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Resumen

La experiencia parental impone neuroplasticidad en el hipocampo de ambos hembras y machos.
En las ratas lactantes, el hipocampo esta protegido contra el dafio excitotdéxico con &cido kainico y
este efecto estd mediado por mecanismos relacionados con la prolactina (PRL). Tratamientos
cronicos con PRL exdgena tuvieron un efecto protector contra un dafio excitotoxico en el hipocampo
de la rata hembra virgen. Todavia se desconoce si la paternidad puede proporcionar tal proteccion a
los roedores machos y si la PRL participa en este efecto.

Para evaluar el efecto de la paternidad contra lesiones excitotoxicas, cruzamos ratones macho con
hembras, los cuales se alojaron en la misma caja hasta el dia del parto (PPDO0), cuando se asignaron
aleatoriamente en dos grupos: (i) el grupo de embarazo (a los machos padres se les administraron
100 ng/1 uL de acido kainico o vehiculo el PPD1) y (ii) el grupo paternal (machos alojados con la
hembra y las crias hasta el PPD8, cuando se les administr6 acido kainico i.c.v. después de la
evaluacién de la conducta paternal). En el grupo control se asignaron ratones macho adultos virgenes
alojados individualmente que se sometieron a lesion excitotéxica. Para evaluar si la PRL tiene efectos
neuroprotectores en el hipocampo de los machos, como se ha visto en ratas hembras, ratones macho
virgenes se asignaron aleatoriamente en los siguientes grupos: (i) el grupo control (ratones macho
alojados individualmente, sin ninguna manipulacion hasta la administracion i.c.v. de 4cido kainico o
vehiculo), (ii) el grupo tratado de manera crénica con salina (una inyeccion s.c. diaria de 100 pl de
solucién salina por siete dias consecutivos hasta el dia de la induccién de la lesion excitotoxica), y (iii)
el grupo tratado de manera crénica con PRL (una inyeccion diaria de 8 ug de PRL/100 ul de salina,
hasta el dia de la induccion de la lesion excitotoxica). Para ambos disefios experimentales se
midieron marcadores de neurodegeneracion (NeuN, Fluoro-Jade C) y astrogliosis (GFAP) en las
areas CA1l, CA3y CA4 del hipocampo dorsal.

El area CAl no sufri6 dafio en ninguno de los grupos. El grupo paternal sufri6 menor
neurodegeneracion y astrogliosis en las areas CA3 y CA4 en comparacion con sus respectivos
controles, independientemente de la expresion de la conducta parental. Se realizé un andlisis de los
niveles proteicos para PRL, receptor de PRL y vias de sefalizacion intracelulares relacionadas con
los PRLRs. La PRL monomérica se disminuy6 en el hipocampo de los padres en la primera semana
posparto con un paralelo aumento de una isoforma dimerizada de 48 kDa en comparacion con los
controles virgenes. La larga isoforma del receptor de PRL no cambi6. Sin embargo, se notd un
aumento en la pAkt, una molécula de sefializacion que participa en la supervivencia celular en el
grupo paternal. Estos resultados indican que el hipocampo de los padres alojados con la madre y las
crias son menos sensibles a las lesiones neurotdxicas que animales virgenes.

En el caso de los experimentos con administracion cronica de PRL, las mediciones anatomicas en

el hipocampo arrojaron un efecto protector contra el dafio excitotoxico en el &rea CA3 del hipocampo,
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donde el grupo experimental tratado con PRL tuvo menores niveles de muerte celular y menor
neurodegeneracion en comparacion con los grupos control y control tratado con SAL. En el &rea CA4
los resultados no indican claramente algun efecto protector de la PRL, indicando que las acciones
neuroprotectoras de la PRL no son globales en el hipocampo del raton macho.



Abstract

Parental experience imposes neuroplasticity in the hippocampus of both females and males. In the
lactating rat, the hippocampus is protected against excitotoxic damage with kainic acid and this effect
is mediated by mechanisms related to prolactin (PRL). Chronic treatment with exogenous PRL had a
protective effect against excitotoxic damage in the hippocampus of the virgin female rat. It is still
unknown whether paternity can provide such protection to male rodents and if the PRL participates in
this effect.

To assess the effect of paternity against excitotoxic lesions, we crossed male mice with females
that shared the same box until the day of parturition (PPDQ), when they were randomly assigned in
two groups: (i) the pregnancy group (male fathers were given 100 ng/1 uL of kainic acid or vehicle on
PPD1) and (ii) the paternal group (males housed with the female and their pups until PPD8, when they
were administered kainic acid i.c.v. after the evaluation of paternal behavior). In the control group,
individually housed adult virgin male mice underwent excitotoxic lesion without further manipulation. To
assess whether PRL had neuroprotective effects in the male hippocampus, as seen in female rats,
adult virgin male mice were randomly assigned in the following groups: (i) the control group
(individually housed male mice, without any manipulation until i.c.v. administration of kainic acid or
vehicle), (ii) the group treated chronically with saline (a daily s.c. injection of 100 ul of saline for seven
consecutive days until the day of the excitotoxic lesion), and (iii) the group treated chronically with PRL
(a daily injection of 8 ug of PRL/100 pl of saline, until the day of induction of the excitotoxic lesion). For
both experimental designs, neurodegeneration markers (NeuN, Fluoro-Jade C) and astrogliosis
(GFAP) were measured in the CA1, CA3 and CA4 areas of the dorsal hippocampus.

The CAl1l area was not damaged in any of the groups. The paternal group suffered less
neurodegeneration and astrogliosis in the CA3 and CA4 areas compared to their respective controls,
regardless of the expression of the parental behavior. An analysis of the protein levels for PRL, PRL
receptor and intracellular signaling pathways related to PRLRs was performed. Monomeric PRL was
decreased in the hippocampus of the parents in the first postpartum week with a parallel increase in a
dimerized isoform of 48 kDa compared to virgin controls. The long isoform of the PRL receptor did not
change. However, an increase in pAkt, a signaling molecule that participates in cell survival, was noted
in the paternal group. These results indicate that the hippocampus of male mice housed with the
mother and their offspring is less sensitive to neurotoxic lesions than virgin animals.

In the case of experiments with chronic administration of PRL, anatomical measurements in the
hippocampus showed a protective effect against excitotoxic damage in the CA3 area of the
hippocampus, where the experimental group treated with PRL had lower levels of cell death and lower
neurodegeneration in comparison with the control group and the group treated with SAL. In the CA4

area, the results do not clearly indicate any protective effect of PRL, proposing that the
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neuroprotective actions of PRL are not global in the hippocampus of the male mouse. suffer from
lower levels of neurodegeneration caused by excitotoxicity in the hippocampus. In addition,
exogenously administered prolactin has neuroprotective action in the hippocampus of female rats,
supporting the effect seen in lactating rats. The goal of this study is to verify the neuroprotective effect
of this hormone in the male hippocampus as an exogenous treatment, and investigate the role of
parental experience in the protection of the male brain. In the first part of the project, we describe that
almost half of the CD-1 mice developed parental behavior towards their own pups. Mice with
interaction with their offspring and the dam had lower levels of hippocampal neurodegeneration after
excitotoxic damage compared to virgin males and males with sexual experience. This protection may
be due to the activation of the Akt intracellular pathway, related to cell survival, since the parents had
higher levels of said protein compared to the controls. Regarding the neuroprotective effect of
prolactin, virgin CD-1 male mice were exogenously treated with prolactin for seven consecutive days
and underwent intracerebroventricular treatment with kainic acid. The anatomical evaluation of the
hippocampus yielded results that indicate a neuroprotective role for prolactin, preferentially located in
the CA 3 area. The results of this project provide new insights into the understanding of the
neuroprotective role of prolactin, as well as social neuroprotection, such as the one presented within

the framework of paternal experience.
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CAPITULO I: Antecedentes

1. Lahormona prolactina (PRL)

1.1 La PRL y sus funciones principales

La prolactina (PRL) es una hormona peptidica compuesta por 199 aminoécidos y de masa
molecular total de 23 kDa, que pertenece a la familia de la hormona de crecimiento (growth hormone -
GH) y de lactégeno placentario (placental lactogen - PL) (Bole-Feysot et al., 1998). La PRL se
produce en la hipdfisis anterior y mas especificamente en las células lactotropas que la sintetizan y
liberan en el flujo sanguineo, por donde alcanza los tejidos blanco en la periferia actuando de forma
enddcrina (Freeman et al, 2000). Sin embargo, la produccién de PRL en sitios extrahipofisiarios se ha
comprobado en distintos tejidos: en diferentes regiones cerebrales, en el sistema reproductivo
femenino (en la decida y el miometrio) y masculino (en la prostata), en el sistema inmune (en el timo,
el bazo, los linfocitos circulantes, los linfocitos de la médula ésea), en la piel (los fibroblastos de la piel
y las glandulas sudoriparas, las células epiteliales de la mama), y también en tumores. Ademas de
estar presente en el suero sanguineo, la PRL se halla en diferentes liquidos como el liquido
cefalorraquideo, el liquido amniético, las lagrimas, la leche maternal y el sudor. La PRL sintetizada en
sitios periféricos puede actuar directamente sobre células adyacentes (accidn paracrina) o sobre la
misma célula que la produjo (accion autocrina) como factor de crecimiento, neurotransmisor,
inmunomodulador, etc. (Bole-Feysot et al., 1998). Esta hormona regula numerosos procesos
fisiologicos en el sistema nervioso, inmune y endocrino, entre otros, a través de su accion en los
receptores de PRL (PRLR) (Monasterio, Vergara y Morales, 2014). Sin embargo, es mejor conocida
por sus acciones durante la lactancia, cuando los niveles de PRL aumentan como respuesta al
estimulo de la succion del pezén, de modo que promuevan la produccién de leche en el seno materno
(Monasterio, Vergara y Morales, 2014). Este proceso fisiolégico estda muy bien caracterizado y
establecido. No obstante, la investigacion sobre las funciones de PRL se ha ampliado en direcciones
diferentes desde el descubrimiento de la dinamica de esta hormona y su papel multidimensional en
numerosos procesos fisioldégicos en los sistemas donde actla (Freeman et al, 2000). Su participacion
en aspectos fisiologicos relacionados con la reproduccion, la osmolaridad, el crecimiento y la sinergia
con otras hormonas esta bien documentada desde los afios “60. Ultimamente, se han afadido otros
efectos de la PRL en esta lista, como el efecto en la conducta parental a través de su accion en varias
regiones cerebrales, la inmunorregulacion y la proteccion, la proliferacion celular, e inclusive su papel
en el crecimiento de tumores (Bole-Feysot et al., 1998).

Existen muchos variantes de la PRL con diferentes pesos moleculares. La PRL monomérica es de
23 kDa y es bioldgicamente activa. Sin embargo, existe una variante de la PRL entre 40 y 60 kDa

(lamada “big prolactin”) y otra de >100 kDa (llamada “big big prolactin”). Esas formas se consideran
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inactivas. La PRL de >100 kDa se forma por la asociacién de la PRL con IgG o IgA y la “big prolactin”
puede ser producto de dimerizacion de la PRL o de la degradacion de la “big big prolactin® (Lippi y
Plebani, 2016). Los niveles de las variantes grandes de la PRL se encuentran més altos que lo normal
en condiciones patoldgicas (p.ej. hiperprolactinemia, tumores hipofisiarios y hipotireodismo) pero
también en condiciones fisiolégicas, como el embarazo y la lactancia (Lippi y Plebani, 2016).

1.2 Los receptores a PRL

La PRL ejerce sus efectos a través de los PRLRs, que son proteinas transmembranales que
pertenecen a la superfamilia de receptores de citosina clase 1 (otros receptores de esta superfamilia
son receptores para varias interleucinas, receptores a GH y a glucoproteina 130, entre otros). Se han
encontrado distintas isoformas de este receptor en diferentes especies. Dependiendo del tamafio del
dominio intracelular se dividen en tres grupos principales: el PRLR largo (long PRLR-I-PRLR), el
PRLR intermedio (intermediate PRLR-I-PRLR) y el PRLR corto (short PRLR-s-PRLR). En el raton se
han encontrado solamente el I-PRLR vy tres isoformas distintas para el s-PRLR; su diferencia principal
es la secuencia de aminoéacidos del extremo carboxilo. El sitio de unién 1 (binding site 1-BS1) de la
PRL se une al dominio extracelular de un PRLR guiando a la formacion de un complejo inactivo. Este
complejo es prerrequisito para la interaccién del sitio de unién 2 (binding site 2-BS2) con otro receptor,
resultando a un complejo trimérico activo, compuesto por una hormona y un homodimero del receptor.
Los PRLRs se expresan en varios tejidos en vertebrados desde la etapa embrionaria, indicando su
importante papel en el crecimiento fetal, pero su nivel de expresién varia mas adelante. En las
hembras, el nivel de expresion de los receptores se relaciona con el ciclo estral, la gestacion y la

lactancia (Freeman et al, 2000).

1.3 Lavia de sefializacién JAK?2/Stat5 y otras vias de sefializacion

Una vez acoplada a sus receptores, la PRL induce la fosforilacion de varias proteinas, incluso del
propio receptor. Su via de sefializacion canonica es la JAK2/Stat5, que se activa por todas las
isoformas activas de los PRLRs. La activacion de JAK2 (Janus cinasa 2) se realiza por la
transfosforilacion de tirosina, después de la unién del ligando al receptor, un proceso que aporta dos
moléculas de JAK cercanas una a la otra. Una vez activada, la JAK2 fosforila residuos de tirosina en
diferentes proteinas blanco, las mas conocidas y principales son el mismo PRLR (salvo la isoforma
corta del receptor) y la familia de proteinas Stat (signal transducer and activator of transcription),
principalmente las Statl, Stat3 y Stat5 (Bole-Feysot et al., 1998). Después de la fosforilacion de Stat
por la Jak2, la primera se disocia del receptor y se transloca al nucleo donde activa elementos
especificos del ADN acoplandose en las secuencias activadas por interferona-gamma (INFy). Las
combinaciones de diferentes proteinas Stat, que forman hetero- o homo-dimeros, y la activacion de

otras sefales transductoras dirigen la expresion de distintos genes (Ignacak et al, 2012).
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Los PRLRs pueden activar otras vias de sefalizacion, reclutando proteinas adaptadoras (p.ej.
Shc/Grb2/SOS) que a su vez activan la cascada de proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK),
via relacionada con la proliferacién celular. Otra via de sefalizacion intracelular que se activa por los
PRLRs es la de Akt, importante para la sobrevivencia celular ante lesiones (Lai, Zhang y Wang, 2014).
Asimismo, se ha documentado la activacion de las vias c-src y Fyn en respuesta a PRL (Ignacak et al,
2012). En la Figura 1 se encuentra una representacion esquematica de las vias de sefializacion
intracelular relacionadas con los PRLRs.

PALA PRLR

PRL

: }

Supemvivencia

Proliiacion Diferenciacion

Figura 1: Las vias de sefializacion intracelular relacionadas con la activacion de los PRLRs. La via principal de los
PRLRs es la JAK2/Stat5, que promueve la diferenciacion celular. La via MAPK promueve la proliferacion y la Akt la

supervivencia celular. Modificado de Binart et al., TIEM, 2010.

1.4 Laregulacion de la sintesis y secrecion de PRL

Hay varios agentes que actian como estimuladores o inhibidores de la produccién de PRL por los
lactotropos. Sin embargo, es la misma hormona la que regula su propia sintesis y secrecion. La PRL
se une a su receptor en neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares del ndcleo arcuato del
hipotdlamo (neuronas TIDA), causando una despolarizacion. La excitacion de neuronas TIDA lleva a
la produccion y secrecion de dopamina (DA) en la eminencia media, por donde llega a la hipdfisis
uniéndose a los receptores dopaminérgicos D, en las células lactotropas. La DA hiperpolariza las

células resultando en la inhibicibn de la produccion de PRL. Asimismo, la PRL se acopla a
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autoreceptores en las células lactotropas inhibiendo tanto su sintesis a nivel transcripcional como
también su secrecion, y promoviendo la internalizaciéon de los PRLRs (Ferraris et al, 2013). Las
moléculas principales que estimulan la produccién de PRL son: la hormona liberadora de tirotropina
(TRH), estradiol, progesterona, glucocorticoides, y testosterona. Las moléculas inhibidoras de la
produccion de la PRL (aparte de la DA) son: acetil-colina, acido glutdmico y prolactina (Freeman et al,
2000). En la Figura 2 se puede ver una representacion esquematica de la regulacion del ciclo de
sintesis y secrecién de la PRL.
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Figura 2: La regulacion de la produccion y secrecion de PRL en la hipofisis anterior. Los estimulos del medio ambiente y
también internos en conjunto con los ritmos circadianos regulan el hipotdlamo, que a su vez regula la produccién de
moléculas estimuladoras o inhibidoras de la produccion de PRL, incluyendo la misma PRL. PIF: factores de inhibicion de la
PRL; PRF: factores de liberacion de PRL; DA: dopamina; SST. somatostatina; TRH: hormona liberadora de las tirotropinas;
NT: neurotensina OT: oxitocina; MSH: hormona estimuladora de las melanotropinas. Imagen tomada y modificada de
Freeman et al, 2000.
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2. La conducta parental

El término “conducta parental” se refiere a la conducta de cuidado por parte de los progenitores
hacia sus crias con el fin de aumentar la probabilidad de sobrevivencia del producto. Incluye
conductas como la construccion del nido, acarreo de las crias hacia el nido, acicalamiento (grooming),
mantenimiento de la temperatura de la camada, provision de comida (en los mamiferos, conducta
especifica de la madre, ya que es la que lacta), vigilancia y mantenimiento de la seguridad de la
camada, etc. (Lonstein y De Vries, 2000). La conducta maternal se refiere a la conducta parental por
parte de la madre, y la paternal por parte del padre. La ocurrencia de la conducta maternal en el reino
animal es amplia y se encuentra en varias especies, como, por ejemplo, en insectos, aracnidos,
peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos (Dulac, O"Connell y Wu, 2014). Por otro lado, la conducta
paternal (conducta parental por parte de los machos-padres hacia sus crias), aunque muy comudn en
algunas especies como las aves, se encuentra solo en un 5-10% de los mamiferos, principalmente en
roedores, primates y carnivoros. En esas especies el macho-padre participa en la crianza del
producto tanto como la hembra (excepto la lactancia), y por eso dichas especies se definen como
especies biparentales (donde ambos padre y madre cuidan de las crias). La participacion puede ser
indirecta (p.ej. asegurar los recursos alimenticios, la seguridad del territorio, la defensa de la camada),
o directa a través del cuidado activo de las crias (p.ej. mantenerel calor de la camada, acicalamiento
0 socializar y jugar con las crias). La conducta paternal conlleva cambios fisiolégicos (niveles de
hormonas, activacion de vias neurales, etc.), aunque no son tan prominentes como los que ocurren
en la hembra (Saltzman y Ziegler, 2014). A causa de la baja ocurrencia de paternidad en mamiferos,
la mayoria de la investigacion acerca del cuidado parental se ha enfocado en las hembras (revisiones
indicativas sobre los cambios en el SNC de la hembra durante el embarazo y después del parto:
Mann & Bridges, 2001; Leuner, Glasper & Gould, 2010; Pawluski, Lambert & Kinsley, 2016; Pereira &
Ferreira, 2016). La gran diversidad natural de las estrategias parentales, ya sea en especies con
distancia evolutiva, especies relacionadas filogenéticamente o incluso en poblaciones distintas que
pertenecen a la misma especie, implica la existencia de vias neuronales conservadas que apoyan el
desarrollo de la conducta parental (Dulac, O"Connell y Wu, 2014).

Mientras las costumbres sociales de nuestra especie van alterandose segun las necesidades y las
aspiraciones contemporaneas (p.ej. hoy en dia la mujer-madre del mundo occidental es al mismo
tiempo profesionista), mads hombres se involucran activamente en el cuidado y la crianza de los
infantes, lo que hace necesario investigar la conducta paterna. Este tipo de estudios es util para
entender el papel del padre en la crianza de los nifios, los cambios fisiologicos que dirigen la
expresion de conductas de cuidado parental en los machos, los estimulos externos e internos que
llevan a cabo ese cambio, la funcion especifica de hormonas involucradas en este proceso y las

estructuras cerebrales especializadas en el mantenimiento de esta conducta. .

15



2.1 Estimulos externos que participan en el desarrollo del cuidado parental

En lo general, el rechazo y la agresion dirigida hacia las crias se presenta entre mamiferos que no
tienen experiencia reproductiva (hembras y machos), machos sexualmente activos y machos
inexpertos con madurez sexual (sexually mature stranger males). No obstante, este rechazo y
agresion es reemplazado por conductas de afiliacién una vez que los animales tienen crias propias o
se sensibilizan a crias propias 0 ajenas. Esto indica que los animales adultos pueden expresar
cuidado o agresion dependiendo de su milieu hormonal/fisiolégico interno y su medio ambiente. Esto
ocurre debido a cambios funcionales que se presentan en las estructuras y las vias cerebrales que
regulan dichas conductas (Dulac, O"Connell y Wu, 2014). Las adaptaciones dadas por la experiencia
reproductiva estdn muy bien documentadas en los roedores hembras, y tales cambios regularmente
se deben al entorno hormonal del embarazo en combinacion con las pistas sensoriales emitidas por
las crias después del parto. Sin embargo, se ha visto que ratones macho que conviven con la hembra
durante el embarazo expresan conducta parental hacia sus crias (pero no a crias de otros
progenitores) durante toda la lactancia hasta el destete. Se hipotetiza que este cambio se debe tanto
al entorno hormonal del embarazo como a cambios transcripcionales y sinapticos en el cerebro del
macho que se desencadenan después de la copula (Dulac, O"Connell y Wu, 2014).

Se ha documentado que la estimulacién sensorial es crucial para el desarrollo de la conducta
parental en mamiferos. Mas especificamente, sefiales olfativas, tactiles, auditivas y visuales por parte
de las crias crean sinérgicamente una estimulacion suficiente para guiar el cuidado parental en
roedores hembras, con las primeras tres ocupando un lugar mas importante que las sefales visuales,
ya que el sistema visual de los roedores no esta tan desarrollado en comparacion con los humanos.
En cuanto a estimulos quimiosensoriales, la via vomeronasal (VNO) y el sistema olfativo colaboran
para facilitar el cuidado de las crias en animales parentales, a pesar de que en animales sin
experiencia reproductiva esas sefiales guian a la agresion e infanticidio de las crias. Por otro lado, la
estimulacion auditiva causa neuroplasticidad en la corteza auditiva, probablemente para facilitar la
representacion de las vocalizaciones de las crias en el cerebro maternal. Tomando en cuenta que la
actividad neuronal de la VNO después de exposicion a las crias se ve disminuida en ratones padres
en comparacion con ratones virgenes (Tachikaway, Yoshihara y Kuroda, 2013), y también que la
ablacion de la VNO resulta en la disminucién de la agresion y el aumento del cuidado parental, se
considera posible que haya un cambio dependiente del tiempo después de la copula que provoque la
disminucion de la actividad de la VNO con el fin de favorecer el desarrollo del cuidado parental
(Dulac, O"Connell y Wu, 2014).

2.2 Estimulos internos que median el cambio de agresion a afiliacion
Desde los primeros afios de la investigacion acerca de la conducta parental se le ha dado un

enfoque endocrinologico, ya que el entorno hormonal cambia radicalmente en las hembras
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embarazadas y lactantes para apoyar la sobrevivencia de las crias a través del desarrollo de
conductas adecuadas. En las hembras ya se sabe que varias hormonas regulan la conducta maternal
(principalmente el estradiol, la progesterona y la prolactina) y la administracion de esas hormonas en
hembras virgenes guia al cuidado de crias adoptivas (Dulac, O Connell y Wu, 2014). Se han
reportado cambios en los niveles de estradiol, progesterona, PRL y oxitocina, y también en la
expresion de sus receptores durante la lactancia (revisado en Bridges, 2015). Por otra parte, los
machos de especies biparentales también se ven afectados en cuanto a su entorno hormonal y se ha
documentado una disminucion en los niveles de testosterona (T) y corticosterona, mientras que
hormonas como la progesterona (P4) y la PRL generalmente aumentan sus nivels y se correlacionan
con la conducta paterna (Dulac, O"Connell y Wu, 2014).

Respecto a la PRL, se ha reportado un aumento en los niveles circulantes de esta hormona en
machos padres de roedores biparentales que convivian con la hembra-madre y las crias, en
comparacion con machos virgenes, machos con experiencia sexual y machos en convivencia con una
hembra embarazada (Saltzman y Ziegler, 2014). En algunos primates macho no humanos, se
demostrd que los niveles de PRL circulante fluctian elevandose durante el periodo de gestacién y se
elevan aun mas después del parto, cuando los padres estan directamente en interaccion fisica con las
crias (Saltzman y Ziegler, 2014). Este hallazgo se ha documentado también en hombres
interactuando con sus hijos, en los quelos niveles de PRL se encuentran significativamente mas altos
gue en hombres sin hijos (Rilling y Young, 2014).

En contraste, la T tiene una relacion negativa con la conducta parental en machos padres. En
roedores y humanos padres se ha visto que los niveles de T varian durante el embarazo, pero en el
periodo posparto bajan notablemente (Rilling y Young, 2014). En estudios de niveles circulantes de
estrogenos (principalmente E) y P4, se ha visto que sus niveles y la expresion de algunos de sus
receptores en centros cerebrales responsables de la conducta parental varia entre especies y por la
etapa reproductiva de la hembra, asi que todavia no hay resultados concluyentes y globales. Los
niveles de glucocorticoides en machos en espera de ser padres se encuentran elevados en el periodo
medio de la gestacion pero después del parto bajan a niveles fisiologicos (Saltzman y Ziegler, 2014).

En cuanto a los sistemas de neurotransmision, la noradrenalina (NA) es crucial para el inicio y la
formacion de una memoria social-conductual estable, mientras el sistema serotoninérgico participa
en el desarrollo del cuidado parental inervando el area preoptica media (MPOA) y el nucleo del lecho
de la estria terminal (BNST) (véase: 5.3 Las estructuras cerebrales involucradas en la conducta
parental) (Dulac, O"Connell y Wu, 2014). Entre los neuropéptidos mas estudiados en la paternidad se
incluyen la vasopresina (AVP) y la oxitocina (OT). Como en el caso de los estrégenos y la P4, en el
caso de AVP tenemos resultados no concluyentes, debidos a las diferencias entre especies. Este
neuropéptido se ha investigado principalmente en el modelo biparental de los topillos de la pradera y

se ha visto que la densidad de los receptores a AVP Vla en el septo lateral (LS) y en el nucleo lateral
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habenular esta reducida en padres en comparacion con machos en otra etapa reproductiva, ya sean
virgenes o durante el periodo de gestacion. Por otro lado, se ha documentado un aumento en los
niveles de mRNA de AVP en el nucleo paraventricular (PVN) y el nucleo supradptico (SON) del
hipotalamo en machos con experiencia paternal, a pesar de que en el raton de California esos niveles
en el PVN no difieren entre padres y no padres. Un perfil similar se presenta en el caso de OT, donde
en algunas especies biparentales los cambios de los niveles o de la inmunoreactividad a la OT en
ndcleos cerebrales es irrelevante a la paternidad, mientras en otras especies, también biparentales,
tiene relevancia fisiol6gica a la etapa reproductiva (Saltzman y Ziegler, 2014). En cuanto a las
hembras, la OT se considera importante para la iniciacion, pero no el mantenimiento, de la conducta
parental, ya que ratones hembras deficientes de OT no son capaces de amamantar, a pesar de que
en general la conducta maternal no sufre cambios significativos (Dulac, O"Connell y Wu, 2014). En
conclusion, los cambios mas universales y consistentes, ya que se pueden encontrar en varias
especies, son los cambios en los niveles de PRL y de T, mientras los cambios de E, P4, AVP y OT
parecen ser dependientes de las necesidades especificas de cada especie (Saltzman y Ziegler,
2014).

Aunque los machos no se someten al embarazo y la lactancia, se han notado fluctuaciones en el
peso corporal de machos biparentales durante el embarazo de la hembra. Mas especificamente, los
machos de varias especies biparentales suben de peso el ultimo periodo del embarazo, mientras que
bajan de peso después del parto como respuesta al consumo de energia que se requiere para cuidar
de las crias hasta que ellas son independientes de los padres para sobrevivir. Esos cambios en el
peso corporal se relacionan con fluctuaciones en los niveles fisiolégicos de varias hormonas, entre
ellas la PRL, que se ha documentado que causa hiperfagia por acciones centrales y se considera
orexigénica en las hembras gestantes también. Esos hallazgos sugieren que la paternidad es un
proceso de costo energético dependiente del estado hormonal para el macho (Saltzman y Ziegler,
2014).

2.3 Las estructuras cerebrales involucradas en la conducta parental

Estudios hechos en animales han proveido informacion acerca de las estructuras cerebrales que
se involucran en el cambio de la agresion hacia el cuidado; ademas, estudios en machos de especies
biparentales o machos no parentales bajo protocolos de sensibilizacion a crias demuestran que
muchas de las estructuras involucradas en el desarrollo de la conducta materna participan en la
conducta paterna (Bales y Saltzman, 2016). Se ha demostrado que el area predptica medial (MPOA)
y el ndcleo del lecho de la estria terminal ventral (vBNST) son cruciales para el desarrollo de la
conducta materna (Dulac, O Connell y Wu, 2014). EI MPOA monitorea el curso del embarazo
detectando la fluctuaciobn en las concentraciones de hormonas esteroides y, posiblemente, es

responsable del cambio de conducta aversiva a conducta de afiliacion hacia las crias. El mecanismo
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propuesto es que, al recibir la informacién de los niveles de hormonas, el MPOA reprime la actividad
de la amigdala y aumenta la del sistema mesolimbico, para promover la atraccion a los estimulos de
las crias (Dulac, O"Connell y Wu, 2014). El MPOA se considera la estructura clave de la conducta
materna, ya que lesiones en ésta causan la abolicion del cuidado parental e infusiones de PRL,
estrogenos, OT o dopamina en este nucleo hipotalamico de ratas hembras virgenes estimula el
desarrollo de cuidado parental (Rilling y Young, 2014). También, lesiones en el MPOA de roedores
machos de especies biparentales causa déficits en varias conductas relacionadas con el cuidado
parental y abolen el cuidado por sensibilizacion en especies no parentales (ratas), mientras que se ve
un aumento significativo en cFos, que sugiere un aumento en la activacion de esta estructura en
roedores padres después de una interaccidn con la cria en comparacidén con la interacciéon con un
objeto (Bales y Saltzman, 2016). Ademas, el LS y el area predptica participan en la regulacién del
cuidado parental en ambos sexos de especies biparentales y su estimulacion puede resultar en
conducta parental en animales virgenes en diferentes especies. Por ello, se considera que los
circuitos y los mecanismos neuroendocrinos involucrados en esos procesos son conservados y
pueden activarse repetitivamente para obtener conductas sociales, entre ellas la conducta parental
(Dulac, O"Connell y Wu, 2014).

Las estructuras del sistema dopaminérgico mesolimbico participan en el aprendizaje por refuerzo y
especificamente el area tegmental ventral (VTA) participa en la conducta materna, ya que lesiones en
esa area provocan interrupcion del cuidado parental. Ademas, deplecion de la dopamina (DA) del VTA
causa déficits en el acarreo de las crias, indicando que el sistema dopaminérgico participa en la
iniciacion y el mantenimiento de la conducta materna a través de mecanismos de motivacion (Dulac,
O’Connell y Wu, 2014). La DA tiene un papel importante en la regulacién de la motivacion maternal,
ya que la administracién de este neurotransmisor en el MPOA sin otro estimulo hormonal o ambiental
provoca el desarrollo del cuidado parental. El efecto de la DA en las conexiones entre MPOA vy el
sistema mesolimbico, y mas especificamente el VTA, se considera todavia mas importante. La
estimulacion del VTA por la activacién del MPOA provoca la liberacion de DA en el nicleo accumbens
(NAcc), una estructura implicada en la motivacion. EI mecanismo propuesto indica que después del
parto el MPOA activa el VTA directa o indirectamente (a través del nulcleo paraventricular del
hipotdlamo), elevando de esa manera los niveles de DA en el NAcc, guiando asi a la inhibicion del
nacleo palido ventral (VP), que se involucra en la modulacion del movimiento como respuesta a
estimulos de refuerzo (Rilling y Young, 2014).

Por otro lado, la amigdala medial (MeA) forma parte del sistema antagonista a la conducta parental
inhibiendo el cuidado de las crias. La MeA recibe inervacion directa del bulbo olfativo accesorio para
reprimir el cuidado parental e iniciar las respuestas de aversion en ratas hembras virgenes. Asimismo,
otras areas involucradas en conducta de defensa y agresion inhiben la conducta materna, indicando

que la aversion hacia las crias puede compartir el sustrato neurobioldégico con las conductas
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defensoras. Eso resulto en la hipétesis de que existen dos vias competitivas que median activamente
las respuestas de cuidado maternal y la conducta de aversion hacia las crias. La via del VNO parece
facilitar el circuito de aversion y agresion, el cual se silencia al mismo tiempo que el circuito de la
conducta parental se activa por los cambios hormonales y neuromodulatorios y por factores
ambientales (Dulac, O"Connell y Wu, 2014). Investigacion en machos de especies biparentales
mostro la participacion de la MeA en la conducta parental, aunque existen diferencias en la manera
gue se involucra en esos procesos segun la especie (Bales y Saltzman, 2016).

En humanos la investigacion sobre los efectos de la paternidad se enfoca principalmente en
respuestas de actividad cerebral a estimulos de infantes. Estudios de fMRI demostraron que los
padres y las madres expuestas a estimulos visuales (imagenes) de infantes tuvieron mayor activacién
en el sistema limbico (NAcc, VTA y corteza orbitofrontal-OFC), un efecto visto también en sujetos
control (sin experiencia parental), sugiriendo que las caracteristicas de la cara son estimulos
motivacionales que no se someten al control hormonal, al contrario de lo que ocurre en otras especies
de mamiferos. Ademas, el sistema mesolimbico participa en la identificacion del llanto del infante y el
nivel de activacion del VTA en esos casos se relaciona con el estado motivacional de la madre, quiere
decir, madres con depresién en comparacion con madres sin alguna enfermedad mental presentan
bajos niveles de activacién del VTA. Aparte del sistema mesolimbico, se activan también estructuras
como la corteza prefrontal (PFC) y la insula anterior; ésta Gltima participa en procesos empaticos. Un
patron de activacion similar se ha documentado en los padres expuestos al llanto de sus hijos. La
PFC participa en el control de la respuesta emocional negativa al llanto para involucrar a la madre en
una conducta parental sensitiva. Aunque el hipotalamo se considera como una estructura con papel
maestro en la conducta parental en varias especies, en humanos existen pocas investigaciones que
apoyen esta nocién, y se necesitan mas estudios para confirmar la participacion del hipotalamo en
respuestas parentales (Rilling y Young, 2014).

En la Figura 3 se pueden ver las estructuras principales que participan en los circuitos de afiliacion

0 agresion y las conexiones entre si.
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Figura 3: Estructuras involucradas en el cambio de conducta de agresion a conducta de afiliacién hacia las crias. (A) El
sistema cerebral involucrado en el cuidado parental comparte muchas estructuras, principalmente hipotalamicas, con el
sistema de evitacion y agresion hacia las crias (B). Las flechas de linea sélida representan conexiones ya conocidas entre
estructuras de origen que regulan respuestas de las estructuras diana para llevar a cabo las distintas conductas. Las flechas
de lineas discontinuas representan conexiones ya conocidas entre areas cerebrales y que probablemente participen en la
regulacion de distintas partes de la conducta paternal vs la conducta agresiva hacia las crias. AHN: hipotpalamo
anteromedial; AOB: bulbo olfatorio acesorio; BL: amigdala basolateral; BNSTpr: nacleo del lecho de estria terminal, ndcleo
principal; vBNST: nicleo del lecho de estria terminal, ventral; Ce: amigdadala central; DMH: ndcleo dorsomedial del
hipotdlamo; LC: locus coeruleus, Lsd/Lsi: Septo lateral, parte dorsal/Septo lateral, parte intermedia; LSv: septo lateral
ventral; MeA: amigdala medial; MOB: bulbo olfatorio medial; MPOA: area preéptica media; NAc: nlicleo accumbens; PAG:
materia gris periaquadactal; PFC: corteza prefrontal; PMd: nicleo premamilar, parte dorsal PVNm: nucleo paraventricular,
parte magnocelular; PVNp: ndcleo paraventricular, parte parvocelular; Raphe: nicleo de la raphe; VMH: hipotalamo
ventromedial; VP: palido ventral; VTA: area tagmental ventral. Adaptado de Dulac, O"Connell y Wu, 2014.

2.4 PRL y la conducta parental

Aparte de sus efectos en el cambio del estado fisioldgico de distintos sistemas y tejidos durante el
periodo de la gestacion y de la lactancia, parece que la PRL en hembras participa también en la
estimulaciéon de conductas relacionadas con la maternidad. Se ha visto que la PRL en roedores
aumenta el tamafo del MPOA del hipotalamo durante el embarazo (Rilling, 2013), cuya densidad en
PRLRs es alta y se aumenta alin mas durante la lactancia (Dobolyi et al, 2014). Asimismo, la
administracién de PRL directamente en el MPOA de ratas hembras virgenes facilita la aceptacion de
crias adoptivas y elimina los ataques hacia ellas (Rilling y Young, 2014). La infusién de antagonistas
para los PRLRs en el MPOA causo el retraso de conductas relacionadas a la maternidad en ratas
virgenes acondicionadas a crias adoptivas, un hallazgo adicional que fortalece el concepto de un
papel importante de la PRL en la conducta maternal. Es importante notar que ratones hembra
heterocigotos para los PRLRs (PRLR*") demuestran déficits en su conducta maternal (en la prueba de
acarreo y el tiempo de arqueamiento sobre la camada), aunque las ratonas knockout para la PRL

demuestran conductas parciales de cuidado parental posiblemente debido a la presencia de otras
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hormonas con afinidad parcial a los PRLRs , como la PL y la GH (Dobolyi et al, 2014).

Al respecto, el ratbn macho demuestra una conducta estereotipada hacia las crias: los machos
virgenes normalmente atacan las crias, mientras que los machos con experiencia sexual presentan
cuidado parental (Wu et al, 2014). A pesar de esta regla general, hay que mencionar que existen
diferencias entre cepas debido al fondo genético, la domesticacion, la exposicion a las hormonas
gonadales en el periodo periparto, etc. (Lonstein y De Vries, 2000). Tanto en investigaciones donde se
utilizaron rodeadores monégamos biparentales (Gettler, 2014; Saltzman y Ziegler, 2014) como en
estudios con sujetos humanos (Gordon et al., 2010), se ha visto que los niveles de PRL en machos se
aumentan al interaccionar con el producto después del parto. Ademas, los cambios en los niveles de
PRL estan relacionados con la proliferacién celular y la supervivencia celular del hipocampo y de los
bulbos olfatorios en esos roedores. Esta participacién de la PRL no se debe solamente a los olores de
la hembra en gestacion y lactancia, sino principalmente a la interaccién del macho con las crias (Levy,
Gheusi y Keller, 2011). En varias especies biparentales se ha demostrado un aumento en los niveles
circulantes de PRL y en los niveles de PRLRs en el plexo coroideo, aunque manipulaciones
farmacoldgicas de esta hormona no arrojaron resultados que mostraran el deterioro de la conducta
parental (Bales y Saltzman, 2016). Recientemente, Mak y Weiss (2010) demostraron que la
neurogénesis elevada en la zona subventricular (ZSV) y en el DG del hipocampo en ratones macho
con experiencia parental fue mediada por la PRL y esas mismas neuronas participaron en el
reconocimiento y la distincion de sus crias cuando ya eran adultos. Ademas, demostraron la
expresion de conducta parental de parte de los ratones macho utilizando un protocolo de cohabitacion
de la hembra, el macho y las crias .

Los ratones hembra pueden emitir vocalizaciones ultrasonido de 38 kHz para involucrar al macho
en el cuidado de las crias (Dulac, O"Connell y Wu, 2014), una conducta cuyo resultado depende de la
cepa de ratones, de la cohabitacién entre los dos padres durante el periodo del embarazo, de la
presencia de la hembra o las crias, etc (Liang et al, 2014). La mayoria de los datos que proponen un
papel principal de la PRL en la conducta paternal vienen de datos de investigaciones en aves, donde
esta hormona es indispensable para la paternidad. En el caso de los ratones, los datos que se
proporcionan por la bibliografia no son suficientes para apoyar la nocién de que la PRL tiene un papel
principal en la conducta paternal. Sin embargo, es una hormona que participa en aspectos del
cuidado parental y por eso es de interés investigar la relevancia de la PRL en la conducta paternal en
especies de mamiferos. La participacion de la PRL en la conducta parental se ha estudiado
principalmente en aves, de las cuales la mayoria de las especies son biparentales y los machos
demuestran conducta parental espontdneamente. La PRL participa en todas las etapas del desarrollo
parental y su accion se halla en distintas estructuras cerebrales. Por ejemplo, la PRL regula el
compromiso parental y la temperatura de los huevos en incubacién, o controla el periodo de estancia

del padre en el nido en condiciones de escaseo alimenticio en los pinguinos Adélie (Thierry et al,
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2013, Spée et al, 2010). La ventaja de los estudios en ratones es que este tipo de investigacion se
puede efectuar desde varios enfoques, por ejemplo, electrofisiologia, neuroanatomia, biologia
molecular, conducta, etc., que al compararse con sujetos hembra nos dara informacién acerca de las

diferencias y similitudes entre los dos sexos.

2.5 Los topillos como modelo de paternidad natural

El topillo (microtus ochrogaster) es una especie de roedores que se encuentra en Norteamérica,
principalmente en las praderas del centro de Estados Unidos, donde las fuentes de alimento y agua
son escasas. Se propone que justo por ello este animal ha desarrollado una vida social, vive en
grupos y emplea una estrategia de reproduccién monégama, creando vinculos a largo plazo con su
pareja: ambos viajan juntos, comparten el nido y el territorio destinado para la familia. Al parecer no
cambian de pareja incluso en caso de fallecimiento de uno de los dos sin importar el sexo, y ambas
partes desarrollan conductas relacionadas con cuidado parental hacia las crias (Young et al, 2011).
En la naturaleza, los topillos se encuentran en madrigueras comunales o multigeneracionales. En
cautiverio en laboratorios crecen y se reproducen sin problemas, comparten el nido, tienden a pasar
mucho tiempo en contacto fisico uno con el otro; las crias separadas de la familia expresan un nivel
alto de afliccién (distress), y ambos sexos expresan conducta parental espontanea (Insel, Young y
Wang, 1997). Como especie de laboratorio se ha usado principalmente en estudios de monogamia
(sus diferentes etapas, su inicio, desarrollo y mantenimiento) y de sociabilidad, intentando a averiguar
los distintos mecanismos moleculares de esas conductas. La mayoria de las investigaciones se han
enfocado principalmente en dos agentes enddgenos, la OT y la AVP, que aunque actian de manera
diferente en cada sexo parece que median las conductas relacionadas con la monogamia y la
sociabilidad de los topillos. Mas especificamente, se ha descrito una mayor cantidad de AVP (por
medio de AVP-ir o medicién de mRNA para la AVP) en células del BNST, del MeA vy fibras positivas
para AVP en el LS y el hipotalamo lateral (LH) en machos en comparacion con hembras, y también
esa inmunoreactividad parece depender de hormonas gonadales (Aragona y Wang, 2004). Datos
similares se han documentado en el caso de la OT. Sin embargo, se desconoce completamente el
efecto de la PRL en esos procesos, aunque en otras especies biparentales (p.ej. aves) ya se sabe
gue esta hormona media y puede explicar gran parte de las conductas parentales. De hecho, el Unico
estudio publicado acerca de la PRL en topillos es el de Smale, Nelson y Zucker (1988) quienes
estudiaron los niveles de PRL a lo largo del dia en los topillos y encontraron que hay un incremento
en los niveles de PRL en el plasma en animales hembras y machos que se expusieron a dias largos
(mas horas de exposicion a la luz) en comparacion con los que se sometieron a un protocolo de dias
cortos. Sabiendo que la PRL puede participar en los procesos involucrados en la conducta parental
normal, usamos esta especie para estudiar la paternidad natural, la neuroproteccion mediada por la

experiencia paternal y la participacion de la PRL en este proceso.
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3. El hipocampo

El aprendizaje es el proceso de adquisicion de conocimiento, mientras que la memoria es el
proceso de codificacion, almacenamiento y mas adelante recuperacion de dicho conocimiento. El
aprendizaje es crucial para la sobrevivencia de los seres vivos ya que nos permite adaptarnos al
medio ambiente, a través de la adquisicién informacion nueva y habilidades de varios tipos (p.ej.
motores, linguisticas, emocionales). El famoso caso clinico del paciente H.M. indic6 la importancia del
hipocampo en la codificacion y la retencion de informacién que llevan a cabo la formacion de
memorias, dando pauta para experimentar con animales de laboratorio, investigar la funcién de la
formacion hipocampal en su fisiologia y patologia. Los animales lesionados en diferentes areas de
esa estructura tuvieron déficits en la memoria anterdgrada explicita (reconocimiento de objetos,
memoria espacial, etc.) parecidos en calidad a los de H.M., lo cual mostré que el hipocampo es la
estructura clave en procesos de adquisicion de nuevos recuerdos explicitos (Kandel et al, 2000, 1227-
1233).

3.1 Anatomia de la formacidon hipocampal

La formacién hipocampal es una estructura subcortical que recorre el cerebro a lo largo
extendiéndose en forma de C desde los nacleos del septo del prosencéfalo pasando por la parte
dorsal del diencéfalo hasta el I6bulo temporal caudoventricular (Figura 4) (Li y Pleasure, 2014). Se ha
documentado un gradiente de expresion de proteinas y moléculas quimicas de las neuronas a través
del eje longitudinal del hipocampo, tanto como un gradiente de conexiones intracerebrales que guian
a una distincion anatomica entre el hipocampo dorsal, intermedio y ventral y especializacion funcional
entre el hipocampo dorsal (codificacion de memoria espacial y contextual) y ventral (memoria
emocional y conducta relacionada a eventos estresantes) (Basu y Siegelbaum, 2015). La formacion
hipocampal comprende el hipocampo que se divide tradicionalmente en tres areas (CA1, CA2 y CA3),
el giro dentado (DG), el subiculo (S), el presubiculo (PrS) vy el parasubiculo (PaS), que juntos se
agrupan bajo la nomenclatura de complejo subicular, y la corteza entorrinal (EC) (Li y Pleasure, 2014).
La entrada de informacion al hipocampo es la EC que se conecta al DG a través de la via perforante
(via unidireccional). Las células del DG proyectan al CA3 a través de la via unidireccional de las fibras
musgosas. Las células del CA3 inervan a las células piramidales del CAl a través de la via
unidireccional de colaterales de Schaffer. De ahi la informacion pasa al S por donde se dirige al
PrS/PaS, al EC o a regiones corticales. La corteza cerebral inerva la corteza perirrinal a través de la
cual llega a la EC para enviar informacion al hipocampo. Sin embargo, hay conexiones bidireccionales
entre las partes de la formacién hipocampal (entre EC y CAl y entre S y EC) y también conexién
directa entre el EC y CA3 (unidireccional) (Figura 5) (Amaral y Witter, 1995, 450-460).
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Figura 4: Representacion grafica del hipocampo (rojo
y gris oscuro) en el cerebro de la rata. Se puede ver que
el hipocampo comprende una region subcortical grande
en tamafio que recorre el cerebro desde el prosencéfalo

(hipocampo dorsal) hasta el mesencéfalo (hipocampo

ventral).

Via de las fibras musgosas

Excitacion local g o
RS Y ety INhibi local
Colaterales de Schaffer nhibicionfoca

» Excitacion de rango largo
Via perforante *  Inhibicion de rango largo

Figura 5: Representacion de las conexiones excitatorias e inhibitorias de la EC a las distintas areas del hipocampo dorsal
(DG, CA1, CA3). Flecha café: excitacion local de las colaterales de Schaffer; flecha negra: excitacion de rango largo de la via

perforante; linea roja: inhibicién local; linea verde: inhibicion de rango largo. Imagen adaptada de Basu y Siegelbaum (2015).

El DG contiene tres capas organizacionales (Figura 6): la capa molecular (ML) y la capa granular
(GL) que juntas forman una estructura de forma de U o V que envuelve a la capa polimorfica (PL o
CA4). La ML consta principalmente de dendritas de células granulares, en canasta y polimorficas
provenientes de la GL. La GL contiene principalmente células granulares cuyas arborizaciones
dendriticas se extienden hacia la ML y células en canasta, la mayoria de las cuales son interneuronas
GABAérgicas y principalmente se hallan en la parte subgranular de la GL. Por otro lado la PL contiene
una gran variedad de tipos de neuronas aunque las mas destacadas son las células musgosas y las
células fusiformes. Sus dendritas conectan las células de la GL y s6lo rara vez llegan hasta la ML. La
GL inerva la PL por colaterales y también el area CA3 por la via de fibras musgosas (Amaral y Witter,
1995, 451-454).

El area CA3 se divide en cuatro capas distintas (Figura 6): la capa piramidal que comprende todos

los somas de las neuronas piramidales, la capa stratum radiatum que se halla en las areas interiores
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y mas profundas de la capa piramidal donde se encuentran principalmente fibras (colaterales de
Schaffer), la capa stratum lucidum ubicada entre el stratum radiatum y la capa piramidal donde se
encuentran los terminales de las fibras musgosas que proceden del GD, y la capa stratum oriens
exteriormente del stratum lucidum o la region suprapiramidal donde se encuentran las conexiones
asociacionales de CA3 a CA3, las proyecciones comisurales al CA3 contralateral y las conexiones de
las colaterales de Schaffer entre CA3 y CAL. Las areas CAl y CA2 consisten en esas mismas capas
salvo el stratum lucidum (Figura 6), dado que carecen inervacion de fibras musgosas. Superficial al
stratum radiatum se encuentra el stratum lacunosum-moleculare donde terminan los axones de la via
perforante (Amaral y Witter, 1995, 460-464).

Figura 6: Representacion de las distintas capas del hipocampo dorsal. EC: corteza entorrinal; PrS: presubiculo; PaS:
parasubiculo; S: subiculo; so: stratum oriens; sp: stratum pyramidale; sr: stratum radiatum; sl: stratum lucidum; sim: stratum
lacunosum-moleculare; sm: stratum moleculare; sg: stratum granulosum; H: hilo de DG o CA4, DG: giro dentado, SGZ: zona
subgranular. Adaptado de Liy Pleasure, 2014.

La capa piramidal de CA1, CA2 y CA3 consiste en somas de neuronas piramidales (la gran
mayoria) y neuronas en canasta que extienden su arborizacion hasta el stratum lacunosum-
moleculare. La mayoria de los somas encontrados en el stratum oriens, aunque pocas, son
interneuronas y estan considerados parte de circuitos locales (Amaral y Witter, 1995, 460). Las
neuronas inhibitorias del hipocampo llegan a contar entre 10 y 20% del nimero total de las neuronas
excitatorias. Una neurona excitatoria de CAl recibe un promedio de casi 30000 conexiones
glutamatérgicas y 1700 conexiones GABAérgicas en todas sus ramificaciones dendriticas (Basu y
Siegelbaum, 2015).

3.2 CAlintegralainformacion de las distintas vias de inervacion en el hipocampo
La CA1 se considera la principal area de salida de informacion hacia otras estructuras cerebrales y
recibe inervacion de varias regiones de la formacion hipocampal. La EC envia la informacion

directamente a la CAl a través de la via temporoammonica (excitacion de baja eficacia).
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Especificamente, la informacidén sensorial no espacial proviene de la LEC (corteza entorinal lateral) y
la informacion espacial de la MEC (corteza entorinal media). Las células de las capas Il y lll de la EC
se llaman células de red (grid cells), cuyos patrones de disparo se activan en una matriz hexagonal
gue representa el espacio bidimensional. Un disparo diferencial entre poblaciones de neuronas de red
crea una interferencia que se traduce como informacion precisa en una neurona de lugar (place cell)
en la CA1 del hipocampo. No obstante, la entrada de informacion de la EC a la CA1 puede realizarse
a través de la via perforante (excitacion de alta eficacia), que es bien estudiada y caracterizada. La
EC contacta al DG a través de la via perforante, de ahi las células contactan a la CA3 a través de la
via de fibras musgosas para llegar al SR (stratum radiatum) de la CA1 usando la via de colaterales de
Schaffer (Figura 4). Por otro lado, las neuronas de CA2 proveen inervacion directa a las neuronas de
CALl, transfiriendo informacién de la inervacion directa de la EC a sus dendritas distales (inervacion
de alta eficacia) e indirectamente, a través de la via de colaterales de Schaffer, a sus dendritas
proximales (inervacion de baja eficacia) y por la inervacion directa de la via de fibras musgosas,
aungue ésta Ultima no tiene alto nivel de eficacia (Basu y Siegelbaum, 2015).

Como la CA1l recibe inervacion directa de varias areas/estructuras distintas de la formacion
hipocampal, se considera el area de integracion de informacion, un proceso que se ha propuesto que
se lleva a cabo comparando los distintos inputs. Varias teorias existen acerca del tipo de integracién
de informacién, algunas proponiendo que la comparacion realizada por la CALl es entre estimulos ya
codificados y novedosos o comparaciéon temporal debida al retraso de las sefiales recibidas por
distintas rutas de inervacion (inervacion directa de la EC e inervacion indirecta de CA3 y CA2) (Basu y
Siegelbaum, 2015).

3.3 Funcion electrofisioldgicay plasticidad en el hipocampo

El aprendizaje requiere la asociacion de informaciones provenientes de distintas &reas cerebrales
gue actien simultaneamente o cooperen mientras se procesan las experiencias sensoriales o durante
el reprocesamiento de las representaciones internas, un procedimiento que se realiza a través de
cambios plasticos en las conexiones sinapticas y las funciones celulares que permiten la formacion de
ensambles celulares interconectados (Basu y Siegelbaum, 2015).

La fuerza de las conexiones corticohipocampales depende de la plasticidad dependiente de la
actividad neuronal, que se refiere a la regulacién de la fuerza de una sinapsis modulada por distintos
patrones de actividad durante largos periodos de tiempo. Esa plasticidad La plasticidad
homosinaptica fue descrita por Donald Hebb el 1949: “Cuando el ax6n de una célula A esta lo
suficientemente cerca de una célula B para poder excitarla y participa repetida y persistentemente en
su disparo, ocurre algun proceso de cambio metabdlico o de crecimiento en una o ambas células asi
que la eficiencia de A, como una de las células que dispara la B, se incremente”. Esta forma de

plasticidad Hebbiana es la base de la potenciacion a largo plazo (LTP), que se refiere a un aumento
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de larga duracion en la fuerza de la transmisién excitatoria en una sinapsis como respuesta a un
estimulo grande (tétano). La LTP Hebbiana depende de la actividad de los NMDARs, los cuales en
condiciones de potencial de reposo negativo estan bloqueados por un ion de Mg* y requieren la
despolarizacion de la membrana aparte de la presencia del neurotransmisor glutamato para poder
activarse. El glutamato al unirse a los AMPARs causa la despolarizacion de la membrana, la cual
provoca la expulsion del Mg®* del poro del NMDAR y permite la entrada de Ca®* al interior de la
célula, activando de esa manera varias vias de sefializacion. (Kandel et al, 2000, 1254-1264).

Hay diferentes procesos plasticos que ocurren en el hipocampo, aparte de la LTP, y de los mas
estudiados son: la neurogénesis en la capa granular del DG y la sinaptogénesis. No obstante, hay
otros procesos que también implican plasticidad en el cerebro, como el cambio en los niveles de
receptores en cierta estructura (p.ej. aumento en la densidad de PRLRs en varios nucleos
hipotaldmicos durante la lactancia), o la produccion de neuromoduladores y/o neurotransmisores,
COmMo respuesta a ciertos eventos (p.ej. baja en la produccion de dopamina en el sistema mesolimbico
en personas adictas a sustancias psicoactivas). Estos cambios ocurren como respuesta a estimulos
externos (p.ej. aprendizaje) e internos (p.ej. accién de hormonas, insultos y trastornos).

Amplia literatura en los campos del aprendizaje, la memoria y la interaccion social documenta la
neuroplasticidad causada por la experiencia y las hormonas sexuales en roedores machos (revisiones
indicativas: Frick et al, 2015; Hamson, Roes & Galea, 2016; Mahmoud, Wainwright & Galea, 2015).
Sin embargo, pocos estudios se centran en interacciones paternales. La paternidad representa un
entorno complejo y enriquecido por las sefiales externas proporcionadas por las crias y la madre. Se
sabe que los ambientes enriquecidos afectan sustancialmente la funcion cerebral de varias maneras.
En particular, los animales que se expusieron a ambientes enriquecidos antes de una lesion, son mas
resistentes al dafio hipocampal, con un aumento concomitante en la tasa de neurogénesis y

resiliencia a la muete celular (Young et al, 1999).

3.4 El hipocampo en la maternidad y paternidad

El cerebro de la hembra se somete a cambios funcionales y estructurales por la experiencia
reproductiva, los estimulos sensoriales de las crias, el cambio del entorno hormonal, etc., resultando
en modificaciones de varias conductas con el fin de apoyar la sobrevivencia de las crias. Los cambios
mas robustos y estudiados se han documentado en regiones del hipotalamo y del sistema limbico, ya
que la mayoria de los nucleos y las estructuras que llevan a cabo la expresion, el desarrollo y el
mantenimieto de la conducta materna se hallan en esos sistemas. Sin embargo, el hipocampo se ha
estudiado también en esa condicion de neuroplasticidad fisiolégica, porque es una estructura clave
gue participa en funciones y conductas de planeamiento y estrategias de proveer recursos
metabdlicos a las crias (Kinsley y Amory-Meyer, 2011).

Estudios con animales de laboratorio han demostrado un aumento en la expresion de IGF (insulin-
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like growth factor) en el HP de lactantes en comparacion con hembras virgenes o nuliparas. Se ha
visto que la IGF participa en varios procesos mnemonicos mejorando el desempefio de los animales
en pruebas de memoria. Asimismo, se ha visto un aumento significativo en los niveles de sinucleina
en el hipocampo de animales lactantes, una proteina implicada en patologias y cambios fisiol6gicos
relacionados con la edad. Ese hallazgo se supone que refleja el alto nivel de reorganizacion y
desarrollo que ocurre en el cerebro materno. El hipocampo de la rata lactante es resistente a dafios
excitotoxicos (Monasterio et al, 2014), probablemente por la accion directa de hormonas de la
lactancia en el hipocampo, o/y por la disminucion de la expresion de proteinas relacionadas a la
neurodegeneracion (p.ej. APP). Se ha demostrado que la actividad excitatoria en el hipocampo de las
hembras lactantes, relacionada a la LTP, se aumenta, aunque no se sabe si esta modulacién prosigue
después del destete. También, se conoce un aumento en la expresién del gen de la calmodullina
(CaM), una molécula involucrada en el establecimiento de la LTP en el hipocampo, que podria mediar
el aumento de la transmisién excitatoria. Todos estos hallazgos apoyan los resultados obtenidos en
pruebas conductuales de varios tipos de memoria, que demuestran una mejora en la memoria
espacial y olfativa, en el reconocimiento de objetos y en la memoria de planeaciéon o prospectiva
(prospective memory) que involucra procesos de anticipacion de recursos en el futuro en un medio
ambiente dado (Kinsley y Amory-Meyer, 2011).

El cuidado paternal, como no es tan comun en el reino animal (véase: Conducta parental), no se
ha estudiado tan extensivamente como el cuidado maternal y ain menos los cambios plasticos que
ocurren en el hipocampo en funcién a este cambio conductual. Sin embargo, hay unos pocos estudios
gue demuestran que el hipocampo es una de las estructuras cerebrales que se maodifica en machos
con experiencia paternal durante el periodo posnatal. En un estudio en ratones mondégamos de
California que expresan cuidado paternal espontaneamente, se evalud la activacion del hipocampo
mediante la expresion de c-fos en funcién a la memoria espacial relacionada con las habilidades de
forraje en una prueba de laberinto de tierra seca, que se considera de importancia primordial durante
el periodo posnatal. Los padres tuvieron significativamente menor latencia para acercarse al cebo
(premio de comida) escondido en el laberinto seco comparada con los grupos control y una respuesta
mucho més especifica a lo largo de las pruebas (quiere decir, se acercaban especificamente al lugar
donde estaba el cebo y, una vez aprendido el lugar, no probaban diferentes lugares). Ademas,
expresaron significativamente mayor niumero de células positivas para c-fos, en comparacion con los
grupos control, en las areas CAl, CA3 y DG del hipocampo, con mayor efecto en el area CAl
(Frannsen et al, 2011). En otro estudio usando la misma especie, los padres demostraron menor nivel
de ansiedad en una prueba del laberinto en T en comparacion con los controles, y este efecto se
acompafié de un aumento en el nimero de espinas dendriticas de la capa granular del DG y de las
dendritas basales del CA1 (Glasper et al, 2016). Hyer et al (2016) evaluaron la ansiedad en ratones

de California en funciobn a la neurogénesis, se confirmé que la ansiedad de los sujetos con
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experiencia paternal es de mas bajo nivel comparada a sus controles, aunque los niveles de
neurogénesis no cambiaron durante los primeros 16 dias posparto. Sin embargo, la supervivencia de
esas nuevas células se mantuvo a lo largo del periodo experimental mientras los sujetos controles
sufrieron una pérdida significativa en esas nuevas células. Ademas, en el DG de los padres hubo un
aumento significativo en el nimero de células positivas para BrdU (marcador de proliferacion celular)
colocalizadas con el marcador neuronal TuJ-1 en comparacion con el grupo control, demostrando que
la paternidad puede afectar la neurogénesis, la supervivencia y la diferenciacion celular en el
hipocampo (Hyer et al, 2016). En contraste, otra investigacion que evalud la neurogénesis en el DG
de la misma especie, encontré una reduccion significativa en las células positivas para BrdU en dicha
region en padres y parte de esas nuevas células fueron positivas para el marcador de neuronas
NeuN, aunque el nimero de células que coexpresaban ambos marcadores no fue diferente entre los
padres y los controles. Esta reduccion en la taza de neurogénesis no cambié la funcionalidad del
hipocampo, al medirse en una prueba de reconocimiento de objetos (Glasper et al, 2011). En los
topillos de la pradera, una de las especies mondégamas mas estudiadas en el caso de la paternidad,
se documentd una reduccién en las células positivas para BrdU en el DG de los padres en
comparacion con los controles (Lieberwirth et al, 2013). Sin embargo, hay que notar que el protocolo
de administraciéon de BrdU en este Ultimo estudio se llevdé a cabo antes del apareamiento de los
sujetos, indicando que la correlaciébn entre neurogénesis y paternidad en este caso deberia de

tomarse con precaucion.

4. Excitotoxicidad

El glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC que participa en la
generacion de la LTP (véase: 3.3 Funcion electrofisiolégica y plasticidad en el hipocampo). Se acopla
a tres distintas clases de receptores: los receptores AMPA, los NMDA (N-methyl-D-aspartate
receptors) y los receptores a kainato (Bortolotto et al, 2005). Los AMPARs se forman por cuatro
subunidades (GluR1-4); las subunidades mas potentes son las GluR1, 3y 4 (Lau y Tymianski, 2010).
Existen cinco subunidades de los receptores a kainato: GIuR5, GIuR6, GIuR7 (de baja afinidad), KA-1
y KA-2 (de alta afinidad) (Pinheiro y Mulle, 2006). Al activarse, tanto los AMPARs como los KARs
despolarizan la membrana y permiten que se elimine el Mg®* del canal de los NMDARSs.

La excitotoxicidad por Glu es una condicion en la cual el glutamato extracelular en exceso causa
disfunciones y degeneracion. Se ha visto que tal condicién se puede generar con inyeccién de Glu u
otros agentes que se acoplan a los receptores glutamatérgicos (NMDARs, AMPARs y KARS). Sin
embargo, también se ha visto en estados patolégicos del SNC, como insultos agudos (trauma
cerebral, infartos etc) (Lau y Tymianski, 2010) o enfermedades crénicas neurodegenerativas

(esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
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Huntington, isquemia e infarto) (Miladinovic, Nashed y Singh, 2015). La presencia de excitotoxicidad
en enfermedades del SNC indica la importancia de este evento celular en un amplio abanico de
patologias. Se ha comprobado que en isquemia y lesiones trauméticas del cerebro, en varios modelos
experimentales, se produce neurodegeneracion y altos niveles de glutamato extracelular en diferentes
regiones del cerebro, indicando la presencia de eventos excitotoxicos. La neurodegeneracion en esos
modelos se puede controlar con la administracion de antagonistas a receptores de glutamato (Lau y
Tymianski, 2010).

La excitotoxicidad por glutamato se produce por altos niveles de Ca®* intracelular y causa
disfuncion mitocondrial aguda, la cual resulta en masiva pérdida de energia. Se demostré que el flujo
del Ca*" a través de los NMDARs determina la neurodegeneracién y no la cantidad de Ca?* en el
entorno extracelular (Tymianski et al, 1993). Otras investigaciones han propuesto que el Ca*
intracelular se secuestra por las mitocondrias, un hecho que puede guiar a acidosis metabdlica (un
exceso de acidos que afecta de manera negativa los procesos metabdlicos) y generacion de especies
reactivas de oxigeno por la disfuncién mitocondrial. Aparte del dafio mitocondrial, los altos niveles de
Ca®" pueden estimular la activacién de la sintasa de acido nitrico y de proteasas sensibles al Ca?*.
Una de las caracteristicas de la excitotoxicidad es la produccién de 6xido nitrico sintasa neuronal
(nNNOS) que parece ser responsable de la neurodegeneracion causada por excitotoxicidad, ya que en
animales KO para la nNOS tratados con compuestos excitotéxicos no sufren de neurodegeneracion.
El NO tiene varios blancos intracelulares que llevan a cabo la fragmentacién del DNA y la muerte
celular. Otra consecuencia de la excitotoxicidad es el aumento en la cantidad de especies reactivas
de oxigeno en las mitocondrias por un exceso de Ca?*, provocando el deterioro de los mitocondrias.
Ademas se pueden acoplar a otros radicales en el citoplasma produciendo potentes oxidantes (Lau y
Tymianski, 2010). La muerte celular en estas condiciones involucra varias vias de sefializacion que
guian no solamente a necrosis, sino también a mecanismos apoptéticos y a autofagia (Wang y Qin,
2010).

4.1 Excitotoxicidad por acido kainico (KA)

El &cido kainico (KA) se aislé de una alga marina en 1953 y en los afios 70 se comprobd su efecto
en el sistema nervioso central (CNS) de mamiferos después de investigaciones en especies de
laboratorio (ratas), a través de las cuales se indicO la presencia de receptores especializados para
esta sustancia. En los afios 90 se clonaron las subunidades de los receptores a kainato y se
caracterizd su afinidad al KA (Pinheiro y Mulle, 2006). EI KA se ocupd para generar modelos
experimentales de epilepsia del l6bulo temporal (temporal lobe epilepsy-TLE) desde antes de la
caracterizacion de los receptores a kainato, ya que los efectos conductuales de la administracion
sistémica o central de KA simulan los del TLE, generando actividad epileptiforme en el CA3 del

hipocampo, que es el area hipocampal con mayor densidad a receptores a kainato, y llevando a cabo
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la neurodegeneracion en el hipocampo y el sistema limbico (Vincent y Mulle, 2009).

Los receptores a kainato son proteinas transmembranales que forman un poro, con un dominio
terminal N extracelular, un dominio “p-loop” que se hunde en la membrana celular y uno terminal C
intracelular. Son receptores permeables a cationes que se activan en muy bajas concentraciones de
kainato. Las subunidades forman tetrameros intramembranales y se someten a empalme alternativo
(alternative splicing) (excepto las KA-1 y KA-2); ya se han descrito varias subunidades empalmadas,
que difieren entre si en el terminal intracelular C. La distribucion y abundancia de los subtipos de los
receptores a kainato en el cerebro varian segun la region, y tanto la potencia del agente agonista
como las propiedades rectificantes de la permeabilidad a Ca* dependen de la combinacién de las
subunidades (Pinheiro y Mulle, 2006).

Los receptores a kainato una vez activados causan la despolarizaciéon de la membrana de la
neurona postsinptica o permiten la activacion de receptores en la densidad postisinaptica (NMDARS)
gue provoca la induccién de la corriente eléctrica al interior (inward) como se puede observar en
neuronas piramidales del 4rea CA3 del hipocampo, en concentraciones de kainato desde 100 nM
(Pinheiro y Mulle, 2006), provocando los efectos de excitotoxicidad en los procesos celulares y
moleculares de la célula (véase: 3. Excitotoxicidad). Recientemente, se documentd la induccién de
LTP en CAL por activacion de los KARs postsinapticos, de manera independiente de la activacion de
los NMDARSs. Este efecto se dio por acciones metabotrépicas, que llevaron a cabo la activacién de
PKC y consiguiententemente se observé un aumento en el Ca®* intracelular. Este facilité el aumento
del largo de los procesos y del tamafio de las cabezas de las espinas dendriticas, indicando que esta
accion puede causar cambios plasticos en el hipocampo (Petrovic et al, 2017).

En el caso de la excitotoxicidad por KA, se ha documentado que se afectan directamente las
neuronas, con un aumento en el estrés en y la fragmentacion de la membrana del reticulo
endoplasmico, la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS
respectivamente), la acumulacion de Ca*" intracelular, que constituyen el perfil de estrés oxidativo que
lleva a la disfuncion mitocondrial y la consiguiente fragmentacién del ADN. El KA provoca la activacion
de los astrocitos y el fenotipo caracteristico de la astrogliosis con niveles aumentados de la proteina
acida fibrilar glial (GFAP), promoviendo el estrés oxidativo y la produccion de moléculas
proinflamatorias y factores de crecimiento que van a actuar sobre la fase aguda de la inflamacién. El
KA causa la activacion de la microglia, actuando directamente a sus receptores o indirectamente a
través de los productos inflamatorios de los astrocitos. La microglia activada secreta agentes
proinflamatorios, moléculas citotdxicas, quimioquinas, ROS y RNS, que contribuyen a la muerte

neuronal y la inflamacion del tejido cerebral (Zheng et al, 2011).
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5. PRL y neuroproteccion

La neuroproteccion es la preservacion relativa de la funcionalidad y estructura de las neuronas que
ocurre por medio de agentes exdgenos o mecanismos enddgenos, para prevenir el dafio cerebral por
insultos vigentes o futuros (Casson et al, 2012). Varios compuestos naturales y artificiales se estudian
por sus propiedades neuroprotectoras, entre éstos hormonas como la PRL.

Se ha demostrado previamente que la PRL tiene un impacto importante sobre el SNC donde
puede actuar como un agente neuroprotector o mas aun como un mecanismo de reparacion después
de lesiones (Gregg, 2009; Mdderscheim et al, 2007; Reyes-Mendoza y Morales, 2016). La mayoria de
los estudios sobre neuroproteccion han caracterizado el efecto de PRL en sujetos femeninos, ya sea
virgenes, o durante y después de la experiencia reproductiva, con el fin de determinar el efecto
relativo de esta hormona, y asociar esta accién con la plasticidad del cerebro materno desde un punto
de vista evolutivo. Como los niveles de PRL se aumentan naturalmente durante la gestacién y la
lactancia participando en diferentes aspectos de esos procesos dinamicos y plasticos (crecimiento de
la glandula mamaria, osmorregulacion del liguido amniético, produccion de la leche materna,
promociéon de conducta materna, etc) en los primeros modelos experimentales sobre su accién en
neuroproteccién se emplearon sujetos femeninos. La gestacién es una condicién que permite muchas
modificaciones fisioldgicas y promueve la plasticidad cerebral. Se ha comprobado la remielinizacion
en modelos experimentales de esclerosis multiple en ratas y ratones hembra embarazadas, y ese
proceso se debe parcialmente a la PRL (Gregg, 2009). Cabrera et al (2013) demostraron que la
activacion de los astrocitos y la microglia en el hipocampo después de inducir excitotoxicidad por KA
en ratas lactantes fue menor que en ratas virgenes, alcanzando los niveles de la condicion control
(inyectadas con vehiculo). EI mismo grupo de investigacion mostré6 que la PRL exdgena puede
disminuir la neurodegeneracion causada por excitotoxicidad previniendo el dafio visto en animales
gue no se trataron con PRL (Morales et al., 2014). Asimismo, el tratamiento con PRL disminuyé la
muerte celular facilitando la supervivencia celular en el hipocampo después de dafio causado por
excitotoxicidad en ratas hembras virgenes ovariectomizadas o intactas (Tejadilla et al., 2010). Todos
esos resultados indican un papel neuroprotector de la PRL en el SNC, asi que podria ser un objetivo
farmacologico para muchas enfermedades o insultos externos. Aparte de eso, multitud de agonistas
dopaminérgicos se usan en varias condiciones, como la enfermedad de Parkinson, afectando también
los niveles de la PRL (Winkler et al, 2002), y posiblemente su accién neuroprotectora. Sin embargo,
para su potencial uso terapéutico, se requiere determinar si los efectos protectores de la PRL son
universales y conocer sus efectos en el SNC de sujetos del sexo masculino, donde al parecer podria
tener una accion similar que en hembras, por Io menos en cuanto a la proteccién de neurogénesis

(Torner et al., 2009) la proliferacion celular y aspectos de la conducta parental (Mak, Weiss, 2010).
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CAPITULO II: Planteamiento del problema

1. Preguntas de investigaciéon

a) ¢ Como se encuentran los niveles de PRL en el hipocampo de ratones macho con experiencia
reproductiva o de ratones macho con experiencia parental y segun la expresion de la conducta
parental después de una lesion excitotoxica?

b) ¢La administracion crénica de PRL exdgena antes de una lesién excitotoxica ejercera efecto
neuroprotector en el hipocampo de ratones macho virgenes?

c) ¢Cudles vias de sefalizacién intracelular estan implicadas en procesos protectores en el
hipocampo de ratones macho con experiencia parental y segun la expresion de la conducta parental o
a ratones virgenes tratados con PRL exdégena?

d) ¢Los niveles proteicos de las vias de sefializacion relacionadas con los PRLRs cambian en el
hipocampo de ratones macho con experiencia paternal durante la primera semana posparto?

e) ¢Los efectos vistos en los experimentos de paternidad se deben a pistas sensoriales emitidas
por parte de las crias?

f) ¢Qué pasa en el hipocampo de padres de una especie biparental sometidos a dafio
excitotoxico?

Mediante la realizacibn de experimentos que contesten estas preguntas, podemos evaluar el
efecto protector de la PRL exdgena en machos virgenes ante una lesién en el tejido cerebral, asi

como la influencia de la experiencia paternal en la neuroproteccién del cerebro de machos.

2. Hipétesis

1) La experiencia paternal ejercera un efecto neuroprotector en el hipocampo de ratones macho
sometidos a excitotoxicidad por acido kainico.

2) La administracion créonica de PRL exdégena en ratones macho antes de provocar
excitotoxicidad usando &cido kainico, protegera el hipocampo contra la neurodegeneracion

consiguiente.

3. Objetivos de investigacion

a) Determinar la magnitud de la lesién en el hipocampo al provocar excitotoxidad por medio de
administracién intracerebroventricular —i.c.v.- de KA en ratones macho con o sin experiencia paternal.
Para este objetivo ocuparemos el modelo de ratones C57BL/6J y CD-1.

b) Determinar el efecto neuroprotector de la PRL administrada exdgenamente en el hipocampo de
ratones macho tratados con vehiculo o KA (i.c.v.), midiendo la magnitud de la lesion en el hipocampo.
Para este objetivo ocuparemos el modelo de ratones CD-1.

¢) Determinar los niveles de PRL en el hipocampo de los ratones macho por medio de Western
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Blot. Para este objetivo ocuparemos el modelo de ratones CD-1.

d) Determinar la participacién de distintas vias de sefalizacion intracelular, relacionadas con los
PRLRs, en procesos neuroprotectores en el hipocampo de machos con experiencia paternal o de
machos virgenes tratados de manera crénica con PRL exdgena, después de una lesion excitotdxica.
Para este objetivo ocuparemos el modelo de ratones CD-1.

e) Determinar la participacion de distintas de vias de sefializacién intracelular relacionadas con los
PRLRs en ratones macho con experiencia paternal en la primera semana posparto. Para este objetivo
ocuparemos el modelo de ratones CD-1.

f) Determinar si los efectos de la paternidad se deben a pistas sensoriales emitidas por parte de las
crias. Para este objetivo ocuparemos el modelo de ratones CD-1.

g) Determinar si la posible neuroproteccion ejercida por la paternidad en ratones puede ocurrir en
un modelo de paternidad natural y si ésta se media por acciones de la PRL, usando el modelo de los

topillos de la pradera.

4. Larelevancia e impacto del proyecto propuesto en el area de estudio

Los experimentos realizados en este trabajo de tesis generaron conocimiento sobre los niveles de
PRL en el SNC en ratones macho, y sobre el papel de la experiencia reproductiva en la posible
resistencia del hipocampo del macho ante las lesiones por excitotoxicidad, como hemos documentado
qgue ocurre en la hembra. Asimismo, se determind que el tratamiento con PRL exdgena sirvio como un

mecanismo neuroprotector en machos virgenes.
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CAPITULO Ill: Metodologia

1. Animales y Disefio Experimental

Se usaron ratones macho adultos de 2 meses de edad de las cepas C57BL/6J y CD-1. Al principio
del proyecto se usaron ratones C57BL/6J, con base en el trabajo realizado por Mak y Weiss (2009),
donde se demuestra que los PRLRs participan en aspectos de la conducta paternal. Los autores
reportan un porcentaje de 100% de expresion de la conducta paternal. Sin embargo, en nuestros
experimentos no obtuvimos mas que 1/20 padres con conducta paternal, la cual, incluso, fue parcial.
También, la administracion de KA no produjo un dafio estadisticamente significativo, por lo cual se
decidi6 usar la cepa CD-1, que si expresa conducta parental en porcentajes mas altos que los
C57BL/6J y también es sensible al KA. Estos hallazgos se discuten en la seccion de discusion. En la
Figura 7 se encuentra la representacion esquematica del disefio experimental para todos los grupos.

Para los experimentos de paternidad los animales fueron divididos aleatoriamente en tres grupos:
a) ratones macho alojados en la misma caja que la hembra desde el apareamiento, durante el
embarazo y hasta un periodo de 48 horas después del parto (dia posparto 2 —PPD2) para los
C57BL/6J (N=3) y 7 dias posparto (PPD7) para los CD-1 (N=9), tratados con KA el dia PPD3 o PPD8
respectivamente, para estudiar el efecto de la interaccion con las crias y la madre en la
neuroproteccion del hipocampo (grupo de experiencia parental —P); los ratones CD-1 del grupo P se
dividieron en PR o PNR, segun la expresion de la conducta paternal como esta se evalué en la
prueba de acarreo (véase seccion “Conducta parental”), b) ratones macho alojados en la misma caja
con la hembra desde el apareamiento, durante el embarazo e incluyendo el dia de parto (hasta el dia
PPDO), tratados con KA el dia PPD1 (N=3 para los C57BL/6J y N=9 para los CD-1), para estudiar el
efecto de la exposicion al embarazo como una condicion externa que podria afectar la
neuroproteccién (grupo de experiencia del embarazo —EMB), y ¢) un grupo de controles (C), ratones
macho virgenes alojados individualmente tratados con KA o SAL (N=3 para los C57BL/6J y N=9 para
los CD-1) (véase seccion “Inyeccion intracerebroventricular”) (Figura 7A).

Para determinar si los niveles proteicos de las vias de sefalizacion intracelular relacionadas a los
PRLRs cambian en ratones macho con experiencia paternal durante la primera semana posparto,
usamos ratones macho CD-1 que se cruzaron con hembras, se alojaron junto con la hembra durante
todo el embarazo, el parto y hasta los dias posparto: a) PPD1 (grupo P-PPD1, N=4), b) PPD4 (grupo
P-PPD4, N=4), y c) PPD7 (grupo P-PPD7, N=4). No se evalué la conducta paternal en ninguno de
estos grupos). El razonamiento para elegir esos dias posparto fue obtener mediciones en diferentes
tiempos que fueran representativas para la primera semana posparto. El grupo control (C, N=4)
fueron ratones macho de la cepa CD-1, virgenes que no se sometieron a ninguna manipulacion.
Todos los animales se sacrificaron con decapitacion rapida para obtener tejido fresco y sangre, entre

las 10 am y las 12.00 pm (Figura 7B).
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Para evaluar si la neuroproteccion del hipocampo se debe a pistas sensoriales emitidas por las
crias, un grupo independiente de ratones virgenes machos de edad adulta (N=4) se expuso a tres
crias recién nacidas (grupo Sensibilizacién). Las crias eran de edad del dia posparto 1 a 8 -PPD1 a
PPD8. Los ratones se alojaron individualmente y se expusieron a tres crias, que estaban dentro de
una malla, durante dos horas por dia, por siete dias consecutivos, y una exposicion continua de 24 h
los dias 7 a 8. Los ratones se eligieron aleatoriamente para cada macho y no eran siempre de la
misma camada. Sin embargo, hay que notar que el dia 1 de sensibilizacion se usaron crias de PPD1,
el dia 2 crias de PPD2 hasta el dia 7-8 que se usaron crias de PPD7-8. El fin de este protocolo de
sensibilizacion, era simular los estimulos emitidos por las crias durante la primera semana posparto,
como en el caso de los ratones macho paternales del grupo P. Después de la Gltima sesion, se evalud
la conducta parental con la prueba de acarreo. Los ratones se evaluaron como Retrievers (Rs si
acarrearon las tres crias), Atacantes (si atacaron a las crias) o Non-Retrievers/Non-Attackers (NR/NA-
si no desarrollaron ninguna de las dos conductas). Enseguida de la prueba de acarreo, el dia de
exposicion 8, se sometieron al tratamiento i.c.v. y los ratones adultos se sacrificaron 48 h después de
la cirugia (Figura 7C).

Para los experimentos de paternidad natural se utilizaron topillos de la especie microtus
ochrogaster, adultos (entre 4 y 5 meses de edad), alojados en grupos de dos a tres animales por jaula
(grupo C, N=3), o en pareja (un macho alojado con una hembra) durante todo el embarazo (grupos
EMB y P) hasta el dia de la cirugia para la induccién de excitotoxicidad (P1 y P8 para los grupos EMB
y P respectivamente, N=3 por grupo). Se evalud la conducta paternal en los topillos del grupo P,
durante la fase de luz (entre las 10 am y las 2 pm), ya que estos animales son diurnos. Todos los
animales fueron alojados en el Bioterio del INB-UNAM, sometidos a un ciclo de oscuridad-luz de 12
horas (luz de las 8 a.m. hasta las 8 p.m.), en temperatura y presion atmosférica estables y tuvieron
acceso al alimento y al agua ad libitum. Los grupos experimentales corresponden a los de los
experimentos con los ratones. Después de la cirugia los animales se alojaron individualmente (un
topillo por jaula) por 48 h hasta el sacrificio (Figura 7A).

Para determinar los efectos neuroprotectores de la PRL (Figura 7D), ratones C57BL/6J (N=3) y
CD-1 (N=5) se alojaron individualmente y se asignaron aleatoriamente a uno de los tres grupos
siguientes: a) el grupo control (C), en el que los animales no recibieron ninguna manipulacion por
siete dias, hasta el dia de la lesion neurotodxica, b) el grupo tratado con solucién salina (CSAL), en el
que los animales fueron tratados con 100 pl de solucion salina 0.9% (SAL) con una inyeccioén s.c.
durante siete dias consecutivos antes de la lesion, y c) el grupo tratado con PRL (CPRL), en el que
los animales se trataron con 100 ul de PRL (8 ug de PRL ovina (PRL0)/100 pl SAL) durante siete dias
consecutivos antes de la lesion. La dosis se eligio con base en resultados sobre los efectos

neurogénicos de PRL en el DG de ratones estresados (Torner et al, 2009).
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Todos los animales fueron alojados en el Bioterio del INB-UNAM, sometidos a un ciclo de
oscuridad-luz de 12 horas (luz de las 8 p.m. hasta las 8 a.m.), en temperatura y presion atmosférica
estables y tuvieron acceso al alimento y al agua ad libitum. Todos los experimentos se realizaron en
concordancia con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. El protocolo experimental fue
aprobado por el Comité de Bioética del INB-UNAM (#049). Los cadaveres y los residuos biologicos se
dispusieron segun la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-1995. En la figura 7 se puede ver la
representacion esquematica del disefio experimental para todos los grupos.

2. Conducta parental

Para determinar la conducta parental se utilizé el protocolo de acarreo de crias descrito por
Lonstein y Fleming (2002) con pocas modificaciones. Brevemente, en el dia P3 y P8 para los
C57BL/6 y los CD-1 respectivamente (antes de la cirugia y la administracion de KA) la hembra y el
macho se removieron de la caja de alojamiento y se alojaron juntos en una nueva caja por cinco
minutos, cinco crias de la camada se apartaron en el lado opuesto al rincén del nido. Al final de los
cinco minutos de espera el macho se movi6 a la caja de alojamiento, en el nido (punto de inicio), y de
ahi tuvo la oportunidad de moverse libremente en la caja para acarrear las crias hasta el nido en un
periodo maximo de 10 minutos. Las sesiones se grabaron en video y se anot6 el nUmero de crias
acarreadas y la latencia al colectar la primera cria, asi como la latencia de acarreo de las otras cuatro
crias con respeto a la latencia de acarreo de la cria anterior. Conforme las normas de uso de
animales de laboratorio, la prueba termina inmediatamente en caso que el macho ataque a las crias.
Todas las pruebas se realizaron durante la fase de oscuridad entre las 08.00 a.m. y 12.00 p.m. en el
cuarto oscuro de conducta de ratones del Bioterio del Instituto de Neurobiologia.

Con el fin de determinar como los machos padres se comportaban interactuando con la camada y
la hembra-madre y si desarrollaron otras conductas relacionadas con el cuidado parental, empleamos
la grabacion de una hora continua, donde los padres estaban en la caja de alojamiento junto con las
crias y la madre el dia PPD4. La caja de alojamiento se dividi6 en cuatro cuadrantes, con el
cuadrante 1 siendo el cuadrante del nido, el cuadrante adyacente al ancho de la caja de alojamiento
el cuadrante 2 (cuadrantes 1+2 se etiquetaron “cerca al nido”), el cuadrante al rincon contralateral al
cuadrante 1 fue el cuadrante 3 y el adyacente a ese, el cuadrante 4 (cuadrantes 3+4 se etiquetaron
“lejos del nido”). Se midi6 el tiempo que el macho pasé en cada uno de los cuadrantes. También se
anotd la expresion de las siguientes conductas relacionadas con el cuidado parental: arqueamiento,
acicalamiento corporal o anogenital, y acarreos cuando esos pasaron. Esos datos fueron

observacionales y no cuantificados en términos de tiempo.
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Figura 7: Cronograma de experimentos por grupo. A) Representacién esquemética de los grupos experimentales con
experiencia reproductiva y paternal. El protocélo de cohabitacion se empled como en la representacion para los modelos de
ratones CD-1 y los topillos de la pradera. En el caso de los ratones C57BL/6J la Gnica modificacion correspondiente es en el
grupo paternal, donde los animales padres se alojaron junto con la hembra y la camada hasta el dia posparto PPD3. B)
Representacion esquemética de los experimentos de medicion de proteinas en el hipocampo de ratones machos CD-1 con
experiencia paternal. Las flechas largas indican los dias posparto cuando se sacrificaron los padres para la obtencion de
tejido fresco. C) Representacion esquematica del disefio experimental de la sensibilizacién a crias recién nacidas en ratones
virgenes macho CD-1. D) Representacion esquemético de los grupos experimentales tratados con PRL o SAL de manera
cronica antes de la induccion de una lesion excitotoxica (ratones CD-1). P: Grupo con experiencia paternal; EMB: Grupo con

experiencia de embarazo; C: Grupo control; C SAL: control tratado con SAL; C PRL: control tratado con PRL.

3. Inyeccion intracerebroventricular (i.c.v.)

Los ratones macho se sometieron a una cirugia para inyectar KA y asi inducir excitotoxicidad. Los
ratones se anestesiaron con un coctel de ketamina y xilazina (2:1). Se les administré el coctél de
anestesia i.p. en la dosis de 80 mg/kg de peso. Una vez anestesiados, los animales se colocaron en
un aparato esterotaxico estandar, y se les realizd6 una perforacion al nivel del ventriculo cerebral
lateral derecho usando las coordenadas: AP: -0.40, ML: -1.15 y DV: -2.00 para ratones (Paxinos y
Franklin, 2001). Con una jeringa Hamilton de 10 pl se administré manualmente 1 pl de soluciéon de KA
(100 ng de KA/ 1 pl de solucion salina al 0.9% (SAL) estéril) o bien, 1 pl de SAL para el grupo control.
Después de la administracion, la aguja permanecié por 1 minuto en el ventriculo y su extraccion se
realizd gradualmente durante un periodo de cinco minutos para evitar flujo del KA en otras regiones
cerebrales o en el craneo. Después, se empled el antiséptico iodopovidona en gel sobre la herida

(Betadine®), la piel del craneo se suturé y los animales se alojaron en cajas individuales por dos dias
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(48 horas). Los ratones del grupo P se trataron con KA el dia P3 (C57BL/6) o el dia P8 (CD-1), los del
grupo EMB el dia P1 y los del grupo C el dia DO (Figura 7A).

Para los experimentos con los topillos seguimos los mismos procedimientos con pequefas
modificaciones: la anestesia usada fue un coctel de ketamina (50 mg/kg de peso) y xylazina (5 mg/kg
de peso) administrada por via i.p. Después de experimentos piloto comprobando el efecto de varias
concentraciones de KA (50 ng/ul, 75 ng/pl y 100 ng/ul) encontramos que la Unica concentracion que
causa dafio cuantificable en el hipocampo fue la de 100 ng/ul, y por ello elegimos aplicarla en
nuestros experimentos. En la condicion control inyectamos 1 pl de SAL. Las coordenadas del
ventriculo cerebral derecho para los topillos son AP: -0.60 mm, ML: -1.00 mm, DV: -3.00 mm (Bosch
et al, 2009).

4. Administracion de PRL

Para estudiar el papel de la PRL en la prevencion del dafio causado por excitotoxicidad, los
ratones macho se sometieron a inyecciones s.c. de 100 yl de PRL (concentracion: 8 ug de PRL
ovina/100 ul de SAL estéril) o 100 yl de SAL por siete dias consecutivos hasta el dia de la
administracion i.c.v. de KA o SAL (figura 7B).

5. Histologia

Los animales se sacrificaron el dia asignado por el protocolo y seguln su grupo experimental, 48
horas después de la administracion de KA. Primero se anestesiaron con una sobredosis del mismo
coctel de ketamina y xylazina usado para la cirugia estereotaxica, y se sometieron a perfusion
cardiaca primero con solucion salina y luego con paraformaldehido (PFA) 4%. Los cerebros se
disecaron y se guardaron en PFA 4% por tres horas a 4 °C y luego se colocaron en 10 ml de solucion
de sacarosa 30% diluida en KPBS (solucion amortiguadora de fosfatos de potasio) a 4 °C por 48
horas. Luego, los cerebros se cortaron en rebanadas coronales de 30 um de espesor en la extension
rostro-caudal del hipocampo utilizando un micrétomo de congelacion estandar. Todas las rebanadas
de cada cerebro (aproximadamente 100 rebanadas por cerebro) se colectaron en placas multipozos,
en una serie de cinco pozos distintos y se guardaron en solucion anti-congelante (30% etilenglicol,
20% glicerol en 0.05 mol™ de PBS) a los -20 °C. Las rebanadas se procesaron para identificar y medir
distintos marcadores celulares. Se uso la tincién de Nissl como referencia anatémica.

En la cuantificacion se utilizaron rebanadas que correspondieron al rango -1.22 mm hasta -2.70
mm con referencia a bregma. Los grupos usados para Western Blot se anestesiaron y rapidamente se
decapitaron con el fin de obtener tejido fresco del hipocampo. Las muestras de hipocampo se
colectaron en tubos eppendorf de 0.6 ml y se guardaron a -70 °C hasta el dia de la homogenizacion

(véase seccion “Western Blot”).
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6. Fluoro-Jade C (FJC).

La muerte celular se analiz6 por la técnica de tincion con Fluoro-Jade C (FJC) (EMD-Millipore;
AG325-30MG), que marca ruptura de la membrana celular. Brevemente, las rebanadas
correspondientes al hipocampo dorsal se montaron en portaobjetos de vidrio recubiertos con gelatina
y se dejaron secar durante 14 dias a temperatura ambiente. Posteriormente, el tejido se hidratd en las
siguientes soluciones: NaOH al 1% durante 5 min, EtOH al 70% durante 2 min y agua destilada
(dH,0) durante 3 min. Las muestras se fijaron en una solucion de KMnO4 al 0,06% durante 10 min en
un agitador, se enjuagaron en dH,O durante 2 min y luego se incubaron en la solucion de FJC
0,002% en &cido acético al 0,1% durante 20 min en un agitador. El tejido se enjuago tres veces en
dH,O durante 5 min cada vez. Los portaobjetos se secaron a 50°C durante 10 min y se recubrieron
con DPX.

7. Inmunohistoquimica en flotacion.

Las secciones correspondientes al hipocampo dorsal se lavaron seis veces en solucién de KPBS
0.02 M durante 10 min cada lavado. A continuacion, las rebanadas se incubaron en anticuerpo
primario anti-NeuN (anti-NeuN policlonal 1:10,000 en KPBS 0,02 M con Tritén 1%; EMD Millipore; #
ABN90) durante 1 h a temperatura ambiente y luego durante 48 horas a 4°C, para detectar la
inmunorreactividad de los nucleos neuronales. Después de lavar las rebanadas con KPBS 10 veces
durante 6 min, se incubaron en el anticuerpo secundario (IgG biotinilada anti-guinea pig, generado en
cabra, 1: 600 en Triton 1%/KPBS 0.02 M, Vector Laboratories Inc.; BA-7000) durante 1 h a
temperatura ambiente. Las rebanadas se incubaron luego en el complejo avidina/biotina (Vector
Laboratories Inc.) y se enjuagaron en KPBS 0,02 M, se revelaron con diaminobencidina (Sigma,
#1002523825) antes de ser montadas en portaobjetos de vidrio recubiertos con gelatina y cubiertas
con DPX.

Para la deteccion fluorescente de astrocitos, las secciones flotantes se incubaron con anticuerpo
policlonal primario anti-GFAP (1:10000, hecho en conejo - Abcam; ab7779). Las células positivas para
GFAP se detectaron por el anticuerpo secundario anti-conejo, hecho en cabra, Alexa Fluor® 488 (1:
2000, Jackson ImmunoResearch; 111-545-047).

8. Tincién Nissl

Para determinar la extension del dafio causado por el KA en las diferentes &reas del hipocampo de
los topillos de los ratones C57BL/6J, se empled la técnica de tincion Nissl. Dos a tres rebanadas del
hipocampo dorsal se montaron en portaobjetos y se dejaron secar durante una semana. El tejido se
lavd en agua desionizada durante tres minutos. Luego, el tejido se deshidraté en alcoholes de
concentracion ascendiente, durante tres minutos por cada concentracion de alcohol (50%, 70%, 95%
y 100%) y en xileno (dos veces durante cinco minutos). El tejido se bafié en las mismas soluciones de
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alcohol en orden descendiente (tres minutos para cada concentracion: 100%, 95%, 70% y 50%) y
luego se lavo en agua desionizada durante 3 minutos. Luego, el tejido se tifié en una solucién violeta
de cresilo durante 10 minutos en agitacion. Después de eso, el tejido se lavé dos veces en agua
desionizada durante un minuto y se volvid a deshidratar con alcoholes en érden ascendiente (un
minuto para cada concentracion: 50%, 70%, 95% y 100%) y en xileno (dos veces durante cinco
minutos). Los portaobjetos se dejaron secar durante 48h y se cubrieron con DPX y cubreobjetos.

9. Adquisicion y andlisis de imagenes

Utilizando un microscopio Zeiss Scope Al y el programa Zen Lite 2011 se adquirieron las
imagenes de las é&reas de interés (CAl, CA3, CA4 y DG del hipocampo) con los siguientes
parametros: lente 20x (magnificacién de 200 veces), tiempo de exposicién en la luz de 460 ms,
resolucion de imagen de 16 bit, formato de imagen tif. Para las fotografias del Nissl y NeuN se utilizd
la lampara de luz de color neutro y para las del Fluoro Jade C el modo de iluminacién de
fluorescencia LED (longitud de onda de excitacion 470 nm y longitud de onda de emisién 590 nm).

El andlisis de las imagenes se realizé en el programa ImageJ version 1.48. El conteo se realiz6 en
un area de 255 pixeles x 180 pixeles que corresponde a 690 um x 490 um (CAL1), 240 pixeles x 200
pixeles que corresponde a 650 um x 540 um (CA3) y 255 pixeles x 200 pixeles que corresponde a
690 um x 540 ym (CA4). Para la tincién Nissl se contaron todas las células de las areas de interés de
dos rebanadas del hipocampo dorsal por animal y para la inmunohistoquimica con NeuN de seis
rebanadas, mientras que para la tincién Fluoro Jade C y la inmunoreactividad a GFAP las imagenes
de seis rebanadas por animal se transformaron en formato de resolucion 8 bit y luego en binarias

(blanco y negro) y se emple6 el analisis semicuantitativo midiendo el area positiva para FJC.

10. Western Blot

Las muestras de tejido fresco se pesaron y luego se homogeneizaron usando la solucion RIPA (50
bl para 2 mg de tejido fresco) con inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics GmbH, 05 892 970
001) en viales conicos de vidrio por la técnica clasica de mortero (2-3 revoluciones por segundo
durante 20 segundos). Los homogenados se colectaron en tubos Eppendorf de 0,6 ml y se
centrifugaron rapidamente a 12700 rpm (centrifuaga Sorvall RMC 14 DU PONT) durante 15 minutos a
4°C. Se recolectaron los sobrenadantes y se determiné la cantidad de proteinas por muestra con el
ensayo de Bradford. Se usaron 30 pg de proteina total de hipocampo, se incubaron con un medio de
condiciones reductoras (50% agua desionizada, 12.5% Tris HCI, 10% glicerol, 20% SDS al 10%, 5%
B-mercaptoetanol, 2,5% azul bromofenol al 1%) y se cargaron en un gel SDS-PAGE de 12.5%. El gel
se sometid a electroforesis a 150 V durante 15 min y luego a 100 V durante aproximadamente 2 h.
Una vez separadas, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (20 V por 40 min) y luego se

bloquearon con BSA 5% diluido en TBS durante 2 h. Las membranas se lavaron con TBS tres veces
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por 10 minutos y luego se incubaron con anticuerpos primarios diluidos en BSA 1% en TTBS por toda
la noche a temperatura ambiente. Utilizamos anticuerpos primarios para detectar los niveles de las
proteinas: PRLR (policlonal, hecho en conejo, 1:2500, Abcam; ab214303), PRL (policlonal, hecho en
conejo, 1:1000, ThermoFisher; PA5-26006), pAkt (monoclonal, hecho en conejo, 1:5000, Abcam;
ab78403), pMAPK (monoclonal, hecho en conejo, 1:3000, sefalizacién celular; Cell Signaling
Technology; D13.14.4E), pSTATS5 (monoclonal, hecho en conejo, 1:500, Cell Signaling Technology;
C11C5), y B-actina (policlonal, hecho en conejo, 1: 4000, Abcam; ab1801), esta ultima sirvio6 como
control de carga de proteinas. Después de la incubacion en el anticuerpo primario, las membranas se
enjuagaron con TTBS tres veces por 10 minutos y se incubaron en un anticuerpo secundario (anti-
conejo IgG-HRP hecho en cabra, 1:4000, BioRad, #172-1019) para 2 h a temperatura ambiente.
Después de la incubacién en el anticuerpo secundario, las membranas se enjuagaron con TTBS tres
veces por 10 min y luego con TBS, tres veces por 10 min. Las membranas se incubaron durante 5
minutos con sustrato quimioluminiscente (ECL) y se expusieron a placas de radiografia dentro de un
cassette. Las placas expuestas se revelaron, se fijaron, se lavaron con agua, y se dejaron secar al
aire Luego, las placas se escanearon y se cuantificO la densidad optica de cada banda que
correspondia a los pesos moleculares para cada proteina en el programa ImageJ versiéon 1.48. El
valor de la densidad Optica para cada proteina de interés (PRL de 23kDa, PRL de 48kDa, |-PRLR,
MAPK, Akt) por sujeto, se expresé como cambio sobre la densidad Optica de la actina del mismo
sujeto. Los resultados se expresan como promedio de todos los sujetos normalizados sobre actina

por grupo experimental.

11. Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron con Prism, versién 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EE.UU.). Se realizé la prueba de normalidad D'Agostino-Pearson por separado para cada conjunto de
datos (andlisis de comportamiento de grabaciones de 1 h, inmunohistoquimica, y Western Blot). Solo
el andlisis de grabaciones de 1 h no se ajustaba a una distribucién gaussiana. Para ese analisis,
aplicamos la prueba de Kruskal-Wallis. Para comparar el tiempo que los PRs y los PNRs pasaron en
los diferentes cuadrantes, aplicamos la prueba U Mann-Whitney;. El andlisis estadistico de los datos
de los experimentos de excitotoxicidad se realiz6 utilizando una ANOVA de dos vias (factor 1: grupo
experimental; factor 2: tratamiento i.c.v.) para cada region del hipocampo por marcador (evaluacién
inmunohistoquimica; N = 5) y por cada proteina por separado (evaluacién de Western Blots; N = 4).
Las comparaciones multiples se evaluaron con una prueba post-hoc de Tukey. Para la expresion de
proteinas durante la primera semana posparto (control vs grupos P no manipulados en PPD1 vs
PPD4 vs PPD7), utilizamos una ANOVA de una via y una prueba post-hoc Tukey, para las
comparaciones multiples. El valor P <0,05 se consider( estadisticamente significativo. Todos los datos

se presentan como el promediox SEM.
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CAPITULO IV: Resultados

1. El efecto de la paternidad en la neuroproteccion del hipocampo

1.1 Los ratones C57BL/6J no expresan conducta parental.

En los experimentos con ratones de la cepa C57BL/6J, solamente el 17% de los padres acarrearon
a las crias el dia PPD8. De las 20 cruzas sobrevivieron las crias de cinco parejas y no se pudo
determinar si fue la madre o el padre o ambos responsables del infanticidio. Durante las pruebas de
acarreo no se noté agresion o ataques por parte de los machos, pero tampoco otras conductas
relacionadas al cuidado parental.

En cuanto a la interaccién con las crias y la madre y su efecto a la neuroproteccién del
hipocampo en el ratén padre, no se pudieron detectar cambios significativos entre tratamiento i.c.v.
con KA o con SAL, en ninguno de los grupos experimentales, como se determiné por una tincién Nissl
(Figura 8; p>0.05, ns). El hecho de que no hubiera cambios significativos entre SAL y KA, en
combinacién con las dificultades de obtener una muestra grande con y sin expresion de conducta
paternal, nos guid a la decision de cambiar de cepa de ratones, a los CD-1. Sin embargo, esta cepa
de ratén no es sensible al dafio hipocampal con KA por lo que no fue util en estos experimentos.
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Figura 8: El hipocampo del raton macho de la cepa C57BL6/J no se dafié después del tratamiento i.c.v. con KA.
Microfotografias representativas de las dreas CA1l, CA3 y CA4, tefiidas con Nissl. La cuantificacién del niumero de células
muestra que ninguna de las areas hipocampales cuantificadas sufri6 dafio significativo. Microfotografias representativas de
las areas CA1l, CA3 y CA4 del hipocampo dorsal tefiidas para Nissl, 48 horas después de la inyeccioén i.c.v. con SAL o KA.
Las barras en las microfotografias representan 100 ym. En las graficas se representan: promedio + SEM; ANOVA de dos
vias, N=3, * p <0.05; ** p<0.01.

1.2 Los padres CD-1 expresaron cuidado paternal en la primera semana después del parto.

Con la finalidad de determinar si los padres que expresaban conducta paternal mostraran
diferencias en los niveles de neuroproteccidon o la expresién de proteinas relacionadas a ésta en
comparacion con los que no expresaron conducta paternal, se evalu6 la conducta de acarreo de las
crias. Cuarenta y uno por ciento (N=21/51) de los machos en el grupo P exhibieron conducta paternal,
segun la prueba de acarreo el dia PPD8 (Retrievers-PR). De los 21 PR, cuatro no completaron la
prueba de acarreo el dia PPD1. Las latencias para acarrear la primera cria variaron entre los sujetos,
desde unos pocos segundos al inicio hasta unos segundos antes del final de la prueba de 10 minutos.
Sin embargo, una vez que acarrearon la primera cria, los padres completaron rapidamente la prueba,
dentro de un rango de 32 a 163 segundos (Figura 9A).

El analisis de las grabaciones de video del PPD4 mostr6 diferencias significativas entre los grupos
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PR y PNR grupos [Kruskal Wallis, P = 0.0473] (Figura 9B). los ratones del grupo PR pasaron
significativamente mas tiempo en el cuadrante del nido [P = 0.0257] y menos tiempo en el cuadrante
4 [P = 0.0493] que los ratones del grupo PNR (Figura 2B). Todos los PRs menos uno expresaron
cuidado parental completo en la sesibn de grabacion (acicalamiento corporal y anogenital,
arqueamiento, acarreo) durante mas de 60 segundos continuos. El Unico PR que no expresé
conductas de cuidado paternal durante la grabacion, si acarre6 a las crias el dia PPD8. En el caso de
los Ps que no acarrearon las crias (Non-Retrievers-PNR), no hubo diferencias significativas en el
tiempo que pasaron en cada cuadrante, aunque hubo una tendencia a que pasaran mas tiempo lejos
del nido (cuadrantes 3 y 4; Figura 9B). Ninguno de los PNRs exhibi6 conducta paterna o

agresival/infanticida durante las grabaciones de video.
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Figura 9: Los ratones padres expresan cuidado parental hacia sus crias la primera semana posparto. A) Las latencias
para acarrear el primero de las cinco crias el dia PPD8 variaron mucho entre los Rs, pero una vez que se acarreo la primera
cria, completaron la prueba de acarreo rapidamente. La grafica muestra las latencias para acarrear la primera cria, y para
las crias 2 a 5 el tiempo que transcurrié desde el acarreo de la cria anterior. B) El grupo PR pas6 significativamente mas
tiempo en el cuadrante del nido (cuadrante 1) y menos tiempo en el cuadrante 4 que el grupo PNR. Promedio+ SEM;
Pruebas Kruskal-Wallis y U Mann Whitney, N = 10-11, * p <0.05.
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1.3 La experiencia paternal disminuy6 la neurodegeneracion inducida por KA en las areas
CA3 y CA4 del hipocampo en ratones macho CD-1, independientemente de la expresion de
cuidado parental

El efecto de la paternidad en una lesibn por KA se evalué con la tincion para FJC y la
inmunorreactividad para NeuN y GFAP. En el area CA3, el andlisis factorial para el FJC mostré
significancia para ambos factores y la interaccion entre ellos [factor grupo experimental F3,= 6.764,
p=0.0012; factor tratamiento i.c.v. F 3,=63,33, p <0,0001; interaccion F3,=8,075, p=0,0004] (Figura
9A). La tincién con fluorojade C reveld necrosis inducida por KA en los grupos C [p <0,001] y EMB [p
<0,01], ya que exhibieron niveles elevados estadisticamente significativos de marca fluorescente en
comparacion con sus controles tratados con SAL. Ademas, se detectaron diferencias estadisticas
entre los grupos tratados con KA: la marca positiva para FJC fue mayor en el grupo C-KA que en los
grupos PR-KA y PNR-KA [p<0,001], y del grupo EMB fue mayor que la de los PR [p<0,05]. No hubo
diferencias entre los grupos PR y PNR.

Para NeuN el andlisis factorial arroj6 como significativo el efecto del tratamiento con KA y la
interaccion entre factores [factor tratamiento i.c.v. F(32=14,04, p=0,0007; interaccion Fs3,=3,366,
p=0,0305], pero no hubo efecto significativo para el grupo experimental [F 32=1.114, ns]. La pérdida
neuronal se demostré claramente en el grupo C tratado con KA [p<0.01] en comparacion con el grupo
C-SAL y no se detectd ningun efecto dafino del KA en los grupos PR y PRN. EMB-KA no fue
significativamente diferente a su control EMB-SAL (Figura 10A, panel de NeuN). Para el marcador
GFAP, solo el factor de tratamiento fue estadisticamente significativo en el analisis factorial [factor
i.c.v. tratamiento F 3,=36,93, p<0,0001]. El KA indujo un aumento claro de GFAP en el grupo control
[C-SAL vs C-KA, p<0.01] y no se detecto alguin efecto claro en todos los otros grupos experimentales
tratados con KA (Figura 10A). Los grupos EMB y PNR tratados con KA exhibieron mayor astrogliosis
que el grupo C-SAL [p <0.05] (Figura 10A, panel de GFAP). En conjunto, los datos del area CA3
muestran que KA no produjo dafio significativo en los grupos PR y PNR (Figura 10A) en contraste con
los grupos C y EMB sometidos a excitotoxicidad que exhibieron niveles elevados de
neurodegeneracion, pérdida celular y astrogliosis en comparacién con su propio control o grupo C-
SAL (Figura 10A).

En el &rea CA4, el analisis factorial para FJC mostré que hubo una contribucién significativa tanto
para todos los factores como para la interaccion entre ellos [factor experimental grupo F3326.802,
p<0.0011; factor tratamiento i.c.v. F 3,=88,95, p<0,0001; interaccion Fg32=4.641, p=0.0084] (Figura
10B). Los grupos C-KA y EMB-KA tuvieron niveles de muerte celular significativamente elevados en
comparacion con sus controles C-SAL y EMB-SAL [p<0,001]. Sin embargo, también, el grupo PNR-KA
presentd niveles elevados de muerte celular en comparacion con su control PNR-SAL [p<0.05]
(Figura 10B).

El analisis factorial para NeuN en CA4 solo arrojo significancia para el tratamiento i.c.v.
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[Fu32=16,26, p<0,0003] sin que hubiera significancia para la interaccion entre los factores
[Fs.32=1.793, p=0.1683]. Los grupos PR y PNR no sufrieron cambios significativos en el nimero de
células positivas para NeuN después del tratamiento con KA. Sin embargo, se detecté una reduccién
clara en el nimero de neuronas debido al dafio excitotoxico en el grupo EMB (Figura 10B) [EMB-KA
vs los grupos C-SAL y EMB-SAL, p<0.05]. No se encontraron diferencias significativas para los
niveles de GFAP en el drea CA4 en ninguno de los grupos (Figura 10B). Las microfotografias para
FJC, NeuN y GFAP en ambas las areas CA3 y CA4 se muestran en las Figuras 9A y 9B,
respectivamente. El &rea CA1 se analiz6 para los tres marcadores, pero no se observaron cambios.

1.4 La sensibilizacion por exposicion crdnica a crias recién nacidas no disminuyoé el efecto
de KA en machos virgenes.

Con el fin de determinar si la exposicion cronica a crias evitaria el dafio inducido por KA, los
ratones virgenes macho se expusieron por 2 horas diarias a crias recién nacidas, durante 7 dias
consecutivos y se sometieron a lesiones con KA. No se observé ningun efecto protector de la
exposicion a las crias en las areas CA3 y CA4 segun los resultados de inmunohistoquimica para
NeuN (Figura 11). No se detectaron diferencias entre animales que demostraron la expresion de

conducta de acarreo, atague 0 no acarreo, por lo que los datos se muestran agrupados.
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Figura 11: Los machos virgenes sensibilizados a crias recién nacidas no estan protegidos contra el dafio excitotoxico, en las regiones
CA3 y CA4 del hipocampo dorsal. Las gréaficas representan el porcentaje de cambio células positivas para NeuN de los animales tratados
con KA sobre su propio control (en la gréafica los controles tratados con SAL se representa como la linea discontinua que corresponde al

100%). N=4, Prueba t de Student comparando control- KA contra control-SAL y sensibilizacién-SAL contra sensibilizacion-KA, * p<0.05.
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Figura 10: El hipocampo de los ratones macho con experiencia paternal se protege contra un dafio excitotéxico, independientemente de
la expresion de la conducta parental. A) Microfotografias representativas del CA3 del hipocampo dorsal tefiidas para FJC, NeuN y GFAP, 48
h después de la inyeccion i.c.v. de SAL o KA. Las gréaficas representan la cuantificacién del area positiva para muerte celular (FJC), el

namero de neuronas (NeuN) y los niveles de astrogliosis (GFAP) no muestran ningun efecto perjudicial del KA en los grupos PR y PNR. B)
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Microfotografias representativas del CA4 del hipocampo dorsal tefiidas para FJC, NeuN y GFAP, 48 h después de la inyeccion i.c.v. de SAL
0 KA. La cuantificacién del area positiva para la muerte celular (FJC), el nimero de neuronas (NeuN) y los niveles de astrogliosis (GFAP)
mostraron que FJC y NeuN detectaron mejor los efectos neuroprotectores de la paternidad. Las barras en las microfotografias representan
100 pym. En las gréficas se representan: promedio + SEM; ANOVA de dos vias, prueba post-hoc Tukey, N=5, * p <0.05; ** p<0.01; *** p

<0,001. Las puntas de flecha indican la sefial fluorescente positiva para FJC (muerte celular).

1.5 La experiencia paternal cambi6é los niveles de las variantes de PRL y una via de
sefalizacion intracelular relacionada con los PRLRs en el hipocampo de padres CD-1.

Con respecto a los cambios hormonales que podrian ser relevantes para la proteccién contra el
dafio excitotoxico, la expresion de las variantes de PRL, el receptor de PRL (forma larga, I-PRLR) y
las vias intracelulares relacionadas con los PRLRs se evaluaron en muestras de hipocampo de
ratones machos los dias PPD1, 4 y 7 (Figura 12). El andlisis de ANOVA de una via reveldé una
reduccion significativa en la PRL de 23 kDa [F13=40.03, p<0.001] en todos los puntos de tiempo
postparto y un aumento significativo en la PRL dimerizada (48 kDa) (Figura 12) [Fs 15=7.282, p<0.01]
en el hipocampo de los padres en comparacién con el grupo C. Sin embargo, no se encontraron
cambios para el I-PRLR. Como la via de sefalizacion intracelular primaria para el I-PRLR es Stat-5,
se estudio la expresion de la isoforma fosforilada de Stat5, pero no detectamos ninguna sefial. Se
evaluaron otras vias intracelulares activadas por los PRLRs y relacionadas con la supervivencia y
proliferacion celular. No se encontraron cambios estadisticamente significativos para pMAPK, pero
hubo un aumento significativo en pAkt en todos los PPDs (Figura 12) [F13=11.06, p<0.01].

Con respecto a los experimentos de excitotoxicidad inducida por KA, el analisis factorial para la
PRL de 23 kDa mostré una significancia estadistica solo para el grupo experimental [factor grupo
experimental F,4=6,784, p<0,01; factor tratamiento i.c.v. F 24=0,3164, ns; interaccion Fg,4=2,878,
ns]. Se detectd una disminucion estadisticamente significativa en los niveles de la PRL de 23 kDa en
el grupo PR (en ambos tratados con SAL y KA) en comparacion con el grupo PNR tratado con KA,
como indica la ANOVA de dos vias (Figura 13) [PR-SAL vs PNR-KA, p<0.05; PR-KA vs PNR-KA,
p<0.05].

En el caso de la PRL dimerizada (48 kDa), el analisis factorial arroj6 como componente
significativo el grupo experimental [factor grupo experimental F ,4=12.26, p<0.001; factor tratamiento
i.c.v. Fu 24=0,3775, ns; interaccion Fs 24=0.06961, ns]. Para esta isoforma, todos los grupos
experimentales (EMB, PR y PNR) tuvieron niveles significativamente mas altos en comparacion con el
grupo C, independientemente del tratamiento i.c.v. (Figura 13) [C-SAL vs EMB-SAL, p<0.05; PR-SAL,
PNR-SAL, EMB-KA, PR-KA y PNR-KA vs C-KA : p<0.05], y estos resultados se asemejan a los

resultados de la evaluacion longitudinal en la primera semana postparto.
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Figura 12: Los padres muestran cambios en los niveles de las variantes de PRL y la via de sefializacion intracelular de
pAkt en el hipocampo, durante la primera semana después del parto. La cuantificacion de las proteinas en el hipocampo de
ratones macho en los dias posparto (PPD) 1, 4 y 7, revel6 una disminucion significativa en la PRL de 23 kDa y un aumento
concomitante en la PRL de 48 kDa en comparacion con el grupo control sin ningun tratamiento. No se encontraron cambios
significativos para los I-PRLRs y pMAPK, pero se detecté un aumento claro de pAkt en los grupos con experiencia paternal
en comparacion con el control. Los datos representan el cambio (delta) sobre el grupo de control (Promedio + SEM). ANOVA
con una prueba post-hoc Tukey, N=4, * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 vs. El grupo control. Las imagenes representativas

obtenidas por Western blot para todas las proteinas evaluadas en la primera semana posparto se presentan en el cuadro.

Para la via intracelular pAkt, que esté relacionada con la supervivencia celular, el andlisis factorial
arroj6 como componentes significativos el grupo experimental y el tratamiento i.c.v. [factor grupo
experimental F, 24=10,23, p<0,001; factor tratamiento i.c.v. Fy, 24=7,921, p<0,01], aunque no hubo
interaccion significativa entre los componentes [interaccion Fs 24=0,8748, ns]. Los niveles del pAkt
fueron mas altos en el hipocampo del grupo PR tratado con KA, en comparaciéon con los grupos C,
EMB y PNR tratados con SAL (Figura 13) [C-SAL vs PR-KA, p<0.01; EMB-SAL vs PR-KA, p<0,001;
PNR-SAL vs PR-KA, p<0,01; C-KA vs PR-KA, p<0,01; EMB-KA vs PR-KA, p<0.05]. En todos los
grupos, independientemente del tratamiento i.c.v., no hubo cambios significativos en los niveles de las

proteinas I-PRLR y pMAPK (Figura 13).
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Figura 13: El grupo PR muestra niveles méas bajos de PRL 23 kDa y niveles més altos de pAkt en el hipocampo 48 h
después del tratamiento con KA. Cuantificacion de los niveles de proteina obtenidos por Western blot a partir del hipocampo
de ratones macho Se encontré una disminucion significativa en la PRL de 23 kDa en el grupo PR y un aumento
concomitante en la PRL de 48 kDa en los grupos EMB, PR y PNR en comparacion con los controles. No se encontraron
cambios significativos para los I-PRLRs y pMAPK. ANOVA de dos vias seguida de la prueba post hoc para comparaciones
multiples Tukey, N = 4; * p <0.05; ** p <0,01; *** p <0,001; a: significativamente diferente a los grupos C y PNR tratados con
SAL, p <0,01; b: significativamente diferente al grupo EMB tratado con SAL, p<0,001; $: significativamente diferente a todos
los grupos y condiciones, excepto para el grupo C tratado con SAL, p <0.05. Las imagenes representativas obtenidas por
Western blot para todas las proteinas evaluadas en el hipocampo se presentan en el cuadro.

1.6 Los padres topillos de la pradera expresan conducta parental pero no se protegen
contra el dafio excitotoxico.

La prueba de acarreo no se modific6 para los experimentos de los topillos. Eso tuvo como
resultado que no obtuviéramos datos de acarreo, ya que las crias de los topillos de la pradera tenian
buena movilidad y se movian solas hacia el nido. De los cinco padres que se usaron para los
experimentos piloto, solamente uno acarred a una de sus cinco crias. Sin embargo, todos los padres
topillo expresaron otras conductas relacionadas al cuidado parental durante los 10 minutos de la
prueba de acarreo (arqueamiento por mas que 60 segundos continuos, acicalamiento corporal y
anogenital), por lo cual calificaron como paternales.

En los experimentos piloto con los topillos se determind como dosis de KA la misma que se
ocupo en los experimentos con los ratones CD-1, ya que con dosis méas pequefias (75 o 50 ng de KA
en 1 yl de SAL) no se observd pérdida celular significativa. El grupo C tratado con KA tuvo una
pérdida de células significativa en CA3 del hipocampo en comparacion con su propio control (ANOVA

de dos vias *p<0.05) y en CA4 comparado con el grupo P tratado con SAL. En cuanto al grupo EMB,
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después del tratamiento con KA tuvo una pérdida de células significativa en CA4, cuando comparado
con el grupo P tratado con SAL (*p<0.05) (Figura 14). Aunque los resultados no muestran diferencias
significativas para los animales con experiencia paternal o de embarazo, cuando se comparan con
sus propios controles, la gran dispersion de los datos muestra una variabilidad alta que no apoya
conclusiones definitivas acerca de los efectos protectores de la experiencia paternal en los topillos de

la pradera.
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Figura 14: El hipocampo del topillo de la pradera con experiencia paternal no se protege contra el dafio excitotéxico. Microfotografias de
las areas CAl, CA3 y CA4, tefiidas con Nissl. La cuantificacion del nimero de células muestra que CA1 no sufrié dafio, pero CA3 y CA4
tuvieron una pérdida celular de altos niveles, en los tres grupos. Microfotografias representativas de las areas CAl, CA3 y CA4 del
hipocampo dorsal tefiidas para Nissl, 48 horas después de la inyeccion i.c.v. con SAL o KA. Las barras en las microfotografias representan

100 pm. En las gréficas se representan: promedio + SEM; ANOVA de dos vias, N=3, * p <0.05; ** p<0.01.
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2. El tratamiento crénico con PRL protege el hipocampo de ratones macho contra un dafio

excitotéxico

2.1 El tratamiento crénico de PRL tuvo un efecto neuroprotector en CA3 del hipocampo
de ratones macho pero no en CA4.

Los efectos neuroprotectores de la PRL se evaluaron mediante la tincion de FJC, con el fin de
medir los niveles de muerte celular y la inmunohistoquimica para NeuN (neuronas) y GFAP
(astrogliosis). En la regiéon CA3 del HP, el andlisis factorial para FJC reveld un efecto significativo para
el tratamiento i.c.v. y la interaccion entre factores [tratamiento i.c.v.. Fq .4= 50,96, p<0,0001,
interaccion: Fp, 24=4.438, p<0.05] pero no se encontrd6 un efecto significativo para el grupo
experimental (p> 0.05, ns). Los grupos C y CSAL sufrieron un aumento estadisticamente significativo
en los niveles de FJC después del tratamiento i.c.v. con KA (C-SAL vs C-KA: Dif. promedio: -14.25,
p<0.001; CSAL-SAL vs CSAL-KA: Dif. promedio: -9.919, p<0.01), mientras que el grupo CPRL-KA no
fue diferente a su control CPRL-SAL (p> 0.05, ns) (Figura 15A).

En la misma area hipocampal, el andlisis factorial para NeuN produjo significancia para ambos
factores y también para la interaccion entre ellos [i.c.v. tratamiento: F;, 24= 56,16, p<0,0001; grupo
experimental: Fp 4= 9.096, p=0.0011; interaccion: F, 24=6.057, p=0.0074]. El grupo C tuvo una
disminucion significativa en el numero de neuronas después del tratamiento con KA (C-SAL vs C-KA:
Dif. Promedio: 42.38, p<0.0001), un efecto observado también en el grupo CSAL después de la
excitotoxicidad (CSAL-SAL vs CSAL-KA: Dif. promedio: 35.03, p<0.001). El grupo tratado con PRL no
tuvo diferencias estadisticas entre condiciones de tratamiento i.c.v. (p>0.05, ns) (Figura 15A).

En cuanto al GFAP, los resultados son algo diferentes. El analisis factorial arroj6 como
significativo solo el tratamiento i.c.v. (Fq, 4= 43,58, p<0.0001). Los tres grupos experimentales
sufrieron un aumento significativo en los niveles de fluorescencia para GFAP en CA3 del HP (C-SAL
vs C-KA: Dif. promedio: -3.582, p<0.01; CSAL-SAL vs CSAL-KA: Dif. promedio: -3.423, p<0.01;
CPRL-SAL vs CPRL-KA: Dif. promedio: -2.65, p<0.05) (Figura 15A).
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Figura 15: El area CA3 del hipocampo del raton macho (CD-1) se protege contra el dafio excitotoxico después de
tratamiento cronico con PRL. A) Microfotografias del CA3 de ratones macho tratados con SAL o PRL por 7 dias
consecutivos, antes del dafio excitotoxico. La cuantificacion de los marcadores de muerte celular (FJC), neurodegeneracion
(NeuN) y astrogliosis (GFAP) muestra que el grupo tratado con PRL no sufre dafio en comparacién con su control
respectivo. B) Microfotografias del CA4 de ratones macho tratados con SAL o PRL por 7 dias consecutivos, antes del dafio

excitotdxico. La cuantificacion de los marcadores de muerte celular (FJC) y neurodegeneracién (NeuN) no coinciden entre
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si. Los niveles de astrogliosis no cambiaron respecto a sus controles, en ninguno de los grupos y condiciones de tratamiento
i.c.v. Microfotografias representativas de las areas CA3 y CA4 del hipocampo dorsal tefiidas para FIC, NeuN y GFAP, 48
horas después de la inyeccién i.c.v. con SAL o KA. Las barras en las microfotografias representan 100 um. En las gréaficas
se representan: promedio + SEM; ANOVA de dos vias, N=5, * p <0.05; ** p<0.01; *** p <0,001; a: estadisticamente diferente
a C y CSAL tratados con SAL i.c.v. (p<0.001); b: estadisticamente diferente al grupo C PRL tratado con SAL i.c.v. (p<0.01).

Los datos obtenidos del area CA4 no coincidieron con los del CA3. El analisis factorial para FIC
revel6 como componentes significativos el tratamiento i.c.v. y la interaccion entre factores [i.c.v.
tratamiento: F, .= 31.01, p<0.0001; interaccion: F,, ,4= 4.207, p=0.0271], pero el grupo experimental
no alcanzo niveles de significancia. De los tres grupos, solo el grupo C tratado con KA tuvo niveles
significativamente mas altos de muerte celular (C-SAL vs C-KA: Dif. Promedio: -9.987, p<0.001). El
grupo CSAL tuvo una tendencia a niveles mas altos de FJC, aunque no fue estadisticamente
diferente a su control correspondiente, pero solo al grupo C-SAL (C-SAL vs CSAL-KA: Dif. promedio: -
6.342, p<0.05). En cuanto al nimero de neuronas, el analisis factorial para NeuN mostr6 que solo el
tratamiento i.c.v. fue un factor estadisticamente significativo (Fq, 24= 17.13, p=0.0004). En la prueba
post-hoc de comparaciones multiples, la Unica diferencia significativa observada fue entre el grupo
CPRL-SAL y el grupo CSAL-KA (Dif. promedio: 15.76, p<0.05), y no se encontraron otras diferencias,
a pesar de que los tres grupos sufrieron una pérdida de neuronas, como puede verse en la Figura X.
La astrogliosis en CA4 no fue diferente entre condiciones de tratamiento i.c.v., para ninguno de los
grupos. El area de CAl se analizé para los tres marcadores que se muestran aqui, pero no se

encontraron diferencias significativas (Figura 15B).
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CAPITULO V

Discusion

1. La experiencia paternal protege el hipocampo de los machos CD-1 contra el dafio

excitotoxico.

Este trabajo muestra que la interaccién paternal con las crias induce neuroproteccién en el
hipocampo de ratones CD-1 después de un dafio excitotoxico. Esta proteccion se observa tanto en
los padres que acarrean como en los que no acarrean, y se observa en las areas CA3 y CA4 del

hipocampo.

1.1 Los ratones C57BL/6J no muestran sensibilidad ante una lesién excitotoxica en el
hipocampo, independientemente del grupo experimental.

En nuestros experimentos los ratones C57BL/6J no sufrieron pérdida neuronal significativa
después del tratamiento con KA, en ninguno de los grupos experimentales. Se sabe que los ratones
C57BL/6J no presentan dafio en el hipocampo por KA cuando éste es administrado por via i.p. 0 i.v.
(McKhann et al, 2003), y por la misma razén usamos el tratamiento i.c.v. Sorprendentemente, el dafio
causado no arroj6 diferencia significativa cuando se evalué con pruebas estadisticas de ANOVA de
dos vias o Student's t-test. Se sabe que los C57BL/6J tienen menor densidad de KARs en el
hipocampo, comparados con otras cepas de ratones, y son resilientes a la administracion periférica
de KA, pero se ha usado por afios en experimentos con administracion central, donde cominmente
se reporta que tiene efectos neurodegenerativos en el |6bulo temporal y el hipocampo. No obstante,
en nuestros experimentos no pudimos detectar cambios cuantificables y significativos. Podria ser que
una dosis mayor a la utilizada aqui sirviera para causar una neurodegeneracion parecida a la que se

vio en los experimentos con los CD-1 o los topillos de la pradera.

1.2 Los padres expresaron cuidado paternal la primera semana posparto.

Como se ha documentado anteriormente, encontramos que casi la mitad de los ratones macho
CD-1 que fueron alojados con una hembra durante el embarazo expresaron cuidado paternal.
Nuestros resultados son similares a los que reporté el grupo de Higashida en su estudio de conducta
de acarreo en tres diferentes cepas de ratones padres (Liang et al, 2014). Encontraron que el 50% de
los padres CD-1 acarrearon sus crias en respuesta a vocalizaciones de ultrasonido emitidas por la
hembra-madre. En contraste, la cepa BALB/c no acarreé en absoluto y solo el 20% de los padres

C57BL/6J acarrearon sus crias, pero los estimulos que llevaron a esta conducta quedaron
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indeterminados. Inicialmente, en este proyecto utilizamos ratones de la cepa C57BL/6J, ya que en el
trabajo de Mak y Weiss (2010) se reportd un porcentaje de acarreo de 100% por parte de los padres
el PPD2. También, se documenté la interaccion entre los PRLRs y la neurogénesis inducida por la
convivencia con sus propias crias en el bulbo olfatorio y el DG del hipocampo. Sin embargo,
obtuvimos resultados opuestos en la prueba de acarreo, ya que en nuestro estudio solo el 17% de los
padres C57BL/6J concluyd la prueba, coincidiendo con los resultados reportados por Liang et al
(2014). También encontramos que esta cepa de animales tenia un alto porcentaje de infanticidio
(15/20 parejas). No pudimos determinar si el sujeto responsable de eso era la madre o el padre. Estas
observaciones implican que el concepto tradicional, de que los ratones macho no expresan cuidado
parental, podria deberse a las cepas utilizadas en los experimentos, algunas de las cuales no
desarrollan conducta parental (p.ej. Los ratones macho de la cepa BALB no expresan cuidado
parental y los C57BL/6J expresan cuidado parental en niveles bajos; Liang et al, 2014). Los
experimentos presentados aqui demuestran que los CD-1 pueden ser una herramienta Util para la
investigacion de la conducta paterna.

Ademas, el registro de la conducta de acarreo fue apoyado por grabaciones de una hora, donde
todos los machos del grupo PR menos uno (90%) expresaron cuidado parental completo en forma de
arqueamiento sobre las crias en el nido, acicalamiento corporal y anogenital y acarreo cuando fue
necesario. Los PRs pasaron mas tiempo en el nido (cuadrante 1), mientras que los PNRs no
mostraron ninguna preferencia, aunque tendieron a pasar mas tiempo en los cuadrantes 3 y 4 (lejos
del nido). Los padres del grupo PNR no expresaron cuidado parental u otra conducta de acercamiento
a las crias, aparte de breves olfateos de las crias, y tampoco demostraron conducta agresiva hacia la
camada. Estas grabaciones apoyaron las pruebas de acarreo, mostrando que el cuidado paternal no
se limita solamente al acarreo, sino que comprende un amplio repertorio de conductas destinadas a
garantizar el bienestar y la supervivencia de las crias.

Otro hallazgo interesante es que el comportamiento de acarreo no siempre estuvo presente el
PPD1. Estas observaciones nos hicieron considerar la posibilidad de que el acarreo sea una habilidad
gue se desarrolla al mismo tiempo que el desarrollo postnatal de las crias y no es espontanea como
se ve en las madres. Sin embargo, en algunos casos, los padres acarrearon a las crias el PPD1 pero
no el dia PPD8. Eso implica que los cambios ambientales que no se pudieron controlar juegan un
papel importante en la expresion de la conducta parental en el macho. De hecho, el éxito de la prueba
de acarreo en los padres CD-1 depende, no solamente de las vocalizaciones ultrasonido por parte de
la hembra (Liu et al, 2013), sino también de otros factores ambientales (Liang et al, 2014; Akther et al,
2015) como la jaula (territorio vs no territorio) y la progenie de las crias, etc. Hay que tener en cuenta,
entonces, que el acarreo estd sujeto a muchas variables externas que podrian impedir la expresion

de esta conducta.
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1.3 La interaccion con las crias y la madre, pero no la hembra embarazada, protegio el
hipocampo contra la neurodegeneracién inducida por KA en los padres CD-1.

En este estudio, por primera vez se demostré que la interaccion de los padres con sus crias
provee proteccion contra un dafio excitotoxico en el hipocampo de los padres, incluso si ellos no
expresan conducta paternal. Estudios desarrollados en nuestro laboratorio han utilizado el periodo de
la lactancia como modelo de hiperprolactinemia fisiolégica y han demostrado que la madre rata es
menos sensible al dafio neurotéxico durante la lactancia que sus conespecificas virgenes. Mas
especificamente, la rata lactante presenta un aumento local de los niveles de la proteina
antiapoptética Bcl-2 en comparacion con las ratas virgenes en diestro y menor muerte celular (FJC) y
apoptosis (TUNEL) (Vanoye-Carlo et al, 2008), sin pérdida significativa de neuronas (NeuN), menor
astrogliosis y respuesta microglial (inmunodeteccion de GFAP e |bal y analisis morfométrico de
Scholl de los astrocitos individuales) después de la administracién central y periférica de KA (Cabrera
et al, 2009; Cabrera et al, 2013). Parte de estos efectos se atribuyen a la PRL, que se encuentra
aumentada durante la lactancia, y se ha demostrado que tiene efectos protectores en experimentos in
vivo (Morales et al, 2014; Reyes-Mendoza y Morales, 2016; Ortiz-Pérez et al, 2018) e in vitro (Ribero-
Segura et al, 2017; Vergara-Castafieda et al, 2016).

Por afios se ha considerado que las hormonas de la reproduccién, en particular la PRL,
desempefian un papel importante en la expresion de la conducta parental en los machos mamiferos,
ya que en varias especies esta hormona tiene niveles circulantes aumentados al final del periodo de
gestacion, después del nacimiento o al tener contacto fisico con sus crias (Storey & Ziegler, 2016).
Sin embargo, la relacién causal entre la PRL y el cuidado paternal ha sido controversial los Gltimos
afos, puesto que el tratamiento con PRL no ha permitido o facilitado el cambio de conducta a los
machos (revisado en: Wynne-Edwards y Timonin, 2007). Por otro lado, tradicionalmente, se considera
gue los cambios endocrinos en los padres mamiferos pueden permitir a los machos satisfacer las
demandas especificas de cada especie al influir y modificar diversos aspectos de la conducta y la
fisiologia, de manera similar a muchos de los efectos que las hormonas y neuropéptidos tienen en las
madres (Saltzman y Ziegler, 2014). En los ratones padres, los PRLRs median la neurogénesis
inducida por la paternidad en los bulbos olfatorios y el DG del hipocampo (Mak y Weiss, 2010). Por
estas razones, estudiamos la posibilidad de que los padres presenten resiliencia mediada por la PRL
después de una lesidn neurotéxica. En nuestros experimentos, la interaccion con las crias tuvo un
efecto positivo en la proteccion contra la excitotoxicidad por KA en las &reas hipocampales CA3 y
CAA4, lo que implica que la paternidad puede constituir un mecanismo protector. Esto se asemeja a la
resiliencia observada en la hembra lactante, que se atribuye principalmente a los cambios hormonales
y la expresion y distribucién de receptores hormonales. Los niveles de estrégenos (o estradiol), PRL,
progesterona y oxitocina, asi como la expresion de sus receptores cambian durante la lactancia

(revisado por Bridges, 2018) y participan en mecanismos de neuroproteccion en diferentes
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estructuras del SNC a través de diferentes vias intracelulares (Hoffman et al, 2003; Stein, 2008;
Torner et al, 2009; Kaneko et al, 2016).

Con base en el trabajo de Mak y Weiss (2010) que propone la participacién de la PRL en la
conducta paternal (Bartke, 2004), en combinacion con los trabajos de nuestro laboratorio que
exploran los efectos neuroprotectores de la PRL en hembras (Morales et al, 2014; Reyes-Mendoza y
Morales, 2016) y en roedores machos (véase: Discusion y Resultados), nuestra hipétesis fue que la
PRL participaria en los efectos neuroprotectores de la paternidad como se describieron en nuestros
experimentos. Curiosamente, los resultados del Western blot del hipocampo mostraron que la PRL
monomeérica se regulo a la baja en los padres en la primera semana postparto y se mantuvo mas baja
gue los grupos control correspondientes después del tratamiento con KA. Por otro lado, la isoforma
dimérica de la PRL (48 kDa) aument6 en el hipocampo de los machos en los grupos EMB y PR, en
comparacion con los controles. Dada la incertidumbre con respecto a la fuente de PRL y que la
expresion de esta hormona en el cerebro ha sido controversial (Bridges y Grattan, 2019), el origen
del aumento de la PRL de 48 kDa en muestras de hipocampo completo alin no se ha determinado.

Con respecto a la sefializacion de los PRLRs, no encontramos sefial de la activacion de Stat5 en el
hipocampo en ninguno de los grupos. A pesar de la falta de cambios en los niveles de I-PRLRs,
observamos niveles elevados de pAkt, una via intracelular alternativa para los PRLRs, en ratones del
grupo PR KA. Akt esta implicada en los procesos de supervivencia celular después de un insulto
excitotdxico. Aunque los mecanismos moleculares exactos que conducen a la supervivencia no estan
completamente aclarados, se sabe que Akt inhibe la activacion de moléculas de sefializacion de la
muerte, como GSK3 y BAD, o se acopla directamente a secuencias del DNA en el nucleo,
promoviendo la sobrevivencia celular (Lai, Zhang y Wang, 2014; Zhao et al, 2016). No obstante, no
exploramos la posibilidad de que otros cambios hormonales pudieran tener un impacto positivo en la
supervivencia celular después de un insulto. Los niveles de estrégeno y oxitocina cambian en los
padres (revisado por Bos, 2017). El efecto neuroprotector de estas hormonas ha sido estudiado con
diferentes métodos de lesiones (trabajos y revisiones sobre neuroproteccion mediada por: a)
estrégenos: Chakrabarti et al, 2014; Engler-Chiurazzi, Singh y Simpkins, 2016; y b) oxitocina: Kaneko
et al, 2016; Mairesse et al, 2018; Karelina et al, 2011). Debido a la complejidad de las adaptaciones
que ocurren en el macho con experiencia paternal, mas experimentos deben abordar la posibilidad de
gue estas hormonas, reguladas diferencialmente en los padres, tengan un papel en los efectos
neuroprotectores que se observan aqui.

En nuestros experimentos, el grupo EMB sufrié neurodegeneracién y muerte celular significativas
en el &rea CA3 después del tratamiento con KA, lo que implica que la convivencia con las hembras
durante el embarazo no impidi6 la muerte por excitotoxicidad. Estudios epidemiolégicos en humanos
(Salinas et al, 2017; Venna y McCullough, 2011) y algunos estudios en roedores (Craft et al, 2005;

Karelina et al, 2011) han propuesto que la interaccién social tiene un efecto protector en el desarrollo
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de enfermedades neurodegenerativas o en la recuperacion después de lesiones cerebrales, y mejor
pronostico de recuperacion después de dafio cerebral. Los ratones alojados individualmente
sometidos a oclusion de la arteria carétida media (MCAO) tuvieron un tamafio de infarto mas grande y
un peor rendimiento cognitivo en comparacion con los ratones que fueron alojados con otro sujeto
(Craft et al, 2005). Los animales lesionados alojados con un conespecifico tenian niveles mas bajos
de la proteina reactiva C (CRP), pero los niveles de corticosterona no fueron significativamente
diferentes entre las dos condiciones de alojamiento. En un estudio mas reciente (Karelina et al, 2011)
que utiliza el modelo MCAO de isquemia, los ratones alojados en pares tenian un tamafio de infarto
mas pequefio que los ratones aislados, niveles mas altos de ARNm de oxitocina en el sitio del infarto
y hiveles mas altos de interleucina-6 (IL-6), una molécula con acciones pro- y antiinflamatorias. El
tratamiento con oxitocina revirti6 el tamafio del infarto y los niveles de IL-6 en ratones alojados
individualmente, mientras que el uso de un antagonista del receptor de oxitocina en animales alojados
en pares revirtié la proteccién social. Basadas en estos datos, planteamos la hip6tesis que el grupo
EMB tendria al menos una proteccién parcial contra la excitotoxicidad, pero no lo confirmamos. Esto
podria deberse a los diferentes protocolos de convivencia o de lesidon. Otra diferencia importante entre
estos estudios y el nuestro es que en los estudios de neuroproteccién social alojaron a los machos
con hembras OVX para controlar por variables relacionadas con la reproduccién, como son los
cambios hormonales inducidos por la cépula y el embarazo. De hecho, los perfiles hormonales de los
futuros padres experimentan cambios, principalmente una regulacion a la baja de la testosterona y
una regulacion al alza de los niveles circulantes de estrégenos antes del nacimiento (Berg y Wynne-
Edwards,2001; Edelstein et al, 2015). La investigacion en especies biparentales y primates no
humanos ha demostrado que los cambios hormonales en los padres parecen incluir cambios en la
PRL circulante y los niveles de testosterona, y también en las concentraciones circulantes de
estrogeno, progesterona y glucocorticoides, asi como en los sistemas de vasopresina y oxitocina
intracerebral (revisado por Saltzman y Ziegler, 2014). A nuestro entender, no hay datos sobre las
fluctuaciones hormonales en ratones macho expuestos al entorno de embarazo de su pareja (futuros
padres) que podrian explicar adecuadamente la falta de neuroproteccion en el grupo EMB en este
estudio.

En el area de CA4, los resultados fueron contradictorios: solo el grupo EMB sufri6 una pérdida
significativa de neuronas, con un aumento significativo en los niveles de fluorescencia
correspondiente a la muerte celular, mientras que el grupo PR tuvo niveles significativamente
elevados de FJC sin diferencia en el numero de neuronas, medida por inmunoreactividad al NeuN,
después de la induccion de neurotoxicidad. La astrogliosis determinada como el nimero de células
positivas para GFAP no difirié entre las condiciones para ninguno de los grupos. Los altos niveles de
astrogliosis en el tratamiento i.c.v. con SAL podrian explicar la falta de diferencias entre las

condiciones. Este hallazgo implica que el area CA3 esté protegida de manera preferencial contra el
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dafo excitotoxico en nuestro estudio.

Consideramos la posibilidad de que las sefiales de las crias pudieran formar un entorno
enriguecido que se sabe que protege contra las convulsiones inducidas por KA (Young et al, 1999) v,
por lo tanto, indujera la neuroproteccion observada en nuestro estudio. Sin embargo, no se detectd
proteccion contra la lesion por KA en nuestros experimentos de sensibilizacion del macho con
exposicion crénica a crias. Estos resultados deben interpretarse con cautela, ya que el protocolo de
exposicion (dos horas diarias, con una exposicion uUnica de 24 horas en el Ultimo dia de
sensibilizacién, exposicidn a crias de uno a siete dias de edad) y el nUmero de crias utilizadas fueron
diferentes al del grupo P. Ademas, el paradigma de sensibilizacién impidi6 la interaccion fisica directa
entre machos y crias, porque las crias estaban dentro de una red metalica. El uso de malla metélica
fue necesario ya que en unos experimentos pilotos, cuando los ratones macho se expusieron a crias
en su caja las atacaron. Para evitar la muerte de crias se decidié usar una malla metélica que les
protegiera de ataques por parte de los machos, pero no evitara los demas estimulos emitidos. Mas
estudios son necesarios para establecer si las interacciones con una hembra lactante y las crias
fueron responsables de los efectos de la neuroproteccion.

En resumen, este estudio muestra que la interaccién paterna con las crias y/o la madre induce
neuroproteccién contra la lesién por neurotoxinas en el hipocampo de ratones macho. Es posible que
la neuroproteccion no esté mediada principalmente por la PRL, ya que se encontré que la isoforma
monomeérica bioactiva de esta hormona estaba regulada a la baja y no se encontré activacion de los
PRLRs a través de la fosforilacion de su via de sefalizacion candnica, Stat-5. Sin embargo, la posible
modulaciéon de los mecanismos neuroprotectores a través de la PRL no se puede descartar por
completo, ya que hubo una regulacién al alza robusta y sostenida en el hipocampo de padres durante

la primera semana postparto y después de la administracion de KA.

1.4 Los topillos de la pradera no se protegieron contra el dafio causado por KA.

Los topillos de la pradera son una especie biparental en la que ambos sexos desarrollan
naturalmente cuidado parental. En nuestros experimentos de acarreo, solamente uno de los seis
padres acarred una de sus cinco crias. El dia 8 las crias ya tenian desarrolladas sus habilidades
motrices y se movian hacia el nido, independientemente de los padres. La falta de acarreos
probablemente se deba a que no se modificd la prueba para las necesidades de la especie, con uso
de separadores de piso para dificultar el movimiento de las crias, o con aumento del tiempo de espera
del macho fuera de la caja de alojamiento, o con tiempos de prueba mas largos. Al introducir al padre
en la caja, éste se movia directamente al nido, y una vez presentes sus crias demostraba conducta
paternal espontanea, con arqueamiento continuo que duré mas que 60 segundos, acicalamiento
corporal y anogenital. También, en momentos que no se evaluaba la conducta y estaba en el cuarto

de alojamiento, los machos estaban en el nido cuidando activamente de la camada y la madre fuera
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del nido. En caso de uso de especies distintas a las que usualmente se usan en experimentos de
laboratorio, hay que tomar en cuenta las particularidades de cada especie, correr varios y diferentes
experimentos pilotos y modificar cualquier variable que pudiera intervenir con la expresion de la
conducta bajo investigacion.

En el caso de los topillos de la pradera, no pudimos encontrar algin efecto positivo de la
experiencia paternal ante una lesion excitotoxica. Aunque en los experimentos pilotos se determind
que la dosis 6ptima era la de 100 ng de KA, no se puede descartar que una dosis menor hubiera
tenido el efecto deseado para poder discernir algunos efectos positivos de la interaccion. Karelina et
al (2011) demostraron que el alojamiento comun con conespecificos mejoro la recuperacion después
de un infarto experimental en ratones. En combinacién con el hecho de que los topillos de la pradera
son animales sociales, esto podria explicar parte de los resultados negativos que obtuvimos en estos
experimentos. También, hay que considerar la posibilidad de que la convivencia y la conducta
parental no sea una ventaja para los topillos de la pradera, ya que viven en condiciones de
alojamiento social, y desde la pubertad expresan conductas aloparentales, un tipo de cuidado hacia
los miembros recién nacidos de la camada que se asemeja mucho al cuidado parental. Eso podria
significar que los circuitos y cambios hormonales de los padres topillos de la pradera no tengan un
efecto protector tan drastico como el que se ve en el caso de los ratones, que no son animales que

tradicionalmente expresan conductas de cuidado y parentales.

2. El tratamiento crénico con PRL protegi6 el hipocampo del ratbn macho contra un dafio

excitotéxico.

En los experimentos de tratamiento crénico con PRL anteriormente a la expocisién a neurotoxinas,
mostramos que la regién CA3 del hipocampo de ratones virgenes macho esta protegida de manera
preferencial en comparacion con el area CA4. CA1 no se encontrd dafiada por el tratamiento i.c.v. con
KA, posiblemente debido a la via de administracion, o la cepa de raton utilizada en nuestros
experimentos, ya que diferentes cepas de ratdén expresan resistencia variable a la excitotoxicidad
(revisada en Zheng, Zhang y Zhu, 2011). Ademas, el HP contralateral no se vio afectado por la
inyeccion de KA en términos de numero de neuronas (NeuN) o células degenerativas (FJC), aunque
parecia haber niveles de astrogliosis elevados (datos de observacion).

Los resultados relacionados con los efectos neuroprotectores del tratamiento con PRL son
similares, aunque no idénticos, a los de los experimentos realizados en ratas hembras. Las
diferencias podrian deberse a la expresion diferencial de los receptores a kainato (KAR) o PRLRs
entre especies, asi como a los protocolos de administracion de KAy PRL, que no eran idénticos a los
de trabajos anteriores desarrollados en nuestro laboratorio. Ademas, se sabe que las ratas macho

tienen una mayor densidad de KARs en el CA1l del hipocampo que las hembras en estro (Palomero-
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Gallagher, Bidmon y Zilles, 2003). Eso implica que, aparte de las diferencias entre especies, las
diferencias de sexo podrian explicar los resultados disimiles entre el trabajo anterior de nuestro
laboratorio y los experimentos presentados aqui. En nuestros experimentos, los animales tratados
con PRL mostraron una tasa de supervivencia para las neuronas mas alta y un area positiva para
muerte celular menor, en CA3, después de la excitotoxocidad inducida por KA, un resultado
encontrado en ratas lactantes (Cabrera et al, 2009; Cabrera et al, 2013) y en ratas hembra OVX
tratadas con PRL (Morales et al, 2014). Sin embargo, los niveles de astrogliosis fueron elevados en
los experimentos presentes, en contraste con los resultados observados en trabajos anteriores con
ratas hembra tratadas con PRL (Tejadilla et al, 2010). A pesar de que los niveles de astrogliosis o,
generalmente, de GFAP se han interpretado durante mucho tiempo como un sello de la reaccion del
sistema al dafio, no se puede concluir que el fenotipo reactivo de la astrogliosis sea perjudicial para el
hipocampo, ya que existen diferentes estados de activacion glial, pro y antiinflamatorio,
principalmente, dentro de otros estados putativos que describen varios modelos de la astrogliosis
reactiva, que afectan de manera diferencial el resultado después del dafio del SNC (Liddelow y
Barres, 2017). Ademas, debemos tener en cuenta que un area GFAP positiva mayor no significa en
realidad un fenotipo de astrogliosis en el nivel de una sola célula; el analisis morfométrico de Scholl
podria proporcionar informacion sobre el numero y el largo de los procesos, una medida que aclararia
si el aumento en los niveles de GFAP es el resultado de la activacion reactiva de los astrocitos, al
menos basados en su fenotipo morfologico.

Los resultados para el area CA4 no dieron respuestas claras, ya que las cuantificaciones para FJC,
NeuN y GFAP no coincidieron y la protecciéon que se vio aqui no esta respaldada por los resultados
de los grupos control utilizados en nuestro estudio. Los animales tratados con PRL expuestos a la
neurotoxina no tuvieron un numero significativamente menor de neuronas, o un aumento en los
niveles de FJC. Sin embargo, los resultados para los grupos C y CSAL no fueron consistentes entre
los marcadores de neurodegeneracion, o cuando se compararon con su control correspondiente, lo
que dificulta la obtencién de conclusiones claras. Una posible razén para la falta de resultados
consistentes en el area CA4 es la cepa de raton utilizada en nuestros experimentos, que ha
demostrado tener una gran variabilidad en los patrones de neurodegeneracién después de la
administracion de KA, especialmente en el hilus del giro dentado (aqui etiquetado como CA4) (McLin
et al, 2006). De hecho, en nuestros experimentos, la variabilidad es alta, como se puede apreciar por
la dispersion de datos (barras SEM en las graficas de la Figura 15). Otra razon de la falta de
conclusiones solidas en CA4 podria ser que la PRL no actle en esta region, posiblemente debido a
una menor densidad de PRLRs o una accién mas determinante del KA en esta area.

En nuestros experimentos, la PRL se administro por via periférica. El transporte de PRL en el SNC
es un tema controversial. Tradicionalmente, se cree que la PRL se une a los PRLRs presentes en la

barrera hematoencefalica y se transporta al parénquima cerebral a través de sus receptores, que se
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encuentran abundantemente en el plexo coroideo, una region que cubre los ventriculos cerebrales y
participa en la produccion del liquido cefaloraquidico (LCR). Sin embargo, un estudio reciente de
Brown et al (2015) que investigd el sistema de transporte de PRL en el SNC mostré que la PRL no
requiere de la presencia de PRLRs funcionales para su transporte en el cerebro, ya que en los
ratones PRLR™, la PRL radiomarcada fue detectada en el LCR del plexo coroideo. La difusién, como
método de transporte pasivo, desde los vasos sanguineos al LCR, no puede excluirse como un
posible mecanismo para que la PRL ingrese al cerebro, a pesar de ser el método mas comun en el
transporte de moléculas pequefias y no de proteinas del peso molecular de la PRL. Ademas, otra
molécula de transporte podria estar involucrada en el mecanismo de entrada de PRL, aun por
identificar. En nuestros experimentos, usando el control sin manipulacion y el control tratado con
salina, vimos que la PRL tuvo un efecto protector, aunque no se evalué la via de transporte de la PRL
al CNS.
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CAPITULO VI

Conclusiones

En los experimentos presentados en esta tesis:

- Los ratones C57BL/6J no expresaron cuidado paternal hacia sus crias, al contrario de lo que se
ha visto en trabajos de otros laboratorios. En el mismo modelo, los machos no presentaron dafio
cuantificable en el hipocampo después de la administracion de &cido kainico, indicando que no es un
modelo adecuado para estudiar fenémenos relacionados con dafio y neuroproteccién en lesiénes con
KA. (Objetivo “a@”)

— Aproximadamente la mitad de los ratones CD-1 con experiencia paternal desarrollaron
conductas de cuidado hacia las crias, como antes reportado en la bibliografia. Los ratones padres que
no desarrollaron conducta paternal, no exhibieron conductas de agresién hacia las crias.

— Los ratones padres de la cepa CD-1 se protegieron contra el dafio excitotoxico en las areas
CA3 y CA4 del hipocampo. Esta proteccion no depende de la conducta paternal, ya que los ratones
gue no expresaron cuidado parental, no sufrieron cambios significativos en los marcadores de muerte
celular, de neurodegeneracion y de astrogliosis en comparacion con sus controles. (Objetivo “a”)

— Los niveles de la PRL monomérica se regulan a la baja en el hipocampo de ratones padres
CD-1 durante la primera semana posparto. Al mismo tiempo la PRL dimérica se regula a la alza.
(Objetivo “e”)

— Los niveles de la PRL monomérica se regulan a la baja mientras la PRL dimérica se regula a
la alza en el hipocampo de ratones padres CD-1 después de un dafio excitotéxico. (Objetivo “c”)

— Aungue no se detectaron cambios en los nivels protéicos del I-PRLR y la via de sefializacion
MAPK, se detecté un aumento significativo en la via de sefializacion intracelular pAkt después de la
induccién de una lesién excitotéxica en el hipocampo de los ratones CD-1 con experiencia paternal.
La pAkt estd implicada en mecanismos de supervivencia celular que pudieran participar en la
proteccion vista en los experimentos presentes. (Objetivo “d”)

— El hipocampo de ratones machos virgenes expuestos a estimulos sensoriales por parte de las
crias no proveo proteccion contra el dano excitotoxico. (Objetivo “f”)

— El hipocampo de los topillos de la pradera con experiencia paternal no se protegié contra el
dafio excitotoxico, indicando que los resultados que obtuvimos de los experimentos con los ratones
padres CD-1, no son globales y no se pueden replicar en este modelo de paternidad natural. (Objetivo
‘9")

— El tratamiento crénico con PRL exdgena provee proteccion en el area CA3 del hipocampo de
ratones macho virgenes CD-1 ante una lesion excitotoxica. Sin embargo, no tiene un efecto protector

claro en el area hipocampal CA4. (Objetivo “b”)
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En el presente trabajo se encontré un efecto de la paternidad antes no conocido. Sin embargo,
este proyecto tuvo varias limitaciones, ya que no se pudo descifrar el o los mecanismos especificos
que participan en la neuroproteccion del hipocampo de ratones-padres. Tampoco sabemos si esta
proteccion en la primera semana posparto es un efecto transitorio o persistente. Futura investigacion
sobre este tema deberia averiguar si otras hormonas implicadas en la conducta paternal (p.ej.
oxitocina) son las responsible de la neuroproteccion vista en este modelo. La participacion de la PRL
en este proceso no se puede descartar completamente, por lo cual en el futuro deberiamos de
enfocarnos en analisis mas adecuados y puntuales (p.ej. la activacion de Stat-5 en diferentes tipos de
células) que pudieran dejar claras respuestas sobre el papel de esta hormona en el proceso de
neuroproteccién social. También, otro enfoque interesante de la paternidad seria los efectos
neuroprotectores a largo plazo.

La PRL exdgena tuvo efecto neuroprotector en el hipocampo de ratones macho virgenes. Sin
embargo, no se pudo concluir si los mecanismos implicados en este proceso son los mismos que en
las hembras. Es de interés para la futura investigacién encontrar las vias intracelulares que participan
en este proceso. Tampoco pudimos investigar la razén por la neuroproteccion especifica en CA3 y no
en CA4. Seria interesante analizar la expresiéon del PRLR en el hipocampo o la activacién de las
células positivas para PRLR de cada region hipocampal especifica. Eso nos proporcionaria

respuestas sobre la especificidad de la proteccién por PRL exdgena.
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