sham). Por otro lado, los tres
animales del grupo Testigo Absoluto presentaron de 2-3 ciclos completos, (tabla 1). En la
figura 18 se muestran las células representativas de cada etapa del ciclo estral de la rata,

considerando el estro como el comienzo de un nuevo ciclo.

Proestro

Figura 18. Células representativas de cada etapa del ciclo estral, se pueden diferenciar las células tipicas:
cornificadas *, leucocitos = y nucleadas ---, sefialadas en la imagen (40x).
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Tabla 1. Durante el periodo representado, los grupos B) HV-Sham, C) HV, D) HD-Sham, D) HD muestran
un periodo prolongado de celo vaginal, el grupo A) Testigo Absoluto, presentan de 2-3 ciclos completos
(con una n=3 ratas por grupo) (E= Estro, M= Metaestro, D= Diestro, P= Proestro).
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8.4 Pruebas de fertilidad en ratas Long-Evans

Cada animal se sometio a pruebas de fertilidad, siendo 6 pruebas el nimero maximo, se
observé que la lesién con acido iboténico realizada en las regiones del hipocampo dorsal en
las ratas de 21 dias de vida postnatal provocé un aumento en el nimero de oportunidades de
prefiez realizadas por animal (F (4,20) = 9.179, p=0.0002), en comparacién de su grupo control
y el grupo de animales intacto (TA), siendo 5 el nimero de animales por grupo (HD: 4.2+0.5
vs HD-Sham: 2.0+ 0.5 vs TA: 1+0.5) por otro lado también se observé que animales con lesion
en hipocampo ventral no se encontraron diferencias significativas con su grupo control, pero
si con animales intactos (HV: 3.0+0.5 vs TA: 1+0.5) La tasa del nimero de prefez se redujo
en animales con lesion en hipocampo dorsal [3/5], siendo solo 3 individuos los que alcanzaron

un éxito de prenez en la tercera prueba (Figura 19).
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Figura 19. Pruebas de fertilidad en ratas de 90 dias de edad. Se muestra la proporcién de ratas [/5]
prefiadas por grupo experimental. Se presentan las medias + SEM con una n=5 ratas por grupo.
*p=0.0143, **p=0.0065, ***p< 0.0001. (TA: Testigo absoluto; HV: Hipocampo Ventral; HD: Hipocampo
Dorsal; Sham: Control).
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8.5 Morfologia ovarica

8.5.1Poblacion folicular

Al analizar la poblacién folicular los resultados mostraron una disminucién significativa en el
nimero de foliculos sanos y un aumento de los foliculos atrésicos en los grupos
experimentales en comparacion a los grupos HV-Sham, HD-Sham y el grupo TA (F (1.733, 5.198)
= 120.3) (Figura 20).
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Figura 20. Poblacién folicular. Las lesiones realizadas en hipocampo ventral y dorsal provocan una
disminucién de foliculos sanos y un aumento en los foliculos atrésicos en comparacién con sus grupos
controles 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 miultiples: *p=0.03, ***p=0.0007.
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8.5.2 Crecimiento folicular

La clasificacion de los foliculos en preantrales y antrales, muestra que la lesion del hipocampo
ventral o dorsal provoca una disminucién significativa de ambos tipos de foliculos observados

en comparacién con el grupo intacto, (Figura 21).
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Figura 21. Crecimiento folicular. Las lesiones realizadas en hipocampo ventral y dorsal provocan una
disminucién de foliculos preantrales y antrales en comparacion con el grupo intacto, y un aumento en
comparacién con sus grupos controles. Se presentan las medias + SEM con una n=5 ratas por grupo
(ANOVA de dos vias, prueba de Tukey para comparaciones multiples: *p=0.01, ***p<0.0001.
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HV-Sham

Figura 22. Fotomicrografias de la morfologia ovarica. Cortes de ovarios de ratas en edad puber,
sacrificados al primer estro vaginal. A. Vista panoramica de ovario de animal intacto, en edad prepuber
(TA). Se observa la presencian de foliculos primarios multilaminar (@), foliculo secundario (%), cuerpos
lateos (=), foliculo terciario (*)(Aumento 5x). B. Foliculo secundario formado por varias capas de células
granulosas en proliferacion rodeando al ovocito y un pequefio antro (40x). C. Vista panoramica de ovario
de animal con lesién falsa en hipocampo ventral a los 21 dias de edad (HV-Sham). Se observa la
presencian de foliculos terciarios (*), abundantes cuerpos lateos (=) (Aumento 5x). D. Foliculo terciario
(*) formado por varias capas de células granulosas en proliferaciéon rodeando al ovocito y un antro
pequeio (40x). E. Vista panordmica de ovario de animal con lesién con acido iboténico en hipocampo
ventral a los 21 dias de edad (HV). Se observa la presencian de foliculos primarios multilaminar (©),
cuerpos lateos (=), quiste (¥)(Aumento 5x). F. Foliculo primario multilaminar formado por tres capas
de células granulosas en proliferacion rodeando al ovocito (40x). G. Vista panordmica de ovario de
animal con lesién falsa en hipocampo dorsal a los 21 dias de edad (HD-Sham). Se observa la presencian
de foliculo secundario (), cuerpos luteos (=), quistes (*)(Aumento 5x). H. Foliculo primario secundario
(%) formado por varias capas de células granulosas en proliferaciéon rodeando al ovocito y un pequefio
antro (40x). I. Cuerpo luteo (10x).J. Vista panoramica de ovario de animal con lesién con acido iboténico
en hipocampo dorsal a los 21 dias de edad (HD). Se observa la presencian de foliculo secundario (<),
foliculos terciarios (*¥), quistes (%,)(Aumento 5x). K. Foliculo primario secundario (%) formado por varias
capas de células granulosas en proliferacién rodeando al ovocito y un pequefio antro (40x). L. Cuerpo
lateo (10x).
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8.6 Pruebas conductuales

Las pruebas conductuales en ambiente novedoso fueron utilizadas para evaluar a la memoria
a corto y largo plazo, asi como la LHV y LHD y las lesiones falsas de las ratas correspondientes
a cada regién y un grupo testigo absoluto, mediante el reconocimiento de objetos novedosos.

8.6.1 Reconocimiento de objetos novedosos después de la lesion, en
ratas de 30 dias de edad

A continuacion, se muestran los resultados de la prueba conductual de NORT en ratas de la
cepa Long-Evans, estas pruebas se realizaron después de la lesion, a los 30 dias de vida
postnatal con un (IR) que evalla el tiempo que pasa con un objeto novedoso contra uno ya
conocido, se realizé6 un ANOVA de dos vias con F (8, 60) =7.650, p<0.001 para la fase de la
lesion seguido de la prueba de Tukey p <0.05. Se observa que en la fase de entrenamiento los
indices de discriminacion de ambos grupos son cercanos a 0.5, esto sugiere que los grupos
no presentan ninguna preferencia para alguno de los objetos. Posterior a dos horas de la
primera fase de exposicion, se puede observar una disminucién en el indice de discriminacién
de los grupos experimentales (HV, HV-Sham, HD, HD-Sham) en comparacién con el grupo
intacto, y por ultimo a las 24 horas después de la Ultima exposiciéon, se muestra una
disminucién en el indice de discriminacién en los mismos grupos experimentales. Por otro
lado, el grupo HV presenta un indice de discriminacién disminuido tanto para la fase de

memoria a corto como a largo plazo comparado con su grupo control HV-Sham (Figura 23).
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Figura 23. NORT después de la lesion a los 30 dias de vida postnatal (memoria a corto y largo plazo) de
la cepa Long-Evans con lesién HV, HD, lesion falsa y grupo testigo absoluto. Los valores indican el indice
de reconocimiento o discriminacién (IR) a objetos a 0 h, 2h y 24 h. La estadistica se realizé mediante la
prueba ANOVA de dos vias para datos pareados tomando a los grupos y el tiempo como variables
independientes, se presentan las medias + SEM con una n=5 ratas por grupo y valores de ***p< 0.001,
**p=0.009, *p= 0.028 como significativo.
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8.6.2 Efecto de la lesion sobre la actividad locomotora en ratas Long-
Evans

Se evalu6 el efecto de las lesiones en hipocampo ventral (HV) y dorsal (HD). El andlisis muestra
que las ratas lesionadas en hipocampo dorsal (HD) tienen una mayor actividad motora F (4, 20)
= 6.492, p =0.0016) comparado con el grupo intacto (TA) **p = 0.0020 y su grupo control
(HD-Sham) *p =0.0117, (figura 24).
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Figura 24. Actividad locomotora después de la lesién a los 30 dias de vida postnatal de la cepa Long-
Evans. Animales con lesiéon HV, HD, lesion falsa y grupo testigo absoluto. Los valores indican la distancia
recorrida (cm) durante 10 minutos. Se presentan las medias + SEM con una n=5 ratas por grupo (ANOVA
de una via, prueba de Tukey para comparaciones multiples: **p= 0.002 contra intacto (TA), p = 0.019
contra lesion falsa (HD-Sham).

8.7 Efecto de la lesidon sobre secrecion de hormonas esteroideas en ratas
Long-Evans

La lesion con acido iboténico en las areas de hipocampo ventral y dorsal aumentaron
significativamente la concentracion de testosterona sérica (Figura 25A), (F 4, 200 = 136.5,
p=0.0001), p < 0.0001 contra intacto, p < 0.0001 contra lesién falsa). Respecto a las
concentraciones de estradiol séricos se observé una disminucion (Figura 25B), (F4, 200 = 52.71,
p <0.0001), p < 0.0001 HV, HD vs contra intacto, p=0.0413 HV vs HV Sham y p < 0.0001 HD
vs HD Sham), en cuanto lo resultados de progesterona sérica también se observo un
disminucién significativa (Figura 25C), (Fa4, 200 = 27.85, p < 0.0001), p < 0.0001 HV, HD vs
contra intacto, p=0.0020 HV vs HV Sham y p < 0.0001 HD vs HD Sham.
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Figura 25. Concentraciones séricas de hormonas esteroideas. A) La LHV y LHD aumenta la secrecion de
testosterona sérica con respecto a sus grupos controles. B) Las lesiones realizadas en hipocampo ventral
y dorsal provocan una disminucién en la liberacién de estradiol sérico. C) La liberacién de progesterona
sérica disminuyo considerablemente en los grupos con lesiéon en hipocampo ventral y dorsal. La
estadistica se realiz6 mediante la prueba ANOVA de dos vias, prueba de Tukey para comparaciones
multiples, se presentan las medias + SEM con una n=5 ratas por grupo: *p = 0.0143, #p =0.0121, **p
= 0.0020, ***p < 0.001.
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8.8 Efecto de la lesidn sobre secrecion de gonadotropinas en ratas Long-
Evans

La lesiones realizadas en las areas de hipocampo ventral y dorsal disminuyo significativamente
la concentracién de FSH sérica (Figura 26A), (F 4,200 = 164.7, p <0.0001), p =0.0127 HV vs
TA, p =0.0074: HD vs TA, p= 0.399 HD vs HD-Sham. Respecto a las concentraciones de LH
séricos (Figura 26B), (F 4,200 = 136.5, p < 0.0001), p = 0.0074 HV vs TA, p <0.0003: HD vs
TA.
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Figura 26. Concentraciones séricas de hormonas gonadotrépicas. A) La lesién HV y HD disminuye la
secrecion de FSH sérica. B) Muestra la disminucién de la concentraciéon de LH sérica en animales con
lesién en hipocampo ventral y dorsal. (ANOVA de dos vias, prueba de Tukey para comparaciones
multiples, se presentan las medias = SEM con una n=5 ratas por grupo, *p = 0.0127, #p = 0.0399, **p
= 0.0074,

***n =.0003.
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8.9 Verificacion de la lesion

Las secciones tefidas con violeta de cresilo obtenidas de animales con lesiones en HD o HV en
una edad prepuberal (21 dias de edad) revelaron un dafio bilateral del hipocampo dorsal o
ventral. Dichas lesiones en animales de un grupo piloto permitieron verificar las coordenadas
para localizar hipocampo dorsal o ventral (Figura 27), para posteriormente aplicarlas al grupo
experimental, administrando acido iboténico.

A) ) ‘ 9 B)
) pE— ¢ y

—

N

.
Figura 27. Fotografia de secciones coronales del hipocampo dorsal o ventral. A. Hipocampo dorsal. B.

Hipocampo ventral. Secciones coronales del hipocampo tefiidas con violeta de cresilo en ratas hembras
de un grupo piloto con una lesion prepuberal (21 dias de edad). La flecha indica la zona de administracién.

8.9 Efecto de las lesiones sobre la neuroplasticidad estructural en regiones
del hipocampo de ratas Long-Evans

En el area del Hipocampo dorsal (Figura 28A), la lesidon en hipocampo ventral (LHV) redujo la
densidad de espinas dendriticas basilares de las células piramidales y granulares (F 2, 8 =
33.69, p=0.0001), p < 0.0001 contra intacto, p < 0.0001 contra lesion falsa), en las tres
regiones del hipocampo evaluadas. Respecto a la clasificacion morfoldgica de las espinas
dendriticas la LHV redujo el nimero de espinas hongo en la regién CA1(Figura 28B), (Fz, 12 =
184.2, p < 0.0001; p < 0.0001 contra intacto y lesion falsa) y de espinas delgadas (Fe, 12) =
8.960, p=0.0042; p = 0.005 contra lesidn falsa), pero aumento el nimero de espinas gruesas
(F2,12 = 59.15, p <0.0001; p <0.0001 contra intacto, p <0.001 contra lesion falsa). La LHV

no tuvo efecto sobre el nimero de espinas bifurcadas y sin clasificaciéon de estas neuronas.

La clasificacion morfolégica de las espinas dendriticas la LHV redujo el nimero de espinas
hongo en la region CA3 (Figura 28C), (Fz, 12 =51.61, p <0.0001; p < 0.0001 contra intacto y
lesién falsa) y de espinas delgadas no se observaron diferencias significativas (Fz, 12 = 2.295,

p=0.1432), pero si aumentd el nimero de espinas gruesas (Ffz 72 = 86.26, p < 0.0001; p
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<0.0001 contra intacto y lesion falsa). La LHV tampoco tuvo efecto sobre el nimero de espinas

bifurcadas y sin clasificacion de estas neuronas.

Por tltimo, en la regién de GD también hubo una disminucion de las espinas tipo hongo (Figura
28D), (Fe 12 = 75.32, p <0.0001; p < 0.0001 contra intacto y lesion falsa) y de espinas
delgadas no se observaron diferencias significativas, pero si aumenté el niumero de espinas
gruesas (Fe 12 = 8.196, p = 0.0057; p =0.0005 contra intacto y p =0.001 lesién falsa). La

LHV no tuvo efecto sobre el nimero de espinas bifurcadas y sin clasificacidon de estas neuronas.
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Figura 28. Neuroplasticidad estructural del hipocampo dorsal de ratas Long-Evans con LHV. A) La LHV
disminuye el nimero de espinas en estas neuronas (CA1, CA3 y GD). B-D, clasificacién morfolégica de
las espinas dendriticas. B) nimero de espinas en la regién CAl. La LHV reduce el nimero de espinas
hongo y delgadas, y aumenta el nUmero de espinas gruesas. C-D, Numero de espinas dendriticas de la
region CA3 y GD, la LHV disminuye el niimero de espinas hongo y aumenta el niimero de espinas gruesas
(ANOVA de dos vias, prueba de Bonferroni para comparaciones miltiples: *p = 0.033, **p = 0.005, ***p
< 0.001.

62 | 95



En el drea del Hipocampo Ventral (Figura 29A), la lesién en hipocampo dorsal (LHD) redujo la
densidad de espinas dendriticas basilares de las células piramidales (F,8 = 25.95, p=0.0003),
p < 0.0001 contra intacto, p < 0.0001 contra lesion falsa), en las tres regiones del hipocampo
evaluadas. Respecto a la clasificacion morfoldgica de las espinas dendriticas la LHD redujo el
nimero de espinas hongo en regién CA1(Figura 29B), (F, 12 = 139.2, p <0.0001; p < 0.0001
contra intacto y lesién falsa) y de espinas delgadas (Fi, 12 = 13.40, p=0.0009; p= 0.001 contra
lesion falsa), pero aumentd el nimero de espinas gruesas (Fe, 12 = 59.6, p <0.0001; p
<0.0001 contra intacto y contra lesion falsa). La LHD no tuvo efecto sobre el nimero de espinas
bifurcadas y sin clasificacion de estas neuronas.

La clasificacion morfoldgica de espinas dendriticas de la regién CA3 (Figura 29C), se observé
una disminucion de espinas tipo hongo (Fe, 120 =61.78, p <0.0001; p < 0.0001 contra intacto
y lesién falsa) y de espinas delgadas (Fe, 12 = 10.63, p =0.0022,; p = 0.0266 contra lesién
falsa), pero si aumento el nimero de espinas gruesas (Fe,12 =94.77, p <0.0001; p <0.0001
contra intacto y lesién falsa). La LHD tampoco tuvo efecto sobre el nimero de espinas
bifurcadas y sin clasificacidon de estas neuronas.

Por ultimo, la clasificacién morfoldgica de espinas dendriticas de la regién de GD (Figura 29D),
también se observo una disminucion de espinas tipo hongo en la (Fe, 120 = 48.18, p <0.0001;
p < 0.0001 contra intacto y lesién falsa) y de espinas delgadas no se observaron diferencias
significativas, pero si aumenté el nimero de espinas gruesas (Fe,12 = 61.16, p < 0.00017; p
<0.0001 contra intacto y lesion falsa). La LHD no tuvo efecto sobre el nimero de espinas

bifurcadas y sin clasificacion de estas neuronas.
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Figura 29. Neuroplasticidad estructural del hipocampo ventral de ratas Long-Evans con LHD. A) La LHD
disminuye el nimero de espinas en estas neuronas (CA1, CA3 y GD). B-D, Clasificacién morfoldgica de
las espinas dendriticas. B) nimero de espinas en la region CA1. La LHD reduce el nimero de espinas
hongo y delgadas, y aumenta el nUmero de espinas gruesas. C-D, Numero de espinas dendriticas de la
region CA3 y GD, la LHD disminuye el nimero de espinas hongo y aumenta el nimero de espinas gruesas
porcentajes de estos tipos de espinas (ANOVA de dos vias, prueba de Bonferroni para comparaciones
multiples: *p= 0.02, ***p = 0.001.
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Figura 30. Fotomicrografias representativas de segmentos distales del arbol dendritico basal de neuronas

piramidales de las regiones CA1, CA3 y GD del hipocampo de cada uno de los grupos (h=5 por grupo;
barra de escala = 10 um), objetivo 200x.
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O. DISCUSION

Los resultados antes presentados apoyan la idea de la participacién del hipocampo en los
procesos reproductivos, la lesion hipocampal provocé cambios en los parametros
reproductivos, en la concentracion de hormonas esteroideas y gonadotrépicas, en la
morfologia ovarica y la modulacién de la plasticidad neuronal.

Nuestros resultados mostraron que la lesion realizada en las areas de hipocampo ventral y
dorsal provocan un retraso en la edad de la apertura vaginal y el primer estro en comparacion
a los animales con lesién falsa y el grupo testigo. La pubertad es un periodo importante para
el desarrollo de las funciones cognitivas y de integracion de sefiales y determina la funcién del
hipocampo en la edad adulta (Yildirim et al.,, 2008). Existen pocos datos que evidencian el
papel de la participacién del hipocampo en el inicio de la pubertad, aunque se cuenta con la
informacion que permite inferir que dicha estructura puede ser mediador de procesos
reproductivos, las hormonas como el estrégeno regulan la plasticidad sinaptica en el
hipocampo de roedores hembra (Woolley et al., 1990; Woolley y McEwen, 1992). Tanto el
estradiol como la testosterona pueden llegar al cerebro a través de la circulacién sanguinea,
se han realizado amplios estudios comprobando su papel en la modulacién de la plasticidad y
funcion del hipocampo (Woolley, et al., 1997). Por otro lado, se observé un aumento
significativo en los pesos gonadales en ratas con lesion bilateral del hipocampo ventral y dorsal
en comparacién con nuestros animales intactos, ademas de un aumento mucho mas marcado
en animales con lesidn falsa, estos resultados concuerdan con lo reportado por el grupo de
Riss et al., (1963) encontraron que el dafio hipocampal bilateral y del I6bulo piriforme esta
asociado con un desarrollo gonadal disminuido y cuerpos de timo mas grandes a los 75-80
dias de edad, tanto en ratas machos como hembras. Con base en evidencias experimentales,
es importante considerar la posibilidad de que el hipocampo participe también como un
neuroregulador en los circuitos involucrados en la respuesta endocrina y no sélo como una

estructura asociada a la memoria y el aprendizaje.

En el presente estudio, se llevd a cabo la realizacién de frotis vaginales en ratas adultas durante
un periodo de 15 dias, antes de las pruebas de memoria y aprendizaje, estos resultados
mostraron irregularidades del ciclo estral tanto en los animales con lesién hipocampal como
con lesion Sham. Es probable que el procedimiento de la estereotdxica para alcanzar a las
zonas de interés haya afectado parte de la comunicacidon neural que estd involucrada con el
eje neuroendécrino que regula el ciclo estral. Utilizando otros modelos de desnervacién
quimica (Lara et al., 1990a,b) o quirargicas (Burden y Lawrence, 1977; Morales-Ledesma et al.,

2004) que bloquean la comunicacién neural entre los ovarios y el SNC provocan aciclicidad
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vaginal y cambios en la secrecién de hormonas esteroides sexuales, tal y como lo observamos
en nuestro estudio. Los animales se sometieron a pruebas de fertilidad y se observé que las
ratas con lesién en hipocampo dorsal presentan una tendencia a un grado mayor de infertilidad
que las ratas con lesién en hipocampo ventral. Estos resultados indican que hay una diferencia
funcional en las regiones del hipocampo. Si bien se tiene establecido que la region ventral
(anterior en primates) se relaciona con el estrés, la emocidn y el afecto. Sorprendentemente, la
expresion génica en el hipocampo dorsal se correlaciona con las regiones corticales
involucradas en el procesamiento de la informacidn, mientras que los genes expresados en el
hipocampo ventral se correlacionan con las regiones involucradas en la emocion y el estrés
(amigdala e hipotalamo) (Swanson y Cowan, 1977; Moser et al., 1995; Fanselow y Dong, 2010;
Dedovic et al., 2009).

Evaluamos también el desarrollo de la prueba de objetos novedosos para tener un indice de la
memoria a corto y largo plazo. Sabemos que el aprendizaje es esencial para que los organismos
se adapten a los cambios en su entorno evidenciando asi la importancia de la plasticidad
conductual y con ello la plasticidad del sistema nervioso para tener mas posibilidades de
aprendizaje, el cual puede resultar en cambios duraderos de la conducta (Morgado, 2005). Se
ha reportado que los roedores dedican una mayor cantidad de tiempo interactuando o
explorando objetos novedosos en comparacién a aquellos objetos que les resultan familiares.
La conducta exploratoria en respuesta a la novedad podria basarse en los siguientes

postulados (Berlyne, 1950):

e Cuando un estimulo nuevo afecta los receptores de un organismo ocurrira una
respuesta dirigida hacia el estimulo (Ilamada curiosidad).
e Mientras un estimulo novedoso continte afectando los receptores del organismo la

curiosidad disminuira.

Por lo tanto, para evaluar la memoria de trabajo se utiliz6 el NORT, que es una prueba sin
refuerzos basada exclusivamente en la conducta exploratoria y la neofilia innata de las ratas

(Ennaceur y Delacour, 1988; Lueptow, 2017; Bevins, 2006).

La cantidad de tiempo que dedica el roedor a explorar el objeto nuevo provee un indice de su
memoria de reconocimiento. En nuestro estudio, los resultados de esta prueba muestran que
hay una disminucion significativa en el indice de retencion de memoria a corto y largo plazo
en las ratas con lesion en hipocampo ventral en comparacién con el grupo intacto y lesion
falsa, indicando su incapacidad para discriminar al objeto novedoso del objeto constante, por
otro lado, los animales con lesion en hipocampo dorsal también reflejan una disminucion de
la memoria a corto y largo plazo comparados con el grupo intacto. Hay evidencias que sugieren

que los estrégenos pueden mejorar o perjudicar el aprendizaje y la memoria dependiendo de
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las cualidades de la tarea. Una de las regiones mas estudiadas es la formacién del hipocampo
dorsal, que gobierna la formacién de recuerdos espaciales y episédicos (Dohanich, 2002;
Zurkovsky et al., 2006).

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Ma y colaboradores en 2020, ellos
observaron la lesion inducida por la isquemia cerebral global en ratones que habian
experimentado privacion de estrégenos tanto a corto plazo y largo plazo (ovariectomizadas),
mostraron una disminuciéon de las proteinas receptoras de estrogenos en el hipocampo y la
disminucion de la expresion de aromatasa en el hipocampo. Esto podria estar relacionado con
la capacidad de discriminar tareas, el aprendizaje y la memoria. Una revisibn mas exhaustiva
por el grupo Zafer (2019) indican que la participacién de los receptores de estrogenos (ERcx,
ERPB) es fundamental para mediar los efectos protectores de los niveles fisiolégicos de estradiol
después de una isquemia cerebral en roedores hembras adultas, concluyen que la mediacion
de estrégenos sobre la neuroproteccion del hipocampo estaria desempefiando un papel

importante en la preservacion de la memoria (Zafer et al.,, 2019).

Interesantemente, el analisis de la actividad locomotora mostré6 en nuestros animales una
mayor hiperactividad en los animales con lesién en hipocampo dorsal en comparacién con los
animales intactos y lesion falsa. La actividad locomotora ante ambiente novedoso permite
evaluar el tono dopaminérgico en el NAcc de manera indirecta (Flores et al., 1996). Por lo tanto,
el aumento en la actividad locomotora sugiere la hiperactividad de la via mesolimbica en las
ratas con LHD, alterando la conectividad del sistema corticolimbico, ademas de mediar en parte
los efectos de estimulos biolégicamente significativos (de refuerzo) sobre el aprendizaje
(Beninger, 1983).

En cuanto al analisis del crecimiento folicular, nuestros resultados mostraron que los animales
con lesiéon en HV e HD presentaron una menor poblacién de foliculos en crecimiento y un
incremento del porcentaje de foliculos con caracteristicas atrésicas. El grupo de Moran et al.,
(2003) mostraron que en la rata hembra neonata la desnervacién sensorial inducida por la
administracién de capsaicina, retraso la edad de la pubertad, ademads de una disminucion de
los foliculos ovaricos, curiosamente estos foliculos se presentan en estado atrésico, lo que
concuerda con nuestros resultados. En nuestro laboratorio también hemos observado que la
administracién de capsaicina en ratas hembras neonatas, provoca un retraso en la pubertad y
un aumento en foliculos atrésicos que esta acompanado en una disminucién de la longitud
dendritica y namero de orden en la regién CA1 del hipocampo. Estos resultados permiten
apoyar laidea de que la inervacién sensorial del ovario envia la informacién al Sistema Nervioso
Central necesaria para la regulacién de la funcién ovarica. En esta misma direccién, los

resultados ya presentados muestran una mayor concentracion de testosterona en animales
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lesionados en HV e HD en comparacion con sus grupos controles, curiosamente la secrecién
ovarica no es similar para las tres hormonas esteroideas estudiadas, observamos que los
niveles de Ez2 y progesterona (P4) se encuentran disminuidos en los animales experimentales
en comparacion con los grupos controles y los animales intactos, asi como una disminucién
en las concentraciones de FSH y LH. Apoyando lo anterior, hemos demostrado que la
denervacion sensorial inducida por la administraciéon de capsaicina provoca una disminucion
significativa en la secrecién de estrogenos (Moran et al., 2003; Quiroz et al., 2014). Se ha
observado también que las sefales neuronales que llegan al ovario a través del nervio ovarico
superior modulan la secrecién de P4, T y E2, en un estudio realizado por el grupo de Morales-
Ledesma (2012), demuestran que la seccion del SON, provoca en animales puberes una
disminucién en las concentraciones séricas esteroideas y gonadotropicas, si bien nuestro
modelo no involucra la seccion del nervio ovarico superior, es importante reconocer que las
fibras neurales que surgen de los ovarios transportan informacion neural al hipotalamo, y no
podemos excluir la posibilidad de que la informacion neuronal que proviene del hipocampo
module a través de las conexiones que tiene con el hipotalamo los procesos de secrecion para
cada hormona, fenédmeno que observamos en nuestros resultados. Por otro lado, la posible
disminucién de estrégenos en el grupo de animales con lesidon hipocampal explicaria la
disminucién de la densidad de espinas dendriticas, especificamente las que presentan

caracteristicas tipo hongo.

Las lesiones en HV e HD en ratas Long-Evans redujo el porcentaje de espinas hongo y aumento
el porcentaje de espinas gruesas en las neuronas piramidales de las regiones CA1, CA3 y GD.
Estas alteraciones de la plasticidad estructural de las neuronas se estarian relacionando con la
hiperactividad locomotora en ambiente novedoso en los animales con lesion en HD y con la
alteracién en la memoriay aprendizaje de estos animales. Por otro lado, es posible que también
que los cambios en la morfologia dendritica estén asociados a la disminucién de las
concentraciones séricas de estrogenos. Se sabe que el estrégeno es una hormona esteroide
gonadal que influye mucho en el comportamiento y las respuestas fisiolégicas
neuroendocrinas. También desempena un papel importante en el cerebro, por ejemplo, en la
regulacion del neurodesarrollo, la plasticidad y el comportamiento reproductivo (Hosli y
Ho6sli,1999). Dado que el estradiol como la testosterona pueden llegar al cerebro a través de
la circulacidn sanguinea, se han realizado amplios estudios para investigar su papel en la
modulacién de la plasticidad y funcién del hipocampo (Woolley et al.,, 1997). Anteriormente
Woolley et al/, (1993) demostraron el efecto del estradiol y la progesterona en ratas
ovariectomizadas sobre la densidad de las espinas dendriticas en las células piramidales CA1
del hipocampo de ratas hembras, en donde observaron el aumento de la densidad dendritica

a partir de las 24 horas posterior a la administracién de estradiol, por otro lado, mostraron
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que la progesterona tiene un efecto bifasico sobre la densidad de las espinas, es decir, que la
administracion de progesterona después del estradiol provoca un aumento inicial, pero luego
causa una disminucion mucho mds aguda. Estos resultados son similares a los encontrados
previamente por Gould et a/., (1990) quienes sugieren fluctuaciones naturales de la densidad
de las espinas dendriticas y de la expresién de receptores a estrégenos durante el ciclo estral,
contrario a lo propuesto por Andrade et a/.,(2000) quienes reportan que no hay variaciones en
la densidad de espinas dendriticas por influencia del ciclo estral mientras que Brusco et al.,
(2008) y Chen et al., (2009) demuestran que durante las etapas del ciclo estral la densidad de
espinas dendriticas varia. No se puede descartar que los cambios observados en la morfologia
dendritica de neuronas piramidales CA1, CA3 y GD en los animales con lesiones en HV e HD
estén asociados a un estimulo en la via neural ovario-hipotalamo-hipocampo que estimuld un

retraso de la pubertad y los cambios en el crecimiento folicular ya mencionados.

La disminucion de las espinas hongo y el aumento de las espinas gruesas en las regiones del
hipocampo estudiadas de las ratas Long-Evans con lesion HV e HD, sugiere que la
neuroplasticidad funcional y estructural esta alterada. Ademas de otros fendmenos que puedan
modificar la neuroplasticidad, por ejemplo, la disfuncion de la actividad de los factores
neurotréficos, como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), actividad
glutamatérgica, la neuroinflamacion y el estrés oxidativo podrian estar contribuyendo a las
alteraciones de la neuroplasticidad de las espinas dendriticas. Ademas, la plasticidad de las
espinas dendriticas puede verse modificada por varios factores, como la actina que esta
regulada por GTPasas de la familia Rho y los receptores AMPA que promueven la formacién de
espinas dendriticas mediante la activacién al aumentar los niveles de Ca2+ en las neuronas del
hipocampo. Los receptores NMDA regulados por estrogenos también se han asociado con un
aumento en el tamafio y la densidad de espinas dendriticas de neuronas piramidales del

hipocampo (Ethell y Pasquale, 2005).

El grupo de Kolb (1998), sugieren que los cambios en la morfologia neuronal pueden ser
complemente independientes. El dafio hipocampal puede tener implicaciones importantes en
no soélo la funcion del hipocampo y en los procesos relacionados con la memoria y el
aprendizaje, sino también para comprender el comportamiento del individuo. Ademas de la
participacion e influencia de las hormonas ovaricas puede tener implicaciones especialmente
importantes para la plasticidad sindptica diferencial en diferentes momentos del ciclo
menstrual. Ademds de estudios realizados mediante la administracién de benzoato de
estradiol se ha observado que promueve la maduraciéon de espinas dendriticas, el grupo del

Dr. Li (2004) sugiere que algunas espinas cambian de una estructura delgada similar a un
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filopodio a espinas con cuello y cabezas mas grandes y bien definidos (espinas tipo hongo) (Li
et al., 2004).

Nuestros resultados respaldan la idea de que los cambios a nivel hipocampal pueden tener una
influencia en los ovarios a través de una inervacion neural, formado por estructuras
hipotaldmicas y extrahipotaldmicas (como el hipocampo). En este sentido, sugerimos un
posible eje hipocampo-hipotalamico-pituitario-gonadal, que regule la secrecién de hormonas
esteroides, el crecimiento folicular y la ovulacién, ademas de la modulacién de la

neuroplasticidad de espinas dendriticas.

1 0. CONCLUSIONES

e La lesion con acido iboténico realizada en hipocampo dorsal y ventral de manera
bilateral en ratas de 21 dias de vida postnatal provoco un retraso de la pubertad.

e Lalesidn realizada en las regiones del hipocampo ventral provocé un aumento de peso
en el ovario izquierdo en comparacién con los animales intactos en la edad puber.

e Las ratas experimentales no muestran en su mayoria ciclos completos, es decir,
presentaron aciclicidad vaginal.

e Lalesién realizada en las regiones del hipocampo dorsal en ratas prepuber provocé un
aumento en el niumero de oportunidades de prefiez realizadas por animal.

e La poblacién folicular mostré una disminucién significativa en el nimero de foliculos
sanos y un aumento de los foliculos atrésicos en los grupos experimentales.

e Se observé una disminucién significativa en el indice de retencion de memoria a corto
y largo plazo en las ratas con lesion en hipocampo ventral y dorsal.

e Los animales con lesién en hipocampo dorsal presentan una mayor hiperactividad
motora.

e Los resultados indican una mayor concentracion de testosterona en animales que
presentan una lesion en HV e HD. La secreciéon de los niveles de E2, P4, FSH y LH se
encuentran disminuidos en los animales experimentales.

e La lesidon en hipocampo dorsal y ventral en ratas Long-Evans a los 21 dia de edad,
presentan en etapa puber una disminucién de las espinas hongo y el aumento de las
espinas gruesas en las regiones del hipocampo estudiadas.
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11. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo aportan mas evidencias sobre una relacién
bidireccional entre los ovarios y el hipocampo. Seria pertinente explorar si esta relacion
bidireccional esta sustentada por una via neural directa entre los ovarios y el hipocampo o bien
es el resultado de una interaccién neuroendocrina del eje hipotdlamo-hipéfisis—ovario en el
cual también participarian estructuras extrahipotaldmicas como el hipocampo.
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12. ANEXOS

TFacwultad de
\ -y T vy, Py . 1 . . ’
ﬁ g?}‘,‘,f.’,?}’fn per Depto. Bioquimica y Biologia Molecular
Universidad de Chile Laboratorio de Neurobioquimica.

Centre for Neurobiochemical Studies in Endocrine Diseases

SANTIAGO, Julio 03, 2023

Dr.

Salvador Galicia Isasmendi

Director Facultad de Ciencias Biolégicas
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Estimado Dr. Galicia,

Por medio de la presente hago constar que C. Estrella del Mar Castillo L6pez, alumna de la
Maestria en Ciencias Biolégicas de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, ha
concluido satisfactoriamente con la realizacion de la estancia en el laboratorio de
Neurobioquimica, cumpliendo con lo acordado sugerido en carta previa, para la continuaciéon
de su investigacion, durante el periodo 15 de mayo al 30 de junio 2023. Quiero informar
ademas que Estrella del Mar cumplié cada una de las actividades enmendadas con especial
dedicacion y esmero, logrando reproducir todas las actividades a las que fue entrenada. Si
hay que calificar esta actividad, no tengo dudas en sugerir la nota maxima una vez que
analice el informe escrito de su actividad.

Saluda muy Atte.,

| LV g

Prof. DA Hernan Lara

Sergio Livingstone 1007 -8380492 Independencia- Santiago FONO:+562-29752852 e-mail:
hlarasciq.uchile.cl
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"Este Documento es una fiel copia de un documento electrénico"

"Para convalidar la informacion de este documento, favor ingresar al sitio https://gc.ucc.edu.co:16201/vco/, ingresar el radicado

™ UNIVERSIDASCE UNglVERngAD cogZPE%%vzlxlgg‘lgomMBIA
(-  ATIV/Z Radicado: NEI-02- =
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DE COLOMBIA Sede: Neiva

La Universidad Cooperativa de Colombia
certifica que

ESTRELLA CASTILLO LOPEZ

P.S.N07.612.924

Cumplid a cabalidad los requisitos exigidos por la normatividad de la Universidad,
por lo cual se le expide el presente certificado:

VI CONGRESO INTERNACIONAL DE NEUROCIENCIAS Y
NEUROPSICOLOGIA "HACIA LA CONSTRUCCION DE LA
POLITICA PUBLICA EN SALUD CEREBRAL"

Llevado a cabo en la ciudad de Neiva, del 01 de Noviembre del afio 2023 al 03 de Noviembre del
ano 2023, con una duracion de 24 horas.

Anotado en el folio N° 153 del libro de registro y diplomas N° 2 refrendado en Neiva a los 23 dias
del mes de 2023 del afio 2023.

En testimonio de ello se firma en Neiva a los 23 dias del mes de Noviembre de 2023.

Olga Patricia Sanchez Rubio
DIRECTOR(A) CAMPUS

El presente documento no tiene validez sin la firma o si presenta borrén o enmendadura. La informacién contenida en este certificado
es extraida directamente del sistema de informacién académica.

Viéilada Mineducacién
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(G COOPERATIVA | Gl bal Campus
DE COLOMBIA ¢ 4mundo

LA COORDINACION DE INTERNACIONALIZACION Y EL PROGRAMA DE PSICOLOGIA DE LA
UNIVERSIDAD COOPERATIVA DE COLOMBIA CAMPUS NEIVA

Hace constar que:

El trabajo de investigacion titulado “¢El hipocampo dorsal de la rata, modula no sélo procesos de memoria sino también reproductivos?”
fue presentado en modalidad poster en el VI CONGRESO INTERNACIONAL DE NEUROCIENCIAS Y NEUROPSICOLOGIA: HACIA LA
CONSTRUCCION DE LA POLITICA PUBLICA EN SALUD CEREBRAL.

Autores

Yarey Maldonado Calixto, Estrella del Mar Castillo Lopez, Andrea Coba de Ita, Daniel Vazquez Pifian, Lorena Milflores Flores,
Rosalina Flores Alvarez, Ubaldo Quiroz Lopez

Realizado en Neiva los dias 1,2 y 3 del mes de Noviembre de 2023

— (

XA DU

EXAMARY VILLAREAL| R\U—IZ

ERICA LAGUNA ROJAS
Coordinadora Programa Psmologl’a

Coordinadora de Internacionalizacion y Egresados
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V Meeting of DOHaD Latin American Regional Society
XXXIV Annual Meeting of the Chilean Society of
Reproduction and Development

THE ORGANIZING COMMITTEE OF THE MEETING
CERTIFICATES THE ORAL/POSTER PRESENTATION

Estrella Del Mar Castillo Lopez et al.

“Hippocampal lesions not only affect memory and learning but

/4

also reproductive functions

i !’\'J/
Dra. Dolorés Busso, SChRD Dr. Barnardo Krause, LA-

Valdivia, Chile, September, 2023
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La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

Através de la Facultad de Ciencias Biologicas
otorga la presente

CONSTANCIA

A: Biol. Estrella del Mar Castillo Lopez

Por impartir el Curso Practico Verano 2022:
“Practicas de Biologia Molecular”
Actividad realizada del 13 al 24 de junio de 2022
con un total de 25 horas practicas de valor curricular y No de registro 07FCBDIR

Facultad de Ciencias Biologicas

BUAP Atentamente

" 2\
r \ %

“Pensar bien, para vivir mejor”
“Galicia Isasmrendi

Dr/ \ ‘ a .
B I ‘ Director dpda’be d de Ci nczé'éidiolégicas

¥egidtho O7FCBDIR -

TECNOLOGIA G\ e,
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Facultad de Ciencias Biologicas
BUAP

Bk

TECNOLOGIA

La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

Através de la Facultad de Ciencias Biologicas
otorga la presente

CONSTANCIA

A: Estrella de Mar Castillo Lopez

Por impartir el Curso Practico Verano 2022:
“Técnicas basicas de microscopia aplicadas a la biologia de la reproduccion”
Actividad realizada del 20 al 24 de junio de 2022
con un total de 08 horas practicas de valor curricular y No de registro 22FCBDIR

Atentamente
“Pensar bien, para vivir mejor”

3 ’t’a_gde_ggn |asaral?log|cas
e registré B2ECBDIR | ¢

A -4

~
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La Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla

A través de la Facultad de Ciencias Biolégicas
otorga la presente

CONSTANCIA

A: Biol. Estrella del Mar Castillo Lopez

Por haber impartido el Curso - Taller
Curso Basico de Histologia Animal

Realizado del 27 de junio al 08 de julic de 2022
Con una duracion de 40 horas

“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Pueblade Z., 3 18 de

Registro:

DGEC - BUAP - Fac. Cs. Biol, - P | €T - 053 (22
Folio: 13, Foja 373

Del libro de Registros 01/22
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Registro:

DGEC - BUAP - Fac. Cs. Biol. - P/ CT-019 [ 23
Folio: 20, Foja 445

Del libro de Registros 01/23

La Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Através de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
otorga la presente

CONSTANCIA

A: Biol. Estrella del Mar Castillo Lopez

Por haberimpartido 10 horas del Curso - Taller
Basico de Histologia Animal
Realizado del 23 de marzo al 04 de mayo de 2023

“Pensar bien, para vivir mejor”
H. Puebla de Z., a 28 de junio de 2023

Pagina 94|95



Todos tenemos batallas que librar. Y a menudo es en esas batallas donde estamos mas vivos: es en
el frente de batalla de nuestras vidas donde ganamos sabiduria, creamos alegria, forjamos
amistades, descubrimos la felicidad, encontramos el amor y hacemos un trabajo con

proposito. - £ric Greitens
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