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Resumen

En el presente trabajo se estudio el efecto de la hormona prolactina sobre el
hipocampo medial de rata. La prolactina es una hormona peptidica con una amplia
variedad de efectos a nivel biolégico, teniendo accién sobre diversos sistemas como
es el sistema nervioso central; en donde ademas se ha visto que puede funcionar
como agente neuroprotector. Debido a su importancia es de especial interés
estudiar el como la hormona puede afectar a los tejidos dentro del sistema no solo
a un nivel molecular, sino también a un celular. Los resultados obtenidos en este
trabajo sugieren que prolactina puede modificar la estructura y funcionalidad del

hipocampo, ejerciendo cambios en el estrato neuronal y la microglia.
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Introduccion

La prolactina es una hormona peptidica sintetizada principalmente en la
glandula hipofisaria, cuyas funciones descritas abarcan mas de 300 efectos
biolégicos en los mamiferos que se puede asociar a procesos tales como
modulacion de respuesta al estrés, la regulacién inmune y el transporte de calcio,
entre otras (Bole-Feysot et al., 1998; Ferraris et al., 2013). En afos recientes ha
recibido especial interés por sus notorios efectos en el sistema nervioso central, al
contar con la capacidad de mejorar el rendimiento cognitivo y la memoria espacial
al inducir neurogénesis, proliferacion celular y sobrevida durante el neurodesarrollo,
poder promover la neuro plasticidad y la remodelacion dendritica durante el
embarazo y post-parto; asi como la recuperacion y proteccion neuronal ante el dafio
excitotoxico inducido con glutamato o acido kainico en el hipocampo (Torner, 2016;
Vergara-Castaneda et al., 2016; Cabrera-Reyes et al., 2017; Rivero-Segura et al.,
2017; Salais-Lopez et al., 2017). Ademas de lo mencionado con anterioridad, esta
hormona cumple papeles clave durante diferentes etapas de vida de los individuos,
promoviendo conductas esenciales que se pueden llegar a necesitar por parte de
las hembras madres durante los periodos de lactancia y el cuidado de las crias
(Bridges y Grattan, 2003; Mak y Weiss, 2010; Cabrera-Reyes et al., 2017).

Entre las regiones del sistema nervioso central que se han estudiado bajo los
efectos de la prolactina se encuentra el hipocampo. Esta area del cerebro se
caracteriza por llevar a cabo funciones de memoria y aprendizaje, asociandose
también a procesos de regulacién de comportamiento por parte de los individuos
(Hennerici, 2014). Ademas, se caracteriza por ser uno de los dos sitios donde se ha
reportado la existencia de mecanismos de neurogénesis en edad adulta;
encontrandose solo en la zona subventricular de los ventriculos laterales y la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo (Larsen y Grattan, 2010, 2012). Debido
a la importancia de las funciones que lleva a cabo el hipocampo diversos estudios
se han enfocado a procesos neurodegenerativos en enfermedades donde la pérdida
de la memoria y otras funciones cognitivas son los puntos clave, enfermedades

tales como la enfermedad de Alzheimer y Parkinson (Khadrawyb y Ezza, 2014). Se
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ha visto que la prolactina es un agente efectivo contra el dafio causado por procesos
de excitotoxicidad, evitando la pérdida neuronal como se ha demostrado en
numerosos estudios llevados a cabo tanto in vivo como in vitro (Vanoye-Carlo et al.,
2008; Cabrera et al., 2009; Tejadilla, Cerbon y Morales, 2010; Vergara-Castafieda
et al., 2016; Rivero-Segura et al., 2017). Los mecanismos moleculares por los que
la prolactina ejerce un efecto sobre esta regién, junto con la efectividad de esta
hormona como agente neuroprotector, son un punto de interés para numerosas
investigaciones. Sin embargo, existen pocos estudios dirigidos a investigar los
efectos propios de la hormona y su efecto fisiolégico en el hipocampo a nivel tisular
y molecular. Recientemente mediante un estudio de secuenciaciéon (RNASeq), se
revel6 que al administrar prolactina por via intraperitoneal en ratas existe un cambio
en los transcritos producidos dentro del hipocampo; presentando un incremento en
la transcripcion en genes clave para el funcionamiento sinaptico, la estructura de la
matriz extracelular y el funcionamiento neuronal en general, la microglia, dentro
otros (Cabrera-Reyes et al., 2019). Es bien sabido que al existir un cambio en la
expresion transcripcional se da de igual manera un cambio en la dinamica nuclear
y celular, existiendo cambios visibles a nivel morfolégico de estructuras celulares
nucleares y nucleolares, ademas de un cambio en la expresion protéica y de
marcadores especificos; como ocurre en células estimuladas por algunos factores
somatotropicos o células alteradas por alguna enfermedad como el cancer
(O’Malley y Means, 1974; Tung, Dorrington y Fritz, 1975; Dey, 2010; Kalinin et al.,
2018). Estos cambios pueden afectar a su vez células contiguas, tomando esto en
el contexto del sistema nervioso central donde no solo puede existir un cambio
transcripcional y celular en las neuronas sino también a células de la glia, las cuales
en anos recientes han ganado importancia en los estudios de diversos procesos y
mecanismos neuroendocrinos en el sistema nervioso central. Por estos motivos se
considerd estudiar los efectos que ejerce la prolactina sobre la poblacién de
neuronas hipocampales a nivel estructural, morfolégico y funcional a nivel celular,

ademas de su efecto en la poblacion celular de microglia encontrada en esta region.
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Antecedentes

La prolactina es una hormona de tipo peptidica que se produce
principalmente de forma principal en la glandula pituitaria (Torner, 2016),
encontrandose presente en todos los grupos de vertebrados. Esta hormona en el
humano se encuentra codificada en el cromosoma 6, mientras que en roedores
existen multiples genes relacionados a su produccion; codificada en el genoma de
ratones dentro del cromosoma 13 y en ratas dentro del cromosoma 17 (Ben-
Jonathan y Hugo, 2015). En humanos, el gen de prolactina esta formado por 5
exones y 4 intrones, mismo que codificara para un péptido de 199 aminoacidos
(Kanyicska et al., 2000). Su peso de forma normal es de 23 kDa, sin embargo se
han reportado variantes como resultado de mecanismos de corte y empalme,
splicing alternativo, degradacion proteolitica o modificaciones post-transcripcionales
(Kanyicska et al., 2000; Ben-Jonathan y Hugo, 2015). Ademas, en pacientes con
hiperprolactinemia la hormona prolactina puede encontrarse en un complejo
heterodimérico con la inmunoglobulina gamma (IgG) llegando a tener un peso de
superior a los 100 kDa (Ben-Jonathan y Hugo, 2015).

La prolactina junto con la hormona del crecimiento (GH por sus siglas en
inglés) y el lactégeno placentario son conocidos como lactégenos; perteneciendo a
la superfamilia de citocinas en la cual existen mas de 20 proteinas las que se
asemejan entre si en su estructura (Kanyicska et al., 2000). La prolactina es una
hormona pleiotropica en vertebrados con mas de 300 efectos descritos (Diakonova
y Hammer, 2015), que se clasifican en cinco categorias principales: reproduccion,
crecimiento y desarrollo, equilibrio hidroelectrolitico, inmunomodulacién, procesos
cerebrales y comportamiento (Freeman et al., 2000; Castanho et al., 2014). Como
ejemplo, se puede mencionar el papel de la hormona durante la lactancia
promoviendo el desarrollo de las glandulas mamarias y lactogénesis, en la funcion
lutea al desempefiarse como un agente luteotréfico o luteolitico dependiendo del
estado del organismo, en la regulacion del comportamiento parental, en la
regulacién del sistema inmune, en osmorregulacion celular y angiogénesis, entre
otros (Carretero et al., 2019). En el sistema nervioso central (SNC), la prolactina

destaca por promover neurogénesis tanto en la zona granular del giro dentado del
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hipocampo y la zona subventricular del bulbo olfatorio, ademas de promover la
produccion de ciertos neurotransmisores y neuropéptidos que permiten un buen
funcionamiento, el desarrollo neuronal en organismos neonatales, la mejora en
memoria espacial y funcionamiento cognitivo y mas recientemente, ha adquirido un
papel protagdnico como agente neuroprotector (Cabrera-Reyes et al., 2017).
Como fue mencionado con anterioridad, el principal sitio de sintesis de
prolactina es la glandula pituitaria en las células lactotréficas, aunque existen otros
sitios de produccion periféricos como son el hipotalamo, la placenta y el utero, las
glandulas mamarias e inclusive células del sistema inmune como linfocitos, entre
otros (Gregerson, 2006). Sin embargo, es importante mencionar que la produccion
dependera del estado del organismo asi como de su sexo y edad, como se ha
evidenciado en ratas en las que la produccion de prolactina en hembras se da de
forma constante por mas de la mitad de los lactotropos mientras que en machos
dicha produccion se da forma intermitente (Booth y Gutierrez-Hartmann, 2014). La
secrecion de prolactina también esta regulada de acuerdo al ciclo circadiano,
encontrandose en humanos una mayor concentracion de la hormona en sangre
durante el suefio teniendo un pico de forma previa a que el individuo despierte,
sugiriendo que la hormona puede ser una causa de la alteracion en los patrones de
reposo de ciertos individuos (Kanyicska et al., 2000). En ratas, se ha reportado que
al momento del nacimiento los niveles de prolactina en sangre son bajos y aumentan
de forma exponencial hasta la quinta semana de vida, llegando a un nivel estable
en la octava semana en machos y oscilando en hembras durante su ciclo estral en
concentraciones en suero de entre 68.5 ng/ml y 27.6 ng/ml (Amenomori, Chen y
Meites, 1970; Hav'Kins etal., 1975; Tissier etal., 2014). Este incremento es
regulado por varios factores, los mas importantes siendo el factor de crecimiento
epidermal, el factor de crecimiento tipo insulina 1y el estradiol (Tissier et al., 2014).
Una vez que los individuos llegan a una etapa reproductivamente funcional la
prolactina sigue ciclos de regulacién con base en la fase del ciclo estral en la que el
individuo se encuentre (Ronnekleiv y Kelly, 1988). En ratas no gestantes los niveles
de la hormona se mantienen bajos durante las fases del estro, metaestro y diestro;

siendo en la tarde del proestro cuando existe un aumento en su secrecion (Tissier
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et al., 2014). Este aumento se debe principalmente al incremento de los niveles de
estrogenos en suero, existiendo estudios que han confirmado que una inyeccion de
prolactina en ratas ovariectomizadas promueve el incremento de prolactina de
manera similar a la fase proestro del ciclo estral de la rata (Neill, 1972). Cuando se
da un evento de apareamiento entre individuos y entran en gestacion, los niveles de
prolactina aumentan durante los primeros dias del embarazo llegando a una
concentracion en suero de hasta 30.2 ng/ml, que disminuye conforme progresa el
embarazo llegando a niveles de 10.9 ng/ml (Amenomori, Chen y Meites, 1970;
Hav’Kins et al., 1975; Tissier et al., 2014). Sin embargo, a partir del dia 22 y hasta
el término del embarazo estos niveles en suero vuelven a subir llegando a una
concentracion de aproximadamente 29.2 ng/ml, teniendo en el primer dia del
postparto una concentracion en suero estimada de 65.5 ng/ml (Amenomori, Cheny
Meites, 1970; Grattan, 2001; Tissier et al., 2014). Durante el periodo de lactancia se
mantiene un nivel alto de la hormona en suero de aproximadamente 25.7 ng/ml
debido al estimulo fisico dado por la succion de las crias, el cual recae rapidamente
una vez que la hembra es destetada llegando a una concentracion de 8.3 ng/mi
(Amenomori, Chen y Meites, 1970; Hav'Kins et al., 1975; Tissier et al., 2014).
Existen ocasiones, sin embargo, en los que las vias de regulacion de la secrecion
de prolactina son alteradas, y por tanto los niveles en suero de la hormona se
encuentran en niveles elevados de manera constante (Booth y Gutierrez-Hartmann,
2014; Capozzi et al., 2015). Es en estos casos cuando se dice que se genera un
estado patoldgico de hiperprolactinemia, el cual es comunmente generado por un
grupo de células que sobre producen la hormona y que en conjunto son
denominados como adenomas secretores de prolactina o prolactinomas (Booth y
Gutierrez-Hartmann, 2014).

Las funciones bioldgicas de la prolactina se llevan a cabo cuando se une a
su receptor, el receptor de prolactina; este receptor estructuralmente se caracteriza
por contar con tres dominios caracteristicos: el dominio extracelular, el
transmembranal y el intracelular. Al ser miembro de la superfamilia de receptores
tipo citocina, este receptor comparte similitudes con los receptores de la hormona

del crecimiento y del lactdégeno placentario, llevando tras su activacion un proceso
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de fosforilacion en una variedad de proteinas citoplasmaticas (Ben-Jonathan y
Hugo, 2015). El gen del receptor de prolactina en humanos se encuentra en el
cromosoma 5 contendiendo 11 exones dentro de su secuencia, existiendo al dia de
hoy una descripcidn de diversas isoformas obtenidas a partir de procesos de splicing
alternativo, las cuales difieren principalmente en la longitud del dominio
citoplasmatico del receptor (Roth y Kramer, 2019). Al igual que su ligando, este
receptor se encuentra distribuido a lo largo de diversos tejidos, teniendo como
ejemplo al higado, las glandulas mamarias, la glandula adrenal, el hipocampo y el
hipotalamo, entre otros. Sin embargo, es evidente que la expresion de este receptor
dependera de factores fisiologicos, dependiendo directamente de los niveles
circulantes de prolactina y otras hormonas esteroides (Ben-Jonathan y Hugo, 2015).

Los receptores de prolactina cuentan con un dominio extracelular universal
de aproximadamente 200 aminoacidos que se conservan entre las diferentes
isoformas del receptor, teniendo subdominios D1 y D2 con motivos de fibronectina
tipo 3 (Gregerson, 2006). Cabe mencionar que existe una homologia del dominio
extracelular de estos receptores entre humanos y ratas del 74 %, mientras que entre
humanos y ratones el porcentaje de homologia es del 71 % (Ben-Jonathan y Hugo,
2015). La diferencia principal entre las isoformas existentes se encuentra en el
dominio intracelular, que se puede componer de un numero diferente de
aminoacidos. Con base en la longitud de este dominio se podra clasificar el receptor
de acuerdo con el tamanio final de este; existiendo de forma clasica el receptor corto
de prolactina de 42 kDa (PRLR-S), el receptor mediano de prolactina de 50 kDa
(PRLR-M) y receptor largo de prolactina de 90 kDa (PRLR-L). Sin embargo, en los
humanos se ha reportado que existen al menos cinco isoformas diferentes, entre
las que se pueden encontrar dos variantes de la isoforma corta (PRLR-S1a y S1b)
y las isoformas solubles; las que se encuentran de forma extracelular y se originan
por medio de la protedlisis del receptor (Ben-donathan y Hugo, 2015). La
abundancia de una isoforma sobre otra, asi como su presencia o ausencia, depende
del tejido y el contexto del que se hable, existiendo diferencias a nivel celular y
tisular, asi como de la especie y el organismo en especifico (Cabrera-Reyes et al.,

2017). En el SNC de la rata se ha descrito que las tres isoformas clasicas se
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encuentran presentes, siendo la isoforma larga la que predomina en estos tejidos
(Carretero etal.,, 2019), reportandose que en el hipocampo predominan las
isoformas de PRLR cortas y largas (Cabrera-Reyes et al., 2017; Rivero-Segura
etal., 2017).

La activacion del receptor se da cuando existe la formacién de un complejo
trimeérico que consiste en dos receptores con un ligando, uniéndose la molécula de
prolactina al subdominio D1 del dominio extracelular (Kanyicska et al., 2000). Al
formarse el complejo, inicia el proceso de transfosforilacion del dominio intracelular
del receptor. En este dominio existen regiones conservadas conocidas como Box1,
que es una regién proxima a la membrana rica en prolina, y Box2, una regién menos
conservada con abundancia de tirosina ausente en la isoforma corta del receptor. A
la regién Box1 se asocia de forma constitutiva la tirosina quinasa Janus quinasa 2
(Jak2), la cual es activada una vez que se forma el complejo trimétrico mencionado
anteriormente para dar paso a un proceso de transfosforilacién, en el cual tanto Jak2
como los residuos de tirosina del receptor son fosforilados (Kanyicska et al., 2000).
De igual manera, se da la fosforilaciéon de segundos mensajeros como pueden ser
STATS, MAPK y PI3-K, lo que dara lugar a la activacion de genes y procesos
especificos en la célula (Rivero-Segura et al., 2017). Finalmente, la regulacién se
da por medio de la intervencion de diversos factores, como puede ser la secrecion
de dopamina por neuronas dopaminérgicas o los mismos niveles de prolactina a
nivel sanguineo que pueden regular la produccion de esta, en un sistema de
retroalimentacion negativa (Torner, 2016).

En el SNC la prolactina y su receptor tienen una amplia distribucion en
diferentes regiones, contribuyendo en diversos mecanismos y funciones necesarias
para el correcto desarrollo y comportamiento del individuo en diversas etapas de
vida (Cabrera-Reyes et al., 2017). La accion de prolactina es tejido especifico,
pudiendo generar diferentes efectos de acuerdo a la zona e inclusive al tipo celular
del que se trate. Es importante mencionar que pese a existir sintesis de la hormona
dentro de diferentes regiones cerebrales como el hipotalamo (Grattan, 2015), la
prolactina también puede entrar al cerebro atravesando la barrera hematoencefalica

por un transportador especifico localizado en las membranas del plexo coroideo, ya
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que un estudio reciente reportd que el transporte de prolactina al cerebro es
independiente del PRLR lo que sugiere la existencia de un transportador que no ha
sido aun identificado (Brown et al., 2016). Una vez dentro del SNC la prolactina
actua de diversas maneras, ejemplos siendo como un agente importante en los
procesos de lactancia y maternidad, incrementando la expresion del gen de PRLR
durante la lactancia en el bulbo olfatorio, la corteza cerebral y el hipotalamo;
asociando este fendmeno a un comportamiento materno por parte del individuo (Pi
y Grattan, 1998, 1999; de Moura et al., 2015). La hormona también contribuye de
forma activa a la regulacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal durante los
periodos de embarazo, con el fin de reducir las respuesta de estrés que pueda
presentar el individuo (Parker, Menzies y Douglas, 2011; Torner, 2016). Se ha visto
que prolactina puede estar involucrada en mecanismos de neurodesarrollo; al
contar con una elevada tasa de produccion de su receptor durante etapas
tempranas del desarrollo en la zona del bulbo olfatorio (Roselli et al., 2008). Por otro
lado, también se sabe que la prolactina puede tener un rol importante en procesos
de neurogénesis en la vida adulta de los individuos, tanto en la zona subventricular
como en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo (Bridges y Grattan,
2003; Larsen y Grattan, 2010, 2012). Estos estudios han atribuido este efecto
principalmente a procesos de maternidad y lactancia en los individuos, sugiriendo
que la hormona puede llegar a promover de forma positiva los estimulos y
comportamientos maternos que los individuos necesitan (Bridges y Grattan, 2003;
Shingo et al.,, 2003; Larsen y Grattan, 2012). EI mecanismo de neurogénesis
también ha sido visto como un complemento a los efectos neuroprotectores que
prolactina ejerce, existiendo en las ultimas décadas un gran interés clinico por
ambos procesos. De igual forma, se ha demostrado tanto en estudios in vitro como
in vivo que la prolactina puede prevenir y reducir el dafio y muerte celular causado
por agentes excitotdxicos o de estrés, sin embargo se desconocen los mecanismos
de accién utilizados por la hormona para ejercer dicha proteccion (Vanoye-Carlo
etal., 2008; Cabrera etal., 2009; Tejadilla, Cerbon y Morales, 2010; Vergara-
Castafieda et al., 2016; Rivero-Segura et al., 2017).
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Una de las zonas mas estudiadas en el SNC en referencia al efecto y accion
de prolactina es la region del hipocampo. Esta es una estructura neuronal que se
caracteriza por llevar a cabo funciones de memoria y aprendizaje que le permiten a
los individuos desarrollarse de manera normal en su entorno (Hennerici, 2014). La
estructura del hipocampo se puede identificar con facilidad por su forma curva, la
cual se encuentra pareada en ambos hemisferios cerebrales en el interior del I6bulo
temporal. Para poder estudiarlo se suele referir a la existencia de dos partes
principales con base en sus estructuras laminares: una conocida como Cornu
Ammonis que esta envuelta por otra denominada giro dentado (Duvernoy et al.,
2013). El Cornu Ammonis se puede dividir en 6 capas diferentes, sin embargo, es
la capa piramidal que se caracteriza por su composicién de neuronas de tipo
piramidal y que ha sido ampliamente estudiada. Esta se puede dividir a su vez en
diferentes campos que facilitan su estudio conocidos como CA1, CA2, CA3 y CA4;
clasificando estos con base en las caracteristicas de las neuronas piramidales que
lo componen. Por un lado, la region de CA1 se caracteriza por poseer un abundante
numero de neuronas con soma triangular y pequefio; las cuales varian entre los ejes
transversales y rostrocaudales dividiéndose entonces entre el estrato profundo
(mayor cantidad de neuronas) y el estrato superficial (menor cantidad de neuronas)
(Schultz y Engelhardt, 2014). La regién de CA2, por otro lado, se compone de
células con somas de un tamafio mas grande y forma mas ovaladas (pese a ser de
tipo piramidal), formando un estrato mas delgado que el encontrado en CA1 (Watts,
2005; Duvernoy et al., 2013). La regién de CA3 se encuentra en una posicidon
curvada, lo que es en primera instancia la caracteristica mas notoria de esta region
en relacion al resto; teniendo somas celulares parecidos a aquellos encontrados en
CAZ2 pero en una menor densidad a CA2 y presenta una “fibra musgosa” proveniente
de los axones de las neuronas encontradas en el giro dentado (Watts, 2005).
Finalmente, la region de CA4 se encuentra envuelto por la curvatura del giro
dentado, caracterizado por células piramidales con forma ovoide y grande, las
cuales se encuentran dispersas y rodeadas de fibras mielinizadas que una vez mas
son denominadas como “musgosas” (Duvernoy et al., 2013). El otro componente

del hipocampo, el giro dentado, es una lamina delgada que cubre de forma concava

18



el segmento del CA4. Esta estructura cuenta con tres capas faciles de diferenciar:
el estrato granuloso, el estrado polimoérfico y el estrato molecular. El estrato
granuloso se podria definir como el principal, y cuenta con neuronas con soma
redondo y pequefio cuyos axones de forma “musgosa” rodean a las células de CA3
y CA4. Este se interconecta por medio de dendritas con los otros dos estratos, el
estrato molecular que también esta interconectado con fibras de la via de
sefalizacion prefrontal y el estrato polimorfico (o capa polimorfica) que permite la
unién del estrato granular con la region del CA4 (Watts, 2005; Duvernoy et al., 2013;
Szabo y Hennerici, 2014).

Todos estos conjuntos neuronales trabajan a la par para llevar a cabo
diferentes funciones asociadas al hipocampo; teniendo el aprendizaje y la memoria
en un primer plano; ademas de la regulacion del eje hipotalamo-hipofisial que puede
disminuir la produccion de la hormona adrenocorticotropa (Watts, 2005; Schultz y
Engelhardt, 2014; Wingenfeld y Wolf, 2014). En caso de fallar o dafarse esta
estructura, se ha documentado que puede llevar a condiciones de pérdida de
memoria a corto y largo plazo, tanto en casos con dafio por hipoxia asi como en
aquellos que fueron resultado de efectos excitotoxicos de las células
glutamatérgicas encontradas en CA3 y CA1; asociandose de esta manera a
enfermedades como Alzheimer, Parkinson o secuelas tras un episodio de isquemia
(Ikonomidou y Turski, 1995; Henchcliffe y Beal, 2007). Considerando esta frecuente
problematica se ha propuesto a la prolactina como un agente clave para confrontar
esta situacion, ya que se ha visto en multiples estudios tanto in vivo como in vitro
que al ser administrada puede contribuir a la disminucién del dafio producido a nivel
celular por efectos excitotdxicos y de isquemia en esta region del cerebro (Vanoye-
Carlo et al., 2008; Cabrera et al., 2009; Tejadilla, Cerbdén y Morales, 2010; Jain,
2011; Vergara-Castafieda et al., 2016). Si bien los mecanismos moleculares por los
que la prolactina lleva a cabo este mecanismo neuroprotector aun no son bien
conocidos, el estudio de estos sigue en pie con la intencién de tener un mejor
entendimiento de estos mecanismos ante dafo excitotéxico y poder tener un mejor
prondstico ante este tipo de enfermedades (Cabrera-Reyes et al., 2017; Rivero-

Segura et al., 2017). Dentro de las funciones que prolactina ejerce en el hipocampo
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se sabe puede promover neurogénesis en la zona subgranular de la capa granular
del giro dentado, relacionando este mecanismo como un efecto mas del proceso de
neuroproteccion (Fester y Rune, 2015). De igual manera, existen estudios que
asocian a prolactina con una mejoria en procesos cognitivos y de memoria espacial,
teniendo un mejor desempeno en pruebas de laberinto aquellos individuos en
estado de lactancia (Love et al., 2005; Pardo et al., 2016); sin embargo hay también
resultados que contradicen esto al demostrar que altos niveles de prolactina pueden
provocar bajo desempefio cognitivo (Henry y Sherwin, 2012; Castanho et al., 2014).

En un estudio reciente, se analiz6 el transcriptoma de hipocampos de ratas
ovariectomizadas tratados con prolactina por via exogena. Este estudio mostré
cambios en la expresion de 162 genes involucrados en multiples procesos
bioldgicos, celulares, moleculares y de manera interesante el 37.65 % de los genes
que presentaron diferencias de expresion estan relacionados con 32 procesos
cerebrales, tales como son axogénesis, migracion neuronal y de glia, diferenciacion
celular y apoptosis, entre otros (Cabrera-Reyes et al., 2019). Este cambio en la
produccion de transcritos inducidos por prolactina pueden sugerir a su vez un
cambio en la dinamica nuclear y nucleolar de la célula, ya que se ha visto en varias
ocasiones que la adicion de diversas hormonas pueden alterar la dinamica
transcripcional celular y, por tanto, una modificacién en el numero de nucléolos y
tamano nuclear (O’Malley y Means, 1974; Tung, Dorrington y Fritz, 1975; Kalinin
et al., 2018). Es importante mencionar que este cambio y dinamica no se espera
unicamente en la poblacién de neuronas piramidales y granulares del hipocampo,
sino también para toda la poblacion de glia que se encuentra en la region. Entre los
transcritos cuyo numero aumentd de forma significativa, se pueden encontrar
aquellos relacionados con la mielinizacion de los axones y la produccién de
elementos de matriz extracelular (Col1a2), por lo que se puede sugerir que
elementos gliales son también afectados por prolactina siendo promovidos o
inactivados (Cabrera-Reyes et al., 2019).

La glia cumple varias funciones, como pueden ser la mielinizacion de axones
o la formacion de la barrera hematoencefalica; promoviendo de esta manera el buen

mantenimiento de la homeostasis en el sistema (York, Bernier y MacVicar, 2017).
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Debido a su importancia a nivel regulatorio en el sistema nervioso central, se ha
sugerido y estudiado que una disrupcién en su funcionamiento puede llevar a
diversos dafios en el mismo; por lo que los mecanismos implicados en diversas
enfermedades y su implicacién con la glia han brindado interés en afios recientes.
Entre las células cuyo estudio se ha visto incrementado bajo esta perspectiva ha
sido la microglia. Esta estirpe celular, a diferencia del resto de células encontradas
en el sistema nervioso central, se caracteriza por tener un origen embrionario de
tipo mesodérmico, que difiere del resto de las células en esta region que tienen un
origen embrionario de tipo ectodérmico (Saijo y Glass, 2011). Esta diferencia les
brinda caracteristicas y marcadores celulares especificos, tales como: TMEM119,
CD11b/c o Iba1; fungiendo entonces un papel de macrofago residente del tejido
(Tremblay y Sierra, 2014). En afos recientes, sin embargo, se han descrito mas
funciones para la microglia, como la modulacion de la actividad neuronal por medio
de la produccién y recepcion de moléculas que funcionan como neurotransmisores
o activadores celulares (por ejemplo, glutamato o ATP), como un elemento clave
para el desarrollo temprano del sistema nervioso central al promover un mecanismo
de ‘recorte sinaptico’ el cual permite un buen funcionamiento del sistema nervioso
en anos posteriores (York, Bernier y MacVicar, 2017).

Durante etapas tempranas del desarrollo las células progenitoras de la
microglia se separan del cuerpo embrionario, con el fin de reintegrarse nuevamente
a este en etapas avanzadas y asi poder diferenciarse a este tipo celular (Saijo y
Glass, 2011). Una vez ahi, permanecen en un constante estado de quiescencia
siempre y cuando las condiciones microambientales lo permitan. Este estado de
‘inactividad’ se da principalmente por factores endégenos a las células, excretados
por las neuronas y otras células residentes como astrocitos (Subramaniam vy
Federoff, 2017). Es importante mencionar que en el estado quiescente, la microglia
no se encuentra en pausa total; debido a que se ha reportado que dichas células
se encuentran vigilando de forma constante sus alrededores, evaluado por medio
sus receptores de superficie (Savage, Carrier y Tremblay, 2019). Entre los
diferentes estimulos que promueven este estado tenemos como ejemplo a las

quimiocinas CXs3CL1 que al unirse con su receptor (CX3CR1) ubicado en la
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membrana celular de la microglia promueven un estado de inactividad celular
(Tremblay y Sierra, 2014). Otras moléculas que contribuyen a este estado se
encuentran en el soma de neuronas y otros tipos celulares, como son los
marcadores protéticos CD200 y CD22 que interactuan con la membrana celular de
la microglia (célula-célula). Ademas, dentro de la microglia se expresan niveles
elevados de microRNA-124, el cual reduce la produccion de marcadores tipicos de
un estado activado como son CD46, CD11b/c y el complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Il (MHC-II) (Kierdorf y Prinz, 2013).

Ante un estimulo la microglia pasa a un estado de ‘actividad’, en el cual
producira y expresara diferentes citosinas, proteinas y quimosinas de acuerdo con
lo que se requiera en la situacion. De forma clasica se puede clasificar la activacion
de la microglia en dos tipos diferentes dependiendo de los mecanismos que ejercen
sobre el tejido, presentando en ambos tipos de activacion una morfologia similar
con un aspecto de tipo ameboide que parece haber perdido las largas
prolongaciones que caracterizaban a su estado en quiescencia. La primera
clasificacion se caracteriza por ser de tipo proinflamatorio y se denomina como un
estado polarizado de tipo M1 (Subramaniam y Federoff, 2017). En ese estado las
células cuentan con una produccion principal de citocinas que promueven la
inflamacion del tejido como son IL-1B3, IL-6 y TNF-a; en conjunto con marcadores
que permiten una adecuada comunicacion con células del sistema inmune como
CD86 y MHC-Il; ademas de enzimas metabdlicas que permiten la produccion de
otros compuestos que incrementan la reaccion como la enzima oxido nitrico sintasa
inducible (iINOS) (Gaikwad y Heneka, 2013). A esta activacion se le considera,
entonces, como una respuesta o barrera inmediata ante alguna amenaza que pueda
presentarse en el SNC, ya que se ha visto que se puede inducir empleando
moléculas asociadas a microorganismos (MAMPS) como lipopolisacaridos (LPS)
que puedan activar los receptores de tipo TLR4 en la superficie de la microglia,
produciendo por tanto una respuesta de tipo inmune innata que lleva al
reclutamiento de mas elementos por medio de la produccidén y secrecion de los

elementos mencionados con anterioridad (Liu et al., 2019). Este tipo de respuesta,
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la M1, suele fomentar un mecanismo de defensa de emergencia, llevando
generalmente a la célula a una via apoptaotica.

El segundo tipo de polarizacién que se puede dar al activarse las células de
la microglia es denominado como M2, de tipo antiinflamatorio. Este se adquiere
cuando existe un ambiente de citocinas como son IL-4, IL-10 e IL-13 en el medio,
obteniendo en respuesta por parte de la célula un aumento en la produccién de
citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-, marcadores de membrana como el
receptor a manosa CD206, proteinas y enzimas que benefician la reparacion y
proteccion celular y de la matriz extracelular como Ym1 y Arginasa 1 (Cherry,
Olschowka y O’Banion, 2014). Se sabe, sin embargo, que existe mas de un tipo de
activacion de tipo M2 en las células, clasificandose entonces como M2a, M2b y M2c.
El tipo que se obtendra dependera de los estimulos obtenidos por la célula; por
ejemplo, el tipo M2a que es el mas estudiado se activa en presencia de IL-4 e |IL-13
y adquiere funciones de fagocitos y reparacion celular, mientras que el tipo M2b se
puede activar gracias a la unién de inmunoglobulinas IgG a la membrana y se
asocian sus funciones al reclutamiento de células T-Reg (Subramaniam y Federoff,
2017). Pese a esto, a esta activacion se le considera como un mecanismo destinado
a proteger a la célula, asociado entonces como un mecanismo en la neuroproteccion
del SNC. Es importante destacar, que las dos polarizaciones principales (sean M1
y M2) no son formas definitivas, ya que estas pueden pasar nuevamente a una
forma quiescente o alternar a la otra de acuerdo con como el organismo lo vaya
requiriendo.

En mecanismos asociados con neuroproteccion y dafio neuronal se ha
estudiado a la microglia en diferentes casos. Se sabe, en primera instancia, que la
microglia es activada cuando hay un dafio y que se ve implicada por la accién de
los diferentes mecanismos mencionados anteriormente, principalmente con la
polarizacién de tipo M2 (Masuch et al., 2016). Estudios con adicion de estrogenos
como agente neuroprotector han demostrado que estos no poseen un efecto de
activacion en la microglia por si sola. Sin embargo, en presencia de una induccion
o estimulo de dafio puede provocar que las células pasen a un estado polarizado
M2 (Benedek et al., 2016; Thakkar et al., 2018). Por otro lado, mediante diversas
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pruebas tanto in vivo como in vitro se ha comprobado que la prolactina en microglia
actua promoviendo la proliferaciéon celular y la diferenciacion a células maduras
junto con el aumento de viabilidad en condiciones de hipoxia e isquemia (T. A.E.
Mdoderscheim et al., 2007; Anagnostou, Reyes-Mendoza y Morales, 2018).

Existen diversos estudios que demuestran la funcién de la prolactina en la
estructura y funcidn celular en tejidos como el glandular mamario y en la glandula
hipofisiaria. En el primero se sabe que promueve la proliferacion celular, la
hipertrofia glandular y la secrecion de proteinas durante la produccion de la leche y
en el segundo también promueve la proliferacién de lactotropos; durante el ciclo
estral regulando el recambio celular y también participa en los grandes cambios
celulares durante la gestacion y la lactancia, en donde se requiere una gran sintesis
de prolactina. Existen un gran numero de reportes que describen estos fendmenos
de manera muy detallada, sin embargo, en el sistema nervioso central este tipo de
estudios son muy escasos y todavia representan un area abierta de estudio

(Freeman et al., 2000; Ferraris et al., 2012; Weaver y Hernandez, 2016).
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Objetivo general

Determinar el efecto de prolactina sobre el fenotipo y funciéon celular en el

hipocampo de ratas hembra ovariectomizadas a las 24 h post-tratamiento.

Objetivos particulares

Determinar el efecto de prolactina en la morfologia de neuronas hipocampales.
Identificar los cambios en la estructura celular y nuclear de las neuronas
hipocampales.

Evaluar el efecto de prolactina sobre la microglia de hipocampos de ratas

ovariectomizadas.
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1.1.

1.2.

Metodologia

Animales experimentales

Ratas de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) fueron mantenidas en el Bioterio del
conjunto “E” de la Facultad de Quimica. Los animales fueron mantenidos bajo lo
estipulado en la norma “Especificaciones, técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio” (NOM-062-Z00-1999), con periodos de luz y
oscuridad de 12 h cada uno, disponibilidad de alimento y agua ad libidum,
temperatura regulada entre 18 - 26 °C y humedad relativa de entre 40 - 70 %. El
trato y manipulacién de los animales fue realizado bajo lo establecido en la norma
antes indicada, minimizando el numero de animales utilizados y el sufrimiento de
estos.

Procedimiento quiruargico para la ovariectomia

Se ovariectomizo a los animales de estudio por medio de un proceso quirurgico en
el cual se aplicé anestesia general por via intraperitoneal, Xilacina (dosis de 8
mg/kg, PROCIN PISA ® AGROPECUARIA) y Ketamina (dosis de 70 mg/kg,
ANESKET PISA ® AGROPECUARIA) de acuerdo al peso del individuo. Las cirugias
se realizaron en condiciones asépticas, usando material estéril y nuevo para cada
individuo. Posterior a la intervencion quirdrgica los individuos fueron mantenidos en
observacion y cuidados durante un periodo de 21 dias naturales.

Tratamientos

Se eligieron aleatoriamente a los individuos para formar cuatro grupos de
tratamiento con una n = 4, realizando la aplicacion de tratamientos estipulados en
la tabla 1. La dosis de prolactina ovina (Sigma-Aldrich ®, L6520) se administro via
intraperitoneal una dosis unica y se utilizé como vehiculo solucion salina estéril al
0.9 %. Los grupos en los que se dividieron a los individuos se hicieron con base en

los procesamientos de los tejidos obtenidos dadas las técnicas necesarias para

cada uno.
Tabla 1. Tratamientos, dosis y vias de administracion
Grupo  Tratamiento Via de administracion Dosis
1y2 Solucién salina (Vehiculo) Intraperitoneal 100 pl
3y4  Prolactina (PRL) Intraperitoneal 500 ug/kg
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1.3.

1.4.

Perfusiones cardiacas

Pasado un periodo de 24 h posteriores al tratamiento, los animales fueron
sacrificados llevando a cabo una perfusién cardiaca; para lo cual cada uno fue
anestesiado por via intraperitoneal con pentobarbital sédico a una dosis de 0.1 ml
de 15 mg/ml (Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO). Una vez anestesiados y montado el
sistema de perfusion para cada individuo se usaron 250 ml de un amortiguador de
fosfatos (PBS, 0.1 M con pH 7.4) con el fin de limpiar el torrente sanguineo; pasando
después 250 ml de paraformaldehido al 4 % (PFA, pH 9.5) para poder fijar el tejido.
A partir de esta perfusion se extrajo el cerebro de cada uno de los individuos,
almacenandolos a una temperatura de 4 °C para su posterior procesamiento.
Procesamiento de tejidos

Los tejidos fueron procesados de forma diferente de acuerdo con los cortes
requeridos para su analisis; los pasos realizados para cada uno se pueden
encontrar descritos en la Tabla 2.

Aquellos encontrados en los grupos 1y 3 permanecieron 48 h en la solucion de PFA
4 %. Posteriormente, los tejidos pasaron por un proceso de deshidratacion con un
gradiente de sacarosa que durd un total de 96 h, tras el cual fueron congelados con
isopentano previamente enfriado con hielo seco (a una temperatura de -78.5 °C) y
almacenados a una temperatura de -20 °C. Seguido de esto fueron cortados con un
criostato a un grosor de 30 pm por corte y almacenados en una solucion crio
preservativa para luego llevar a cabo una técnica de inmunohistoquimica por
flotacion.

Por otra parte, los tejidos de los grupos 2 y 4 fueron incluidos en parafina. Para esto
pasaron por un tren de deshidratacién compuesto de etanoles en un gradiente de
concentracion ascendente, hasta llegar a xilol y finalmente fueron incluidos en
parafina. Los bloques obtenidos fueron cortados en microtomo para obtener un
grosor de 3 a 5 ym por corte; siendo montados en portaobjetos previamente

recubiertos con Poly-L Lisina al 0.1 % para su posterior tincion.
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21.

2.2.

Tabla 2. Pasos seguidos para el procesamiento de los tejidos de acuerdo con el grosor de corte necesitado.

Procesamiento Grupos 1y 3 Procesamiento Grupos 2y 4
1. PFA4 % por48h PFA 4 % por 24 h
2. Sacarosa 20 % por 48 h Inclusion en formol por 1 h
3. Sacarosa 30 % por 48 h Lavado en etanol al 70 % por 1 h
4. Congelacién en isopentano a Dos lavados en etanol al 96 % de 1 h cada uno

una temperatura de -78.5 °C
5. Cortes en criostato de 30 ym Dos inclusiones en xilol de una 1 h cada una
Pre-inclusién en parafina por 1.5 h

Cambio de parafina, pre-inclusion por 1.5 h

© © NSO g A Wb

Inclusién en parafina (bloques)

10. Corte en microtomo de 3 a 5 ym

Tres lavados en etanol al 100 % de 1 h cada uno

Analisis estructural

Con el fin de poder evaluar un posible cambio a nivel histolégico en el tejido se
realizaron tinciones histolégicas con Hematoxilina-Eosina y Azul de Toluidina
(tincion de Karel Smetana), ademas de realizar una tincién con DAPI con el objetivo
de evaluar un posible cambio en la distancia de los nucleos de las diversas regiones
del hipocampo.

Desparafinacion y rehidratacion de tejidos

Para poder realizar las tinciones requeridas para el analisis se retiré la parafina
encontrada en las laminillas y los cortes. Se dejaron incubar a una temperatura de
60 °C por 45 min, tras los cuales fueron inmediatamente sumergidas en Xilol puro
por un tiempo de 10 min. Pasado este periodo, las muestras se rehidrataron
mediante un tren de rehidratacion compuesto por un lavado de 30 s en xilol puro,
seguido por dos lavados de 30 s cada uno en etanol al 100 % y finalmente dos
lavados de 30 s cada uno en etanol al 96 %. Finalmente, las muestras fueron
enjuagadas con agua destilada y secadas a temperatura ambiente para su posterior
tincion.

Tincion con Hematoxilina-Eosina (HE)

Las muestras de entre 3 y 5 ym se tifieron con una tincién clasica de Hematoxilina
de Harris y Eosina. Las laminillas fueron sumergidas en hematoxilina de Harris

(solucién de Alumbre de Potasio en agua destilada, 10 %) por 10 min, tras lo cuales
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2.3.

24,

2.5.

2.6.

fueron lavadas durante 5 min con agua destilada. A continuacién, las muestras
fueron diferenciadas con alcohol acido 1 % (Acido clorhidrico en etanol al 70 %) y
viradas con una solucién de carbonato de litio al 1 % (Carbonato de litio en agua
destilada). Posteriormente, las muestras se tifieron por 5 min con Eosina, tras lo
cual fueron deshidratadas con etanol en concentracién ascendente y aclaradas con
xilol puro. Se montaron con resina Entelan (Sigma Aldrich ®, 107961) y se dejaron
secar por 24 h a temperatura ambiente.

Tincion con Azul de Toluidina

Con el fin de observar RNA se realizé una tincion con Azul de Toluidina a pH 4.9
(Smetana y Busch, 1966). Las muestras de entre 3 y 5 ym se incluyeron por 30 min
con el colorante, el cual fue retirado posteriormente por medio de la agitacion
mecanica de las laminillas para finalmente montarlas con resina Entelan (Sigma
Aldrich ®, 107961); dejandolas secar por 24 h a temperatura ambiente.

Tincion con DAPI

Usando un compuesto de DAPI (Sigma-Aldrich ®, 329748990) se llevd a cabo una
tincion con muestras de entre 3 y 5 um. El reactivo fue diluido en una relacion
1:10000, colocando 40 pl por tejido en cada laminilla. Se procedié a dejar incubar
por un tiempo de 4 min, retirando el compuesto por medio de dos lavados de 10 min
con PBS a pH.7. Las muestras fueron montadas con una resina para fluorescencia
VECTASHIELD (Vector Laboratories ®, h-1000) y almacenadas en oscuridad a una
temperatura de 4 °C.

Captura de Imagenes

Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio 6ptico (Nikon E-800) con un
objetivo 20X usando el programa NIS Elements (Nikon), enfocandose en las
regiones del hipocampo CA1, CA3, CA4 y giro dentado para cada una de las
tinciones. Todas las imagenes fueron adquiridas usando las mismas condiciones de
apertura y ganancia de la camara con el fin de tener reproducibilidad.

Andlisis Cuantitativo (Nucléolos)

A partir de las imagenes obtenidas de la tincion de Azul de Toluidina se evaluo el
numero de nucléolos presentes en las células de los distintos campos de acuerdo

con el tratamiento de los sujetos de estudio. Para esto, con ayuda del programa de
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uso libre Imaged (Imaged ® 1.52a, National Institute of health, EUA), se escogieron
en cada una de las fotos obtenidas tres recuadros de 80 x 80 ym, de forma que
estos se encontraran en los extremos y en el centro de los campos evaluados. En
cada uno de los recuadros se cont6 de forma manual los nucléolos encontradas en
las células, los cuales destacaron gracias a la tincion utilizada. Una vez obtenidos
los datos se analizaron y graficaron con un ANOVA de dos vias en el programa
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software ®, Inc., La Jolla, CA, EUA).

Analisis Cualitativo (Nucleos)

Con las imagenes obtenidas de la tincion con DAPI se contabilizé la cantidad total
de nucleos encontrados en la lamina neuronal encontrada en CA1, CA3, CA4 y el
giro dentado, el area de estos y la separacion existente entre ellos; evaluando cada
uno de los campos de los distintos individuos de los tratamientos administrados.
Para realizar dichos conteos se utilizo el programa de uso libre ImageJ, realizando
un analisis general de las imagenes para el recuentro nuclear y una seleccion
especifica para la toma de medias del area y las distancias entre nucleos. Para el
analisis posterior de los datos se llevé a cabo un ANOVA de dos vias para cada uno
de los parametros en el programa de analisis GraphPad Prism 7.

Andlisis de activacion de microglia

Con cortes de 30 um se llevaron a cabo inmunohistoquimicas con el fin de poder

analizar la actividad de la microglia ante un estimulo aportado por prolactina.
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Inmunohistoquimica por flotacion

Los cortes fueron retirados de la solucion criopreservadora y fueron lavados tres
veces en periodos de 10 min con PBS 1X, para después permanecer durante 10
min en una solucion de bromohidruro de sodio al 1 % en PBS 1X. Se utilizé el
bromohidruro de sodio (NaBH4) de forma previa a la aplicacion de los anticuerpos
con el fin de reducir la fluorescencia del fondo de la muestra cuando fuera evaluada.
(Clancy y Cauller, 1998). Los tejidos fueron nuevamente lavados tres veces por 10
min con PBS 1X 'y después inmersos en Triton X-100 al 1 % por 30 min. Se repitid
el proceso de lavado previamente descrito usando PBS 1X, seguido por la inmersion
de los tejidos en solucién de bloqueo por 1 h (H20 1 %, Suero Normal de Cabra
2 %, Albumina (BSA) 5 %, Triton X-100 0.1 %, Tween-20 0.05 % en PBS 1X). Una
vez retirados de la solucién de bloqueo, los tejidos fueron incubados por 12 h en el
anticuerpo primario, el cual fue Ab-1211 OX-42 (CD11b/c) producido en raton, en
una dilucién 1:500. Después de las 12 h se dejaron incubar nuevamente a los tejidos
por 1 h en oscuridad con el anticuerpo secundario (Ab Anti-Mouse biotinilado),
diluido 1:1000 en solucién de bloqueo. Se llevaron a cabo tres lavados de 10 min
con PBST 0.1 % (PBS 1X con Tween-20), dejando incubar con el complejo AB
(Avidina Biotina) por 30 min y lavando nuevamente con PBST 0.1 % durante 10 min.
De forma posterior, se revelaron los tejidos con diaminobencidina (DAB), para
terminar con una tincion de Nissl con el fin de contrastar estructuras nucleares de
neuronas y poder ubicar los campos con mayor facilidad. Finalmente, las laminillas
fueron montadas con resina DPX y se dejaron secar.

Captura de Imagenes de tinciones de H.E., Azul de Toluidina y DAPI por 24 h.

Con el programa MicroFIRE ® fueron tomadas imagenes de las regiones del
hipocampo CA1, CA3, CA4 y giro dentado en ambos hemisferios cerebrales con un
objetivo 20X. Todas las imagenes fueron adquiridas usando las mismas condiciones
de apertura y ganancia de la camara con el fin de tener reproducibilidad. Se tomaron
en total 96 imagenes, que correspondian a 4 animales tratados con solucion salina

y a otros 4 tratados con prolactina a las 24 h post-tratamiento.
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3.3. Analisis de imagenes y obtencion de resultados
Las imagenes fueron evaluadas con el software libre Imaged (Imaged ® 1.52a,
National Institute of health, EUA) con el fin de obtener valores correspondientes a la
intensidad de expresién de la microglia; interpretando a un mayor valor una mayor
intensidad de la marca y, por tanto, una activacion mas elevada. Los datos de
ambos grupos fueron posteriormente evaluados con el programa estadistico
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software ®, Inc., La Jolla, CA, EUA) con el que se
llevé a cabo un ANOVA de dos vias con el fin de comparar cada una de las areas
capturadas y los dos grupos experimentales. Finalmente, con el mismo programa

se grafico los resultados obtenidos.
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Resultados

Analisis estructural

Con el fin de obtener una imagen general de la estructura hipocampal bajo
los tratamientos se llevo a cabo una tincion de Hematoxilina-Eosina (Figura 1). En
estas tinciones se observo la estructura de los estratos de neuronas piramidales y
granulares de ambas secciones del hipocampo (Cornu Ammonis 'y giro dentado), en
la que se puede observar un mayor grosor del estrato neuronal en los tejidos
obtenidos de los individuos tratados con prolactina en dosis de 500 pg/kg en
comparacion a los tratados con solucién salina. Existe una mayor dispersion de las
células de la lamina neuronal en aquellos individuos tratados con prolactina en
comparacion a los sujetos control; teniendo como resultado que existe un mayor
grosor en la apariencia y tamafo de la lamina (Figura 1). Con el fin de confirmar
estas observaciones y confirmar dichas diferencias debido al tratamiento con
prolactina, se llevo a cabo el analisis de las tinciones con azul de toluidina (Figura
2a) y con DAPI (Figura 3a), buscando discernir en primer lugar el cambio de
actividad transcripcional de las células con base en un posible cambio de conteo
nucleolar y nuclear (Figura 2) y, posteriormente, el cambio de la disposicion de la
lamina al medir el area de los nucleos neuronales y la separacion entre estos
(Figura 3).
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Solucion Salina Prolactina

Figura 1. Prolactina modifica del estrato neuronal del hipocampo a tiempos cortos. Se muestran los campos de CA1,
CA3, CA4 y giro dentado (GD) bajo los tratamientos. Las barras negras representan la distancia entre la primera y la tltima
célula de la ldamina neuronal en cada regién, expresando la medida de dicha distancia en pm. La barra de escala representa
una distancia de 100 um.

S.S.: Individuos tratados con 100 pl de solucidn salina estéril. PRL: Individuos tratados con una dosis de prolactina de

500 ug/kg

CA1

CA3

CA4

GD
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En el conteo nucleolar elaborado en las tinciones de azul de toluidina (Figura
2a) se encontr6 un mayor numero de cuerpos nucleolares en las células de
individuos sometidos a tratamiento de prolactina en comparaciéon con aquellos con
solucion salina (Figura 2b). El aumentd mas notorio en el conteo se dio en las areas
de CA4 y del giro dentado, en donde el conteo nuclear promedio por campo se vio
duplicado en las imagenes de los tejidos obtenidos de los individuos tratados con
prolactina 500 como se muestra en la figura 2a,b. Se contabilizé6 un mayor numero
de nucléolos por nucleo celular en las imagenes obtenidas del tratamiento con
prolactina, como se encuentra ilustrado por medio de flechas en la figura 2d. Con el
fin de determinar si este conteo se debid a un aumento en la transcripcion nucleolar
en vez de un aumento en el numero de células por campo se evalud el numero de
nucleos encontrados por foto, mostrando en la figura 2c que no existen diferencias
significativas en el numero de células presentes en ambos tratamientos y
descartando por lo tanto la posibilidad de un conteo mayor debido a un mayor

numero de células en el tejido.
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Figura 2. Prolactina incrementa el niimero de nucléolos en células del estrato neuronal del hipocampo medial de Rattus
norvegicus. a) Tincion de Azul de Toluidina en hipocampo medial de Rattus norvegicus. Se muestran los campos de CA1,
CA3, CA4y giro dentado (GD) bajo los tratamientos. La barra de escala representa una distancia de 100 um.

b) Promedio de conteo de nucléolos visibles por campo respecto al tratamiento. ¢) Numero de células en la ldmina
neuronal por campo. d) Nucleolos encontrados en células de la ldmina neuronal de CA1 en ambos tratamientos.

Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de dos vias ****p<0.0001

S.S.: Individuos tratados con 100 pl de solucidn salina estéril. PRL: Individuos tratados con una dosis de prolactina de

500 pg/kg
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Por otra parte, la evaluacion del area ocupada por los nucleos y la separacion
entre éstos se llevo a cabo en el estrato neuronal en las imagenes obtenidas con la
tincion de DAPI (Figura 3a). No se presentd un aumento en el tamafio nuclear de
las células al no encontrar diferencias estadisticamente significativas en el area de
los nucleos neuronales presentes en tejidos de individuos tratados con prolactina y
los encontrados en los tejidos tratados con solucidn salina, como se muestra en la
figura 3b. Por otro lado, al analizar la separacion existente entre dichos nucleos, se
encontré una mayor separacion de los nucleos de las neuronas de la lamina
neuronal en los tejidos de los individuos tratados con prolactina en comparacién con
el grupo control (Figura 3c). Esta diferencia en la separaciéon de los nucleos se
puede encontrar en todas las regiones analizadas, sin embargo, es en la region del
giro dentado en donde se encontr6 una mayor diferencia al tener una distancia
promedio de 1 um en los individuos tratados con solucidn salina y una distancia
promedio de 7 um en los individuos tratados con prolactina, indicando cambios en

la lamina neuronal del hipocampo (Figura 3c).
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Figura 3. Incremento en la distancia entre los nucleos de las células del estrato neuronal del hipocampo medial de
Rattus norvegicus dado por prolactina a) Tinciéon de DAPI en hipocampo medial de Rattus norvegicus. Se muestran los
campos de CA1, CA3, CA4 y giro dentado (GD) bajo los tratamientos. La barra de escala representa una distancia de
100 um. b) Promedio del valor del drea de los nucleos de células encontradas en el estrato neuronal del hipocampo bajo
los tratamientos. c¢) Promedio del valor de la distancia entre nucleos de células encontradas en la lamina neuronal del
hipocampo bajo los tratamientos.

Analisis de los datos realizado mediante ANOVA de dos vias ****p<0.0001, ***p=0.0001, **p=0.0012

S.S.: Individuos tratados con 100 pl de solucidn salina estéril. PRL: Individuos tratados con una dosis de prolactina de

500 pg/kg.
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Analisis de Microglia

Para el analisis del cambio en la microglia se realizaron inmunohistoquimicas
usando el marcador de superficie CD11b/c para asi facilitar la identificacion y
analisis de la microglia dentro de la regidn del hipocampo (Figura 4). Las imagenes
obtenidas de este tratamiento presentan una coloracion café dada por el proceso
de oxidacion que sufre la DAB tras el tratamiento, obteniendo una mayor presencia
de la marca en los tejidos de los individuos tratados con solucion salina en
comparacion a la obtenida en los individuos tratados con prolactina 500 pg/kg
(Figura 4a). Los cuerpos celulares, de igual manera, presentan diferencias notorias,
teniendo un mayor grosor y tamafio tanto en el soma como en las proyecciones
celulares en aquellos de los individuos tratados con solucién salina en comparacion

a aquellos tratados con prolactina (Figura 4d).

Con el fin de analizar las diferencias existentes entre estas células en los dos
tratamientos se evaluo el area total ocupada por las células de microglia en las
regiones de CA1, CA3, CA4 y GD, ademas de llevarse a cabo una cuantificacion de
la intensidad de la marca dada por el marcador CD11b/c. Los resultados obtenidos
para la intensidad, asi como para la cobertura del area, no presentaron diferencias
significativas como se muestra en la figura 4b,c. La expresion de la intensidad de la
marca de CD11b/c, por un lado, se encontré con medidas similares en los diferentes
campos, presentando una menor intensidad en los campos de CA1 y GD de los
tratamientos de prolactina 500 ug/kg de aproximadamente 2 unidades (Figura 4b).
El area ocupada por la microglia, por el otro lado, present6 una ligera reduccion en
todos los campos bajo el tratamiento de prolactina 500, presentando valores

promedio menores a los encontrados en los cuantificados en el vehiculo (Figura 4c).
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Figura 4. Cambio de apariencia y tamafio de microglia dado por la adicién de prolactina en hipocampo medial de Rattus
norvegicus a) Inmunohistoquimica para el marcador CD11b/c en los campos de CA1, CA3, CA4 y Giro Dentado (GD) bajo
los tratamientos. La barra de escala representa una distancia de 100 um, b) Promedio de la expresién del marcador de
microglia CD11b en diferentes campos del hipocampo media bajo los tratamientos. c) Promedio del drea ocupada por la
microglia en diferentes campos del hipocampo medial bajo los tratamientos d) Células de microglia en CA1. Las flechas
indican una célula de microglia. La barra de escala representa una distancia de 50 pm.

Los datos fueron analizados mediante un estudio de ANOVA de dos vias. S.S.: Individuos tratados con 100 pul de solucion
salina estéril. PRL: Individuos tratados con una dosis de prolactina de 500 pg/kg.
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Discusion

Dentro de las imagenes y resultados obtenidos se pueden encontrar
diferencias importantes a nivel morfolégico en el hipocampo de animales tratados
con prolactina, sugiriendo un cambio simultaneo al transcripcional encontrado en
estudios anteriores (Cabrera-Reyes et al., 2019). Se sabe por estudios previos que
esta region en el cerebro puede cambiar morfolégicamente a nivel celular ante la
aplicacion o ausencia de distintos estimulos, provocando, en la mayoria de los
casos, la formacion o recorte de espinas dendriticas que pueden alterar la
morfologia del acomodo neuronal (Ichikawa, 1965; Segal, 1983; Brusco et al.,
2008). Sin embargo, la mayoria de estos cambios se ha reportado que son
generados a partir de haber existido un periodo largo de exposicion al estimulo,
tiempo suficiente para que este pueda ejercer accién sobre el tejido y promover
diferentes caracteristicas que pueden presentar una alta discrepancia con respecto
al tejido en condiciones control (Woolley, Gould y Mcewen, 1990; Kinsley et al.,
2006). Dicho esto, es importante considerar que existen casos en los que las
modificaciones se pueden dar en periodos cortos de tiempo, como es el caso del
recorte de espinas dendriticas durante el ciclo estral al aumentar la progesterona
tras la caida de los estrogenos, mecanismo que toma aproximadamente 12 h en
llevarse a cabo (McEwen, 2010). Esto podria explicar los resultados de las
micrografias tefildas con Hematoxilina-Eosina (Figura 1), donde se aprecia una
clara diferencia entre los tejidos obtenidos de los diferentes tratamientos a pesar del
corto periodo de tiempo al que las ratas fueron expuestas. Por otra parte, es
evidente que estas dinamicas no se presentan unicamente en la poblacién de
neuronas; ya que pueden afectar a células de la glia como son los astrocitos o la
microglia, repercutiendo en como se distribuyen en el espacio y los mecanismos
que pueden efectuar (Viola et al., 2009; Savage, Carrier y Tremblay, 2019). En el
caso de la prolactina en el hipocampo se sabe que el estimulo dado por esta
fomenta el incremento y decremento del mMRNA de un gran numero de genes que
se encuentran involucrados en procesos como neurogénesis y proliferacion (entre
muchos mas), ejerciendo un efecto significativo inclusive con solo tres horas de

haber sido administrada (Cabrera-Reyes et al.,, 2019). En todas las imagenes
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obtenidas se perciben diferencias en la distribucion espacial de las células que si
bien no implican la formacién y consolidacion de nuevas espinas detriticas o
comunicaciones neuronales si podrian sugerir un sutil cambio morfoldgico en las
células a partir del estimulo dado. Encontramos en todos los campos evaluados una
aparente mayor dispersiéon celular con respecto a la lamina neuronal de los
individuos control, lo que puede sugerir que se presentan células de mayor tamafo
o inclusive un mayor numero de estas en la estructura hipocampal. Ademas, dentro
de los campos de CA4 y giro dentado es posible la deteccion mayor ‘dispersién’ de
las células en comparacion a los tejidos con solucion salina, surgiendo un cambio
no solo de las neuronas sino también de las fibras ‘musgosas’ que se proyectan en
estas regiones e implicando, por tanto, un cambio en la disposicion del espacio

celular.

Lo que se observo en las muestras tefidas con Hematoxilina-Eosina sugiere
y apoya el hecho de que la prolactina induce cambios estructurales a nivel del
hipocampo, por lo cual la evaluacion de parametros que puedan describir a las
células a nivel transcripcional y morfologico fueron modificados. Se sabe que el
aumento de la actividad transcripcional provoca que las células presenten un n
abundante numero y tamano de nucléolos, los cuales se relacionan con la
biogénesis ribosomal y por tanto la produccion de mas maquinaria para este
proceso (Hernandez-Verdun, 2006; Sirri etal., 2008). Este mecanismo, sin
embargo, no solo se ve cuando existe alta produccién de mRNA dado un estimulo,
sino también de forma previa a un proceso de divisidn celular para garantizar el éxito
de este proceso (Cooper, 2000; DiMario, 2004). En los datos obtenidos tras el
analisis de conteo nucleolar (Figura 2) se encontré que después de 24 h aquellos
individuos tratados con prolactina presentaron un mayor numero de nucléolos
promedio por cada uno de los campos analizados en comparacién a aquellos
individuos que solo recibieron un tratamiento de solucion salina (Figura 2b). Esto se
puede relacionar con el incremento en la tasa transcripcional reportada con
anterioridad, implicando que el aumento de los nucléolos se encuentra
estrechamente relacionado con el incremento de este proceso (Cabrera-Reyes

et al., 2019). Si bien existen en los datos reportados que la estimulacion de genes
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relacionado a neurogénesis aumenta con la implementacién de prolactina, este
mecanismo y efecto pasadas 24 h de la administracion del tratamiento es
descartado al existir un numero igual de células en todos los campos en ambos
tratamientos (Figura 2c). No se descarta la posible existencia de un proceso de
neurogénesis de forma posterior a las 24 h en la zona del giro dentado, sin embargo
este proceso debe de ser estudiado bajo un nuevo analisis experimental (Bridges y
Grattan, 2003; Cabrera-Reyes et al., 2017, 2019).

Se tienen, por otra parte, los resultados obtenidos tras la evaluacion del area
ocupada por nucleos y la distancia existente entre estos. Debido a la aparente
diferencia en la distribucion de las células en los tejidos de los individuos tratados
con prolactina, como se describié en parrafos anteriores (Figura 1), se evaluaron
estos dos parametros (area ocupada por nucleos y distancia entre nucleos) con el
proposito de discernir sobre sus posibles causas. Cabe destacar que las diferencias
encontradas en la figura 1 podrian deberse a cambios en los nucleos, el soma
celular o la matriz extracelular; por lo que la evaluacién de los parametros ya
mencionados puede servir para determinar las causas de los cambios encontrados.
En las diferentes especies animales y sus estirpes celulares existentes, el tamafo
nuclear se encuentra bien definido; dado por el acomodamiento de la cromatina en
este y su distribucidn en el interior de la célula (Vukovi¢ et al., 2016). Sim embargo,
este tamafo suele cambiar solo en ocasiones excepcionales, cuando se presenta
alguna patologia o trastorno que modifique la dinamica celular y de sus organelos
(Edens et al.,, 2013; Jevtic et al., 2014). Como se mostré en los resultados, el
tamafo nuclear de las células no cambi6 en ninguno de los campos observados
bajo los dos tratamientos (Figura 3b); indicando que la adicion de la hormona a las
24 h no provoca un cambio de morfologia nuclear dentro de las células pese a los
cambios transcripcionales existentes evidenciados con los resultados anteriores y
los mencionados en la literatura (Cabrera-Reyes et al., 2019). A pesar de esto se
encontré un incremento en la distancia que separa a los nucleos de las células al
ser tratadas con prolactina, encontrando un incremento de esta en todos los campos
(Figura 3c). El aumento en la distancia que separa los nucleos puede sugerir dos

posibles explicaciones, que estan implicadas con el efecto del aumento
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transcripcional por parte de la prolactina. En primer lugar, se podria sugerir un
cambio en el volumen celular, siendo dado por un cambio en la dinamica celular y
la presencia de organelos dentro de las células. Existen reportes que indican que
bajo la presencia de algun estimulo las células tienden a incrementar el numero de
organelos como las mitocondrias y ribosomas, esto en respuesta a su necesidad
energética y de produccion proteica, por lo que esta posibilidad no se pude descartar
(Kitami et al., 2012; Marée, Grieneisen y Edelstein-Keshet, 2012; Sun et al., 2020).
Por otro lado, el aumento en las distancias nucleares puede también sugerir un
cambio en la separacién extracelular dado por el depdésito y el comportamiento de
la matriz extracelular. De acuerdo con lo reportado en la literatura, después del
estimulo de prolactina existe un incremento importante en transcritos de genes
relacionados con la matriz extracelular y su composicion, como son diferentes
colagenas (Col1a2, Col3a1, Col6a3), pudiendo repercutir directamente en como la
matriz se encuentra en el tejido y los campos estudiados (Cabrera-Reyes et al.,
2019). Ademas, estas modificaciones a la matriz extracelular pueden repercutir de
la misma manera en las células gliales, causando que pueda existir una
modificacion en su dinamica dentro del medio trayendo como consecuencia una
modificacion mayor en el microambiente (Walker et al., 2019). Con el fin de
determinar estas posibles relaciones al incremento de la separacién celular es
necesario un nuevo analisis experimental que permita evaluar estos distintos

parametros, ya sea el contenido del volumen celular o un cambio en la matriz.

La otra poblacion celular analizada dentro del estudio fue la microglia, la cual
es bien conocida por ser el estirpe celular encargado de llevar acabo respuestas de
tipo inmune dentro del sistema nervioso central, aunque también cumple con
funciones vitales para la regulacion y homeostasis del sistema (Garaschuk y
Verkhratskil, 2019). Su estudio en relacidon con prolactina es clave, principalmente
debido a que el papel de la ultima mencionada como un agente neuroprotector ha
sido punto de interés y partida para un gran numero de estudios previos (T.A.E.
Moderscheim et al., 2007; Anagnostou, Reyes-Mendoza y Morales, 2018). Debido

a esto, surgié el interés por ver el efecto de la hormona a nivel morfolégico no solo
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en la poblaciéon neuronal, sino también sobre algun componente glial. Como es
posible observar en el estudio (Figura 4), el tratamiento con prolactina a cortos plazo
en ratas ovariectomizadas redujo la activacién de la microglia, lo que puede estar
relacionado con la induccion a un estado de reposo bajo el estimulo de prolactina
(Figura 4a). De igual forma, se puede ver a las células de la microglia con
prolongaciones mas delgadas y largas en los tejidos de los individuos tratados con
prolactina; una caracteristica morfolégica clasica de una célula de microglia en
estado de reposo (Figura 4d). A pesar de esto, en los resultados del analisis
estadistico no se demostré la existencia de diferencias significativas en relacion al
tamano de la superficie abarcado por las células ni la intensidad dada por la marca;
sugiriendo entonces que las diferencias del estado de la microglia bajo estos
tratamientos son minimas. Sin embargo, cabe mencionar que existe una tendencia
a presentar un menor tamafo de las células en el grupo tratado con prolactina
(Figura 4c), sugiriendo que estas se encuentren en un estado ‘inactivado’ en
comparacion a las otras. En estudios anteriores se ha reportado el efecto de otros
compuestos neuroprotectores sobre estas células en la region del hipocampo,
teniendo en el caso del estradiol un mecanismo de inactivacién de la microglia al
actuar por si solo (Thakkar et al., 2018). De manera contrastante, durante este
mismo estudio se encontrd que al adicionar estrégenos con un agente de dafio la
microglia presentaba un nivel de activacion inclusive superior al que hubiese tenido
si se tratase unicamente con el agente de dano; poseyendo una activacion de tipo
M2 (antiinflamatorio). En estudios recientes de 2019 se reporté que la prolactina en
conjunto con u dafo neuronal provocan la sobre activacion de la microglia, con
valores mucho mas altos a aquellos presentados en el vehiculo (Cabrera-Reyes
et al., 2019). Con base en los efectos que se vieron de prolactina sobre la microglia,
y considerando los registros de estudios previos, seria interesante considerar el
evaluar el tipo de activacion sobre la microglia que puede tener esta hormona sobre
la poblacion celular ante un dafio neuronal; con el fin de determinar los mecanismos

y vias por los cuales lleva a cabo esta accion.
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Conclusiones
La prolactina modifica la estructura y funcionalidad neuronal en el hipocampo

medial de Rattus norvergicus después de su administracion a tiempos cortos
sugiriendo un aumento transcripcional reflejado en un incremento en el numero de
nucléolos y un cambio en la disposicidon del tejido al aumentar la distancia entre
células neuronales. De igual manera, esta hormona ejerce un efecto sobre otras
células del microambiente como son las de la microglia, teniendo en este caso

particular un efecto de regulador de su actividad.
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