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Resumen
La olfaccion influencia el despliegue de variadas conductas de las cuales

dependemos para interactuar con el entorno, incidiendo en la deteccion de
fuentes de alimento y potenciales peligros. En consecuencia, cualquier alteracion

en el funcionamiento olfatorio repercute en diferente grado en dicha interaccion.

El bulbo olfatorio es la primera estructura cerebral responsable de comunicar la
informacion olfatoria a distintas regiones cerebrales centrales para que se
genere una respuesta. El procesamiento de la informacion olfatoria comienza
con la deteccién del estimulo olfatorio, el cual se lleva a cabo en el epitelio
olfatorio, y esta muy influenciado por la respiracion repercutiendo de manera muy
importante en la percepcion del entorno. Una vez detectada la informacion, ésta
es codificada y filtrada en el bulbo olfatorio, el cual es el primer relevo cortical en
el sistema nervioso central y concentra diferentes tipos de células, tales como
las células mitrales y empenachadas, responsables de la transmision directa de
la informacién a regiones de la corteza olfatoria primaria, como la corteza
piriforme, estructura responsable de la interpretacion de la informacion olfatoria.
La interpretacion a su vez dependera de la interaccion con otras regiones
cerebrales, la integridad de comunicacion del circuito y la modulacién tanto de

fibras centrifugas como de hormonas.

A la fecha hay escasos estudios de la modulacion hormonal sobre la funcion
olfatoria. La prolactina es una de las hormonas que se sabe influye en la funcién
olfatoria, participando en el proceso de neurogénesis en el bulbo olfatorio
incidiendo directamente en conductas de contexto social, tales como conductas
parentales y reproductivas. Sin embargo, poco se conoce de su participacion en
contextos distintos a los anteriores. La mayoria de los estudios de la participacién
de la prolactina se han realizado en hembras, esto debido a la relevancia que
tiene en el embarazo y la lactancia, poco se sabe sobre su participacién en
machos mas alla de un contexto no social. El estudio de la prolactina en machos
esta asociado principalmente a cuestiones patologicas, tales como la
hiperprolactinemia. La hiperprolactinemia en machos es referida cuando hay
elevaciones de la hormona prolactina superiores al nivel fisiolégico normal. La
mayoria de los estudios realizados en machos estan asociados a la funcion

reproductiva.



En el presente trabajo se us6 una bateria de pruebas conductuales para evaluar
la funcidon olfatoria general de ratones macho bajo un estado de
hiperprolactinemia. Esta bateria de pruebas conductuales consta de una prueba
de deteccidn (alimento escondido), identificacion de estimulos fisiologicamente
relevantes (preferencia sexual olfatoria) y una prueba de memoria y
discriminacion olfatoria (prueba de habituacion/deshabituacién). Estas pruebas
nos permitieron evaluar la capacidad para detectar, identificar, reconocer y
discriminar olores. Dado a que es de interés para el estudio conocer los efectos
sobre la funcion del bulbo olfatorio principal, se empled solo el contenido volatil

de cada uno de los estimulos.

Para la generacion del estado hiperprolactinémico, se empleé como estrategia
experimental la inyeccién subcutanea de la hormona prolactina o el antagonista
para los receptores D2, sulpirida. La sulpirida es un farmaco que inhibe la accién
de la DA sobre las neuronas TIDA promoviendo asi la secrecion de prolactina.
Tras realizar evaluaciones antes, durante y después de haber finalizado el
tratamiento no se observaron alteraciones en la deteccion ni en la discriminacion
olfatoria, pero si en la preferencia sexual olfatoria, observandose un efecto
después de finalizado el tratamiento.

Lo anterior indica que la funcion de regiones cerebrales centrales relevantes para
el procesamiento olfatorio de estimulos no etolégicamente relevantes no esta
afectado, sin embargo, la hiperprolactinemia si afecta el procesamiento de
estimulos etolégicamente relevantes dado que en la prueba de preferencia

sexual olfatoria los animales pierden preferencia hacia el estimulo de hembra.



Abstract

Olfaction influences the display of different behaviors that depend on the
interaction with the environment as it has a role on the detection of sources of
food and potential dangers. Consequently, any disturbance on the olfactory

function influences this interaction.

The olfactory bulb is the first brain structure responsible for the communication of
the olfactory information to different central brain regions to produce a response.
The processing of olfactory information starts with the detection of the olfactory
stimuli which is carried out in the olfactory epithelium. This process is highly
influenced by breathing hence having a significant impact on the perception of
the environment. Once the olfactory information is detected, it is encoded and
filtered within the olfactory bulb by its different types of cells, such as the mitral
and tufted cells. These cells are responsible for the direct transmission of the
information to the primary olfactory cortex regions, like the piriform cortex, which
is responsible for the processing of the olfactory information. The interpretation
of the olfactory information, in turn, depends on the interaction with other brain
regions, as well as the integrity of the communication of the circuit and the

modulation of both, centrifugal fibers and hormones.

To date, there are few studies that address the hormonal modulation on olfactory
function. Prolactin is a hormone known to influence the olfactory function,
participating in the olfactory bulb neurogenesis, and directly modulate social
context behaviors, such as parental and reproductive behaviors. However, little
is known about its participation in other contexts. Most of the studies about the
role of prolactin on olfaction, have been carried out in females, due to the
relevance of this hormone in pregnancy and lactation, therefore, little is known
about its participation in males beyond a non-social context. The study of
prolactin in males is mainly associated to pathological impairments, such as
hyperprolactinemia. Hyperprolactinemia in males is diagnosed when prolactin
plasma concentration is greater than normal physiological levels. As such, most

of the studies carried out in males are associated with reproductive function.

In the present work, we used a battery of behavioral tests to evaluate the general

olfactory function of male mice under hyperprolactinemia. This battery consisted



of a detection test (food seeking test), identification of physiologically relevant
stimuli test (olfactory preference test) and a memory and discrimination olfactory
test (test of habituation/dishabituation). These tests allowed us to evaluate the
detection, identification, recognition and discrimination odor capacity. Given that
it is of interest for the study to know the effects on the function of the main

olfactory bulb, only the volatile content of each of the stimuli was used.

To induce hyperprolactinemia, we performed subcutaneous injections of prolactin
or sulpiride, an antagonist for D2 receptors, as an experimental strategy. Sulpiride
is a drug that inhibits the action of DA on TIDA neurons, thus promoting prolactin
secretion. After carrying out performance evaluations before, during and after
having finished the treatment, no alterations on detection or discrimination were

observed, but the sexual preference was affected after the treatment.

Taken together, these results indicate that the functioning of relevant central brain
regions for non-ethologically relevant stimuli olfactory processing is not affected
by hyperprolactinemia, however this hormonal alteration does affect the
processing of ethologically relevant stimuli since hyperprolactinemic animals lose

preference towards female cues.



Antecedentes

Sistema olfatorio
La olfaccion tiene un rol muy importante en nuestra interaccion con el ambiente

(Huart et al., 2013), cumpliendo un papel crucial en la vida de animales y
humanos e influenciando actividades vitales como la alimentacion, la
reproduccion y las conductas sociales (Brai & Alberi, 2018; Fernandez et al.,
2018a; Soria-Gomez et al., 2014). Las sefales generadas por situaciones
importantes pueden ser bastante similares a las de fendmenos sin importancia,
por lo que requieren un analisis cuidadoso de los patrones de entrada sensorial
para distinguirlos. Ciertos aspectos de las sefiales externas generalmente estan
sobrerrepresentados y otros estan sub-representados de acuerdo con los
intereses del organismo, es decir, la percepcion olfatoria puede verse modificada
por la memoria, la motivacion y la informacion de otras modalidades sensoriales,
pero no habra informacion aferente adicional que no sea la transducida
originalmente (Cleland, 2014; Courtiol & Wilson, 2017).

El sentido del olfato no so6lo es importante para la deteccion de peligros
potenciales sino también para la busqueda, el disfrute y el consumo alimenticio
(Walliczek-Dworschak & Hummel, 2017). Ademas, la percepcién de un olor esta
influenciada por un componente emocional (Fernandez et al., 2018b).

Los estimulos olfatorios pueden provocar diferentes respuestas emocionales
dependiendo de la asociacion inicial del olor a un determinado evento, y asi
desencadenar respuestas teniendo en cuenta la memoria (Walliczek-Dworschak
& Hummel, 2017). De acuerdo con esto, los olores evocan recuerdos (Brai &
Alberi, 2018; Walliczek-Dworschak & Hummel, 2017) y por ello personas con
pérdida del olfato pueden sentirse socialmente aisladas o inseguras (Fernandez
et al., 2018a). Otros problemas del olfato estan relacionados con la higiene
personal, al ser incapaces de percibir su propio aroma. Debido a lo anterior, los
sujetos con problemas de percepcion olfatoria pueden perder calidad de vida,
incluso llegar a desarrollar problemas psicolégicos (Croy et al., 2014; Frasnelli &
Hummel, 2005; Miwa et al., 2001).

En mamiferos, el sistema olfatorio principal esta conformado por tres niveles: el
epitelio olfatorio (EO), el bulbo olfatorio (BO) y sus proyecciones hacia la corteza
olfatoria (CO) (Brai & Alberi, 2018; DeMaria & Ngai, 2010). De estas estructuras,



el EO provee de acceso directo al ambiente externo sin pasar a través de la
barrera hematoencefalica representando un acceso viable y no invasivo a este
sistema (Brai & Alberi, 2018). A nivel de EO se lleva a cabo la deteccién de los
odorantes, los cuales contactan con las neuronas sensoriales olfatorias (NSO)
de manera dependiente de la actividad respiratoria y el influjo de aire en las
narinas (Buonviso et al., 2003; DeMaria & Ngai, 2010; Kay et al., 2009; Kay,
2014; Mori, 2016). La informacién detectada en este nivel se transforma en
potenciales de accion y es transmitida a través de su axon hacia la primera
estructura de relevo sensorial en el sistema nervioso central (SNC), el BO, donde
se lleva a cabo la codificacion y filtraje de la informacion olfatoria proveniente de
las NSO y que envia a axones a la CO (Brai & Alberi, 2018; Kay, 2014; Kay et
al., 2009; Mori, 2016). Son diversas las funciones que el sentido del olfato puede
modular, esto se basa sobre la conectividad directa del tracto olfatorio lateral a
la corteza piriforme, corteza entorrinal, hipocampo y amigdala regulando la
percepcion olfatoria innata y adquirida, memoria, miedo y estado de alerta (Brai
& Alberi, 2018; Courtiol & Wilson, 2017; Fernandez et al., 2018b; Mori, 2016).

Epitelio olfatorio
El EO consta de dos capas: la mucosa olfatoria y la lamina propia (Imamura &

Hasegawa-Ishii, 2016). En el EO podemos ubicar tres diferentes areas: la apical,
la intermedia y la basal, en donde pueden identificarse al menos seis clases de
células principales. EI EO contiene de 10 a 20 millones de NSO bipolares
intercaladas con células de sostén, células con microvellosidades, células
basales globosas y horizontales, asi como las glandulas de Bowman (Barnett &
Chang, 2004).

En la parte apical del EO podemos localizar a las células de sostén y células con
microvellosidades. Las células de sostén del EO se encuentran rodeando a las
NSO (Brai & Alberi, 2018). Estas células regulan y mantienen el medio idnico
apropiado para que la transduccion de la senal olfatoria se lleve a cabo, y, junto
con el moco, contribuyen en la remocién de moléculas odorantes y sustancias
téxicas. Las células de sostén son ademas las células que proveen de apoyo
trofico, metabdlico y mecanico a las NSO (Imamura & Hasegawa-Ishii, 2016), las
cuales podemos localizar en la parte intermedia del EO. Las NSO tienen una

dendrita corta que termina en la llamada vesicula olfatoria que proyecta a la



cavidad nasal donde termina en un cono que contiene de 10 a 20 cilios. Estos
cilios se localizan en la parte apical y estan en contacto directo con el ambiente.
Los cilios son procesos desmielinizados de aproximadamente 2 um de longitud
y 0.1 um de diametro que contienen receptores especificos a odorantes. En el
otro extremo, cada NSO tiene un solo axén que proyecta desde la parte basal
del EO al BO atravesando por la lamina criboide del hueso etmoides. Ademas
de ser capaces de detectar estimulos quimicos, las NSO también detectan
estimulos mecanicos (Grosmaitre et al., 2007; Mori, 2016). Otra caracteristica
relevante de las NSO es su recambio continuo a lo largo de la vida adulta
(Imamura & Hasegawa-Ishii, 2016). Se han sugerido transiciones entre 4
semanas y 12 meses en ratones segun la magnitud y el grado de los desafios

del entorno circundante.

Las células madre estan situadas en la parte basal del EO cerca de la lamina
propia (Brai & Alberi, 2018). En su conjunto estas células consisten en células
basales globosas y células basales horizontales, mismas que participan en el
recambio celular normal en el EO y pueden permitir la regeneracion de
componentes dafiados. Las células basales horizontales, raramente proliferan in
Vivo, se encuentran directamente unidas a la lamina basal y son las precursoras
directas de casi todos los tipos celulares del EO, excepto de las neuronas, de
donde son precursores indirectos. Para la generacién de nuevas NSO, las
células basales horizontales se diferencian a células basales globosas, las
cuales proliferan mas a menudo, y estas, a su vez, en NSO. Continua al EO se
ubica la lamina propia. Aqui es donde los axones desmielinizados de las NSO
son unidos en pequefios haces nerviosos para formar el nervio olfatorio (NO).
Dentro de estos haces nerviosos estan presentes un conjunto de células gliales
especializadas, llamadas olfactory ensheathing cells, cuya funcién es crear un
ambiente propicio para el crecimiento axonal de las NSO (Chen et al., 2014; Choi
et al., 2008). En la ldmina propia también se localizan vasos sanguineos y la
glandula de Bowman. La glandula de Bowman se extiende en la cavidad nasal y
es la principal fuente de moco, mismo que bafa los cilios neuronales, brinda
proteccion antimicrobiana de la via aérea superior y proporciona un medio

molecular e idnico adecuado para la deteccion de los odorantes. Ademas, la



glandula de Bowman expresa acuaporinas y canales ionicos, que contribuyen al

flujo de agua y de iones dentro del lumen ductal (ver fig.1).
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Fig. 1 Composicion celular de la mucosa olfatoria. El epitelio olfatorio comprende
la mucosa olfatoria y la lamina propia. El epitelio olfatorio contiene neuronas
sensoriales olfatorias (que proyectan cilios en la cavidad nasal), células de sostén
(tipo glia), células basales globosas, células basales horizontales y la glandula de
Bowman. La lamina propia consiste en tejido conjuntivo laxo y células gliales
olfatorias (olfactory ensheathing cells, OEC), que envuelven haces de receptores
olfatorios que se extienden desde el epitelio olfatorio. Los axones del receptor
olfatorio atraviesan la placa cribosa e ingresan al SNC para formar el nervio olfatorio
que arriba al bulbo olfatorio, donde hacen sinapsis con las neuronas de segundo
orden en la capa glomerular. Modificado de Barnett & Chang, (2004).



La transduccion olfatoria tiene lugar en los cilios de las NSO (Antunes & Simoes
de Souza, 2016; Brai & Alberi, 2018; Cleland, 2014). Los cilios olfatorios son
estructuras de nanotubos de pequefio volumen que estan embebidos en la
mucosa (Antunes & Simoes de Souza, 2016). Los odorantes difunden a través
del moco en el EO (Cleland, 2014) y se unen a pequefias proteinas globulares
conocidas como odorant binding proteins (OBPs) antes de alcanzar al receptor
olfatorio (RO) (Cleland, 2014). Las OBPs de mamiferos son lipocalinas solubles
producidas en la mucosa nasal y en otros tejidos epiteliales de varias especies
animales (Macedo-Méarquez et al., 2014). Aparentemente, las OBPs mejoran la
solubilidad de odorantes hidrofébicos (Macedo-Marquez et al., 2014) y ayudan
en la remocién de odorantes antes percibidos promoviendo asi la liberacion del
receptor y favoreciendo nuevamente la deteccion de nuevos odorantes
(Archunan, 2018). Otra contribucion fisiologica de las OBPs es preservar la
integridad del tejido epitelial bajo condiciones de estrés oxidativo removiendo
compuestos téxicos y, eventualmente, dirigiéndolos a vias de degradacion

apropiadas (Archunan, 2018; Macedo-Méarquez et al., 2014).

Hay evidencia que muestra que los RO’s trabajan como mecano-receptores
(Grosmaitre et al., 2007). Esta propiedad provoca una fuerte influencia de la

deteccion en las respuestas de las NSO (Lefevre et al., 2016).

En el proceso de transduccion, la prioridad es principalmente maximizar la
capacidad de recopilar informacion sobre el entorno (Brai & Alberi, 2018; Cleland,
2014). Cuando un odorante se une a su RO, este desencadena una cascada de
sefalizacion dentro de los cilios que despolariza las NSO y provoca un tren de
potenciales de accion, la frecuencia de los cuales depende sistematicamente de
la intensidad de despolarizacion provocada por el odorante (Cleland, 2014). Se
considera que estos trenes de disparo generalmente constituyen cédigos de
frecuencia simples que informan la intensidad de activacion de la NSO
correspondiente, ademas de que pueden verse moderadamente afectados por
los procesos de adaptacion intracelular que sirven para enfatizar los cambios
transitorios en la intensidad de la activacion, amplificando o disminuyendo la
sefal (Cleland, 2014; Courtiol & Wilson, 2017).

Hay cerca de 350 tipos distintos de RO’s expresados en el humano, y

aproximadamente de 1000-1200 en ratones y ratas (Antunes & Simoes de



Souza, 2016; Brai & Alberi, 2018). La dimensién y diversidad del repertorio de
RO’s facilita la deteccion y discriminacion del vasto numero de olores que se
pueden encontrar en el ambiente. Lo anterior, ademas, se ve enriquecido por la
variacion genética natural que contribuye a diferencias perceptuales en humanos
variando su percepcién a olores especificos. Un olor puede ser perceptible, pero
con un umbral de deteccion alterado, lo cual a su vez puede modificar la cualidad
del olor. Por otra parte, la pérdida de RO’s puede reflejarse en la alteracion de
respuestas conductuales o electrofisiolégicas especificas a un olor (Su et al.,
2009).

Canodnicamente, solo un tipo de RO es expresado en una sola NSO (Antunes &
Simoes de Souza, 2016; Su et al., 2009). Por lo tanto, la sefalizacion de una
NSO especifica refleja la actividad de un RO especifico, lo cual promueve a su
vez la discriminacion de varios olores distintos en sus caracteristicas
fisicoquimicas (Sinding et al., 2017). Los RO son miembros de la familia de
receptores con 7 dominios transmembrana acoplados a proteina G (GPCR, G-
protein coupled receptor) (Antunes & Simoes de Souza, 2016; Malnic et al., 1999;
Trinh & Storm, 2004). Los RO son extremadamente diversos en su secuencia de
aminoacidos, lo cual a su vez es consistente con su capacidad para reconocer
una amplia diversidad de odorantes que varian en tamafo, estructura, grupo
funcional y carga (Sinding et al., 2017; Trinh & Storm, 2004) (ver fig. 2).
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Fig. 2 El reconocimiento del olor es de forma combinatoria. En el recuadro del lado
izquierdo se pueden observar las caracteristicas estructurales y funcionales que poseen
los odorantes, en la parte superior se diferencia por su color a los receptores olfatorios
que reconocen distintas caracteristicas de los odorantes denotandose con circulos que
corresponden al color del receptor olfatorio que reconoce determinada caracteristica del
odorante en la parte central del recuadro y a la derecha se describe el olor caracteristico
del odorante. Modificado de Malnic et al.(1999).

La activacion de los GPCR olfativos transduce las senales olfatorias
extracelulares en una sefal intracelular activando una proteina de tipo Gaolr
heterotrimérica, la cual posee actividad GTPasa (Antunes & Simoes de Souza,
2016). En su estado basal, las proteinas G existen como un heterotrimero
compuesto por tres distintas subunidades a, B8, y y. Cuando un ligando se une y
activa el GPCR, el cambio resultante en la conformacién del receptor dirige a un
cambio conformacional en la proteina G, el cual resulta en la disociacion de
guanosin difosfato (GDP) de la subunidad a y la subsecuente uniéon de guanosin
trifosfato (GTP). La inactivacién de la proteina G ocurre cuando la union GTP es
hidrolizada a GDP, un proceso que puede ser acelerado por reguladores de
proteinas G o proteinas activadoras de GTPasa (Antunes & Simoes de Souza,
2016).

El principal blanco de la proteina Gaoir €s el adenilato ciclasa Ill (ACIIlI) que
cataliza la conversion de ATP en monofosfato de adenosina ciclico (CAMP). El

incremento en la concentracion intracelular de cAMP ([cAMP]i) en los cilios



olfatorios causa la apertura de canales activados por nucleétidos ciclicos
(CNGC, de sus siglas en inglés cyclic nucleotide gated channels), dirigiendo a
un incremento en la concentracidn intracelular de cationes, principalmente la
concentracion de iones de calcio ([Ca*?]), y la despolarizacion de la membrana
ciliar. El aumento de la [Ca*?] abre canales de cloro activados por Ca*?y
promueve el influjo de iones cloruro (Cl-) desde los cilios hacia el exterior de la
célula, lo que amplifica la despolarizacién iniciada por la apertura de los CNGC
(Dibattista et al., 2017). La elevada [Ca*?]ies reducida por la expulsion de Ca*2 a
través de la membrana plasmatica por el intercambiador Na*'/Ca*?, un
intercambiador Na*'/Ca*? dependiente de potasio y la ATPasa de la membrana
plasmatica (Kang & Koo, 2012; Stephan et al., 2012). Por otra parte, la proteina
marcadora olfatoria (OMP, olfactory marker protein) facilita la actividad de estos
intercambiadores permitiendo una rapida extrusion del Ca*2. Por lo tanto, toda
la informacién olfatoria disponible para el cerebro es transmitida a través de

moléculas de sefalizacién que acoplan el estimulo olfatorio a canales idnicos

(ver fig. 3).
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Fig. 3 Esquemade latransduccidn de la sefial olfatoria. La transduccioén de la sefial
olfatoria comienza con la activacion de un receptor olfatorio en la membrana de los cilios,
esto dirige a un incremento en la sintesis de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP)
a través de la activacion de la adenilato ciclasa Il (ACIIl) por el acoplamiento de una
proteina Gaor. El incremento en la concentracion de cAMP causa la apertura de canales
activados por nucleétidos ciclicos, dirigiendo a un incremento en la concentracién de
Ca*?intracelular y la despolarizacién de la membrana celular por el canal de CI-activado
por Ca*2. Entre las varias moléculas de la transduccién de sefiales olfatorias, se sabe
que el receptor olfatorio, la proteina marcadora olfatoria (OMP), la subunidad a de la
proteina Golf (Gaor) y ACIII son moléculas olfatorias especificas. Modificado de Kang &
Koo, (2012).




Los mecanismos de terminacion de la respuesta olfatoria después de la
activacion de GPCR’s actuan, principalmente, para restaurar los niveles basales

e intracelulares de segundos mensajeros, cAMP y Ca*? (Dibattista et al., 2017).

Las NSO se adaptan después de una estimulacion previa y un fuerte estimulo es
necesario para generar la misma respuesta, respondiendo principalmente a
cambios en el estimulo anteriormente presentado. Los mecanismos de
adaptacién remueven las senales de fondo y previenen la saturacion, modulando
el rango dinamico y contrarrestando la tasa de transmision de la informacion.
Segundos mensajeros, cAMP y Ca*?, los cuales estan involucrados en la
traduccion olfatoria, participan en diferentes tipos de adaptacion (Antunes &
Simoes de Souza, 2016; Chaudhury et al., 2010).

La adaptacioén rapida al olor se ve reflejado en una disminucién en la respuesta
a la presentacion de un odorante, y esto ocurre unos pocos segundos después
de un breve estimulo de acondicionamiento del olor y ocurre a nivel del CNGC.
La adaptacion lenta al olor es un proceso que tiene un tiempo de recuperacion
constante de minutos. En mamiferos, la adaptacion lenta, es dada por breves
pulsos repetitivos de olor presentados a 2 y 5 Hz mantenidos durante segundos
que recuerdan un patron de olfateo. La adaptacion lenta al olor puede estar
relacionada con la internalizacion de GPCR’s mediada por la fosforilacion
catalizada por la proteina cinasa dependiente de cAMP (PKA) y la cinasa 3 del
receptor acoplado a la proteina G, también conocida como cinasa 2 del receptor

B-adrenérgico (Antunes & Simoes de Souza, 2016).

Bulbo olfatorio
En el BO podemos ubicar radialmente las siguientes capas: capa del nervio

olfatorio (CNO) (Ford & Griff, 2017), que es la capa mas externa del BO y se
compone por los axones amielinicos de las NSO. Las NSO que expresan un
mismo receptor viajan de manera casi conjunta y coalescen en dos o tres
glomérulos (gl) situados estereotipicamente en el BO (Dibattista et al., 2017). La
capa glomerular (CGL), en la cual se pueden observar los gl's, que son
estructuras globulares, donde establecen sinapsis las NSO con las células
mitrales/empenachadas (M/TC) (K. Kosaka & Kosaka, 2005). Esta capa esta
poblada por una variedad de tipos celulares, esencialmente atribuible a tres

clases principales de interneuronas locales: las células periglomerulares (PGC),



las mas abundantes, son células inhibitorias mediadas principalmente por
GABA/dopamina; las células de axdn corto y las células empenachadas externas
(Banerjee et al., 2015; Ford & Griff, 2017; Takahashi et al., 2016). Se estima que
el 10%-16% de las neuronas en la CGL son dopaminérgicas (Bjorklund &
Dunnett, 2007; T. Kosaka et al., 2019; Pignatelli & Belluzzi, 2017; Zhang et al.,
2019), y aqui se incluyen, ademas de las PGC, una subpoblacion de células
empenachadas externas, las cuales a diferencia de las células empenachadas,
no son neuronas de proyeccion (Pignatelli & Belluzzi, 2017). Le sigue la capa
plexiforme externa (EPL) donde se ubican principalmente células empenachadas
(TC) (K. Kosaka & Kosaka, 2005), la capa mitral (CM) donde se ubican las células
mitrales (MC), que, junto con las TC, constituyen las células principales o de
proyeccion del BO (Briffaud et al., 2012). La capa plexiforme interna (IPL) en la
que se observan los axones de las MC y algunos procesos de las células
granulares profundas (K. Kosaka & Kosaka, 2005; Nagayama et al., 2014), luego
podemos ubicar a la capa granular (CG) donde se encuentran las células
granulares (GrC), las cuales son carentes de axon e inhibitorias tipo GABA, y
son las responsables de esculpir la actividad de la corteza olfatoria inhibiendo la
actividad de las M/TC (Fukunaga et al., 2014; Yamaguchi, 2017). En esta capa
también se encuentran axones primarios y colaterales de las M/TC, asi como de
fibras centrifugas (Brai & Alberi, 2018, D’Souza & Vijayaraghavan, 2014,
Daulatzai, 2016; Eckmeier & Shea, 2014; Kawai et al., 2012; Linster, 2018; Zhan
et al., 2013). EI BO recibe aferencias de vias centrifugas neuromoduladoras: una
via noradrenérgica proveniente del locus coeruleus, una serotoninérgica
proveniente del rafe dorsal y una colinérgica que desciende desde el cerebro
basal anterior. Las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral, asi
como las de la sustancia nigra, principalmente, envian proyecciones directas a
las capas EPL, CM y CG del BO (Zhang et al., 2019), modulando la actividad de
la CO (Brai & Alberi, 2018; Hoglinger et al., 2015; Pignatelli & Belluzzi, 2017) (ver
fig. 4y 5).
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Fig. 4 Esquema representativo de las diferentes capas y células que se pueden
identificar en el bulbo olfatorio. Los circulos de colores representan distintas
moléculas olfatorias las cuales son procesadas selectivamente a través de las distintas
capas y estructuras celulares que posee el bulbo olfatorio. Obsérvese como las células
mitrales vecinas procesan el mismo odorante y ademas reciben el mismo control
inhibitorio por parte de las células granulares. Mostrando que la especificidad olfatoria
de las células mitrales depende de la localizacion de sus cuerpos celulares. Modificado
de Kikuta et al. (2013).

Corteza olfatoria
La organizacion anatoémica y quimica de las entradas sensoriales del NO define

un discreto mapa olfatorio en el BO, las cuales se transmiten mas alla de las
M/TC via sinapsis axodendriticas. Las células principales (M/TC), las cuales
constituyen la salida del BO a la corteza, son finamente sintonizadas a través de
sinapsis dendrodendriticas, mayormente de interneuronas PGC y GrC
(Cavarretta et al., 2018). Estas neuronas GABAérgicas y dopaminérgicas son
continuamente remplazadas en roedores (Pignatelli & Belluzzi, 2017) y humanos
(Alizadeh et al., 2015), y son esenciales para la modulacion de la tasa de
disparos de las M/TC en la razdon incremento/decremento de su actividad
sincronica de disparo en presencia y ausencia de estimulo olfatorio (Cavarretta
et al., 2018; Liu et al., 2019).

Desde el BO, las proyecciones axonales de las M/TC, forman el tracto olfatorio
lateral (LOT, por sus siglas en ingles lateral olfactory tract) e inerva areas
cerebrales superiores. Estas areas comprenden diferentes estructuras

cerebrales, las cuales se dividen principalmente en regién olfatoria primaria y



secundaria. El area primaria, definida por todas aquellas regiones cerebrales que
reciben informacién directa del BO (Mori, 2016), comprende a la corteza
piriforme, el tubérculo olfatorio, el nucleo olfatorio anterior y la corteza entorrinal.
Por su parte, las proyecciones procedentes de estructuras olfatorias primarias
convergen en las regiones denominadas corteza olfatoria secundaria, que
comprende la corteza orbitofrontal, la amigdala, el hipotdlamo, la insula, el
talamo dorsomedial y el hipocampo. Generalmente, se ha asumido que la
olfaccion es independiente del talamo, sin embargo, ahora se sabe que el nucleo
dorsomedial del talamo recibe entrada directa tanto de areas olfatorias primarias
tales como la corteza piriforme y areas olfatorias secundarias (Courtiol & Wilson,
2017). La contribucién del talamo en las distintas tareas olfatorias dependera de
la demanda de estas para realizarse. Lo anterior es debido a que la actividad del
BO es estado-dependiente, es decir, la actividad del BO no solo refleja la
informacion olfatoria sino también el estado interno del animal y el de variables
dependientes de tareas. La red olfatoria no es estatica, puede cambiar en el
curso de milisegundos, horas o dias y dinamicamente reclutar diferentes areas

cerebrales para responder apropiadamente en el ambiente (ver fig.5).
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Fig. 5 Sistema olfatorio en mamiferos. Se sefalan cada una de las areas que
participan en el procesamiento de la informacion olfatoria, sus proyecciones
(representadas por lineas continuas) y las conexiones centrifugas (lineas punteadas).
Se muestra el epitelio olfatorio y los principales tipos celulares que lo constituyen. Las
neuronas sensoriales olfatorias (indicado por las siglas NSO) proyectan sus cilios hacia
la cavidad nasal y sus axones hacia el cerebro para formar el nervio olfatorio (en la
imagen remarcada en azul), pasando a través de pequefios agujeros en la placa cribosa
(indicado por las siglas CP). En el bulbo olfatorio, las terminales del nervio olfatorio
hacen sinapsis con las células mitrales excitatorias (carga positiva) y células
empenachadas (no representada) en la capa glomerular. Las células periglomerulares
(PGCs) dopaminérgicas y células granulares (CG) modulan la actividad de las células
mitrales y empenachadas a través de sinapsis axodendriticas. Las proyecciones de las
células mitrales se unen para formar el tracto olfatorio lateral (LOT, resaltado en
amarillo) proyectando a la corteza piriforme, corteza entorrinal, amigdala e hipocampo,
representando la corteza olfatoria. Las terminales colinérgicas (ACh, anaranjado) de la
extremidad horizontal de la banda diagonal de Broca (HDB), eferencias serotoninérgicas
(5-HT, azul) del nucleo del raphe y fibras noradrenérgicas (NA, verde) del locus
coeruleus inervan el bulbo olfatorio y la corteza olfatoria. Neuronas dopaminérgicas del
area tegmental ventral (VTA, rojo) modulan la actividad de la corteza olfatoria. Tomado
Brai & Alberi, (2018).

Alteraciones olfatorias

Las alteraciones olfatorias pueden ser clasificadas en periféricas, cuando se
pierde la capacidad para detectar un odorante y centrales, cuando se altera la
capacidad de recordar (memoria) un aroma e identificarlo (Brai & Alberi, 2018;
Walliczek-Dworschak & Hummel, 2017). Cuando la lesion es periférica, el dafo
es a nivel de EO, cuando es central, el deterioro puede ser atribuido al BO o
regiones cerebrales relacionadas con el procesamiento olfatorio, tales como
estructuras corticales o del sistema limbico (Boesveldt et al., 2017). Pueden
presentarse alteraciones del sistema olfatorio como: anosmia, carencia total del

sentido del olfato, hiposmia, una reducida capacidad para oler, hiperosmia, una



percepcion olfatoria incrementada, asi como, parosmia, la cual se caracteriza por
una distorsion del olor y fantosmia, percepcién de un olor sin la presencia de una
fuente que lo genere (Boesveldt et al., 2017; Hummel et al., 2017). Estas
alteraciones pueden ser determinadas en un amplio espectro de desérdenes
(Brai & Alberi, 2018; Walliczek-Dworschak & Hummel, 2017). También existen
alteraciones transitorias dadas por situaciones hormonales especiales que
ocurren principalmente en relacion con distintas fases reproductivas, como son
el estro, en roedores, el embarazo y la lactancia, en humanos (Kass et al., 2017;
Shingo et al., 2003; Sorokowski et al., 2019).

Por otro lado, un estudio realizado en ratones muestra que la deteccion olfatoria
es distinta en machos y en hembras presentando un dimorfismo en cuanto a la
deteccion se refiere siendo superior en hembras que en machos (Kass et al.,
2017), esto pudiera ser debido a una modulacion hormonal de la periferia del
sistema olfatorio. Las diferencias durante la presentacion del estimulo se reflejan
en mejoras del contraste entre representaciones de odorantes relacionados
quimicamente. Esto se revierte, al remover las hormonas sexuales circulantes
tanto en hembras como en machos, observandose sefiales mas lentas y menos
discriminables sugiriendo una relacion opuesta de las hormonas gonadales
sobre la funcion olfatoria (Kass et al., 2017). Si bien en humanos se sugiere que
las capacidades olfatorias son similares en hembras y en machos, Sorokowski
et al. (2019), empleando diferentes pruebas para evaluar la capacidad olfatoria
(identificacion, discriminacion y umbral) muestra que la capacidad olfatoria en
mujeres supera a la de los hombres, sin embargo, otros estudios discrepan en la

superioridad olfatoria en mujeres respecto a hombres.

Prolactina

La prolactina (PRL) es una hormona sintetizada por las células lactotropas de la
hipofisis anterior (Bernard et al., 2019; Saleem et al., 2018), cuyos niveles se
elevan durante la lactancia y debe su nombre a la funcidon de estimular a la
glandula mamaria para la produccién de leche (Grattan, 2015; Saleem et al.,
2018).

Si bien la regulacidon inhibitoria de la secrecion de PRL fue claramente
demostrada en 1950 (Grattan, 2015; Saleem et al., 2018), fue tiempo después

cuando se establecio a la dopamina (DA) como el principal factor responsable



para la inhibicion de la sintesis y secrecion de la PRL. Su secrecion en la hipdfisis
anterior es inhibida por neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares (TIDA),
cuyos somas se encuentran en la parte dorsomedial del nucleo arcuato del
hipotalamo y proyectan a la parte externa de la eminencia mediana secretando
DA dentro de los vasos sanguineos del sistema porta hipofisario (Saleem et al.,
2018), asi, mediante la activacién de los receptores D2 se produce un efecto
inhibitorio en los lactotropos (Grattan, 2015; Gregerson, 2006; Saleem et al.,
2018). Los receptores D2 estan conectados a una proteina G inhibiendo la
estimulacion de adenilato ciclasa y, por lo tanto, inhibiendo la producciéon de
cAMP (Maria, 2016). Ademas, la secrecion de PRL esta mediada indirectamente
por la actividad de diversos neurotransmisores que actuan sobre la neuronas
dopaminérgicas ya sea inhibiéndolas o estimulandolas, como lo son la
serotonina, noradrenalina, histamina, galanina, somatostatina, colecistocinina,
oxido nitrico, GABA, algunos péptidos opiaceos y los estrégenos promoviendo
la secrecion de la hormona, mientras que los factores que han sido asociados a
la inhibicion de la liberacion de la hormona son la acetilcolina, la hormona
liberadora de tirotropina, oxitocina, vasopresina, péptido intestinal vasoactivo,
péptido activador de adenilato ciclasa hipofisario, angiotensina Il, neurotensina,
neuropeéptido Y, calcitonina, péptidos similares a bombesina, péptido natriurético
auricular y la PRL por si misma (Bernard et al., 2019; Egli et al., 2010; Gregerson,
2006). Lo anterior adquiere relevancia ya que recientemente se reportd la
expresion del marcador de quimio-recepcion del BO, OMP, en la glandula
pituitaria. Se evidencio por estudios in vitro e in vivo que la OMP juega un papel
importante en la produccién y secrecion de PRL inducida por la hormona
liberadora de tirotropina, la cual esta mediada por la via de senalizacion ERK1/2
y la concentracién de calcio intracelular en los lactotropos (C. W. Kang et al.,
2018). Otro punto importante respecto a la actividad de la PRL es que su
produccion esta restringida a la hipdfisis (glandula pituitaria) en muchos
animales, mientras en el humano, es producida también por numerosos sitios
extrapituitarios como son los adipocitos, cerebro, glandula mamaria, linfocitos,
prostata, cornea y retina, entre otros, donde es regulada por factores locales y

predominantemente actua como citosina.



De igual forma la regulacién de la produccion de PRL en humanos, es menos
compleja, siendo la DA la que cumple predominantemente con el papel de factor
de inhibicion (Egli et al., 2010).

En la actualidad se le atribuyen mas de 300 acciones biologicas distintas
(Grattan, 2015), algunas de las cuales la involucran en la homeostasis ionica,
osmoregulacion, metabolismo, reproduccion, angiogénesis, regulacion del
sistema inmunoldgico y del sistema nervioso, entre otras (Ben-Jonathan et al.,
2006; Bernard et al., 2019; Grattan, 2015; Gregerson, 2006). Estas acciones
bioldgicas de la PRL son mediadas via endocrina, paracrina y autocrina (Saleem
et al., 2018). La PRL tiene efectos pleiotrépicos, es decir, las funciones que
pueden ser adaptativas en el estado de lactancia pueden ser incompatibles si los
niveles de PRL estan elevados inapropiadamente (Grattan, 2015). Los efectos
tan diversos de la PRL tienen su explicacion en su regulacion transcripcional, en
sus modificaciones post-transcripcionales, en la diversidad de sus receptores, e

incluso en sus niveles circulantes (Macotela et al., 2020; Saleem et al., 2018).

El receptor de PRL (PRLR) es un miembro de la superfamilia de receptores de
citosinas hematopoyéticas, la cual tiene alta homologia estructural con la
hormona de crecimiento y el lactégeno placentario (Saleem et al., 2018). Se
identifica por ser de alta afinidad, saturable y unido a la membrana, ademas de
tener multiples isoformas resultado del empalme alternativo a través del
transcrito primario en varias especies y de la regulacion transcripcional por
promotores alternativos (Saleem et al., 2018). Las isoformas del PRLR difieren
en tamafo y en la longitud de su dominio citoplasmatico. Las isoformas pueden
ser corta, intermedia o larga (Gregerson, 2006; Kanyicska et al., 2000). La
principal isoforma del PRLR presente en humanos es la forma larga y esta,
ademas de ser capaz de unirse a la PRL, también tiene afinidad al lactégeno
placentario y a la hormona del crecimiento (Bernard et al., 2019; Grattan, 2015;
Gregerson, 2006b; Kanyicska et al., 2000; Saleem et al., 2018).

El mecanismo clasico de activacion de la via de senalizacion de la PRL inicia al
unirse a su receptor para la formacién del complejo inactivo que consiste en una
hormona y un receptor (Kanyicska et al., 2000). Esto es un prerrequisito para
que la PRL interactue con el sitio de union presente en otro PRLR formando un
complejo trimérico (Gregerson, 2006b; Kanyicska et al., 2000). El dominio



intracelular es fundamental para el inicio de los mecanismos de transduccion
asociados con el PRLR (Bernard et al., 2019; Saleem et al.,, 2018). Las
principales cascadas de sefalizacion intracelular de la activacion del PRLR
implican a la via JAK/STAT, fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)/AKT, proteina
cinasa activada por mitégeno (MAPK)3, la via RAS-RAF-MAPK, la via cinasas
treonina/serina Nek3-Vav2-Rac1 y las cinasas de tirosina Scr (Bernard et al.,
2019; Grattan, 2015; Gregerson, 2006b; Kanyicska et al., 2000; Saleem et al.,
2018). Dependiendo de la presencia o ausencia de ciertos elementos del dominio
intracelular, se espera que las isoformas del PRLR exhiban diferentes
propiedades de senalizacion (Bernard et al., 2019). La cinasa Janus 2 o JAK2 es
la enzima que esta constitutivamente asociada al PRLR (Salais-Lopez et al.,
2018; Saleem et al., 2018). La activacién de las JAK ocurre por transfosforilaciéon
de tirosinas después de la oligomerizacion inducida por ligandos de los
receptores de citosinas, que lleva a la unién de dos moléculas JAK (Bernard et
al., 2019; Saleem et al., 2018). La activacion de JAK2 por el PRLR, ocurre
rapidamente después de la estimulacion hormonal (Kirk et al., 2019). Cuando se
activa, JAK2 fosforila los residuos de tirosinas en diferentes proteinas diana
incluyendo a los del propio receptor y a una familia de proteinas transductoras
llamadas STAT (por sus siglas en inglés, signal transducer and activator of
transcription). Existen tres moléculas transductoras para el PRLR: STAT1,
STAT3 y STAT5. De las tres isoformas que existen en el humano del PRLR y
activan a JAK2, solo la isoforma corta no sufre fosforilacion en sus residuos de
tirosina. Las isoformas de los receptores de PRL se encuentran expresadas en

casi todos los 6rganos y/o tejidos en diferentes concentraciones.

Regulacion de la secrecion de prolactina por la dopamina

La secreciéon de PRL es regulada en forma de retroalimentacion negativa, y la
PRL misma proporciona la sefal aferente. La regulacion de la PRL por las
neuronas dopaminérgicas es mediada por multiples mecanismos a lo largo del
tiempo. El curso temporal de la accion de la PRL tiene un componente "rapido”
de mayor actividad y un componente retrasado.

La accién rapida involucra dos componentes: un componente de bajo voltaje de

corriente transitoria similar a potencial receptor, y un componente de alto voltaje



por inhibicién de una corriente dependiente de Ca*? (Lyons et al., 2012). El
componente mas lento, con un curso temporal de minutos a horas,
probablemente implica la fosforilacion de serina inducida por PRL de la tirosina
hidroxilasa que resulta en un aumento de la actividad enzimatica. El componente
retrasado de la accion de la PRL sobre las neuronas dopaminérgicas es
probablemente a través de la expresion reducida de tirosina hidroxilasa.

Juntos, estos tres niveles de regulacion proveen un fino control homeostatico,
con la PRL incrementando la tasa de disparo de estas neuronas para inducir un
incremento en la secrecién de dopamina y la rapida supresion de la secrecién
PRL de los lactotropos. Al mismo tiempo, cambios mas lentos y prolongados en
la fosforilacion de tirosina hidroxilasa y los eventos transcripcionales regulan la

produccion y secrecion de dopamina en un curso de tiempo mucho mas largo.

Regulacion electrofisiolégica de la secrecién de prolactina

Las neuronas TIDA exhiben oscilaciones robustas entre estados
hiperpolarizados y despolarizados, ademas, de disparos espontaneos durante la
despolarizacion ‘up-state’ (Saleem et al., 2018). Los patrones de disparo de estas
neuronas de manera individual se ven reflejadas en el patron de liberacion de
DA, esto sugiere que las neuronas actuan como una red sincrénica para liberar
DA, ya sea de modo pulsatil o fasica (Egli et al., 2010; Lyons et al., 2012).

Los lactotropos son las unicas células de la glandula pituitaria anterior que
muestran actividad eléctrica espontanea en ausencia de estimulacion
hipotalamica. El influjo de Ca*?a través de canales de calcio mediados por voltaje
estimula la secrecion de PRL lo que explica la secrecion basal de PRL, y es
consistente con un mecanismo regulador basado principalmente en la inhibicion.
La DA inhibe el influjo de Ca*? generando una hiperpolarizacion de la membrana

lo cual inhibe la secrecién de PRL (Lyons et al., 2012; Romano et al., 2013).

Prolactina en machos y bulbo olfatorio

La PRL es mejor conocida por sus funciones en hembras dado el papel clave
en la fisiologia materna, poco se conoce acerca del rol que cumple en machos,
sin embargo, se ha asociado principalmente a la cuestion reproductiva (Egli et
al., 2010; Maria, 2016), respuesta al estrés (Levine & Muneyyirci-Delale, 2018),
conducta paternal (Hashemian et al., 2016; Mak & Weiss, 2010), neurogénesis,



la cual si bien se ha reportado ya en machos ha sido mas explorada en hembras
(Mak & Weiss, 2010; Shingo et al., 2003), metabolismo (Macotela et al., 2020) y
cuestiones patoldgicas (Bartke et al., 1987; Nonomura et al., 1985; Salais-Lopez
et al., 2018). Una de las principales razones del sesgo en el estudio de la PRL
en machos es debido al hecho de que en los modelos de roedores se detectan
bajos niveles de PRL circulante en condiciones fisioldgicas, reflejando un acceso
limitado a la funcionalidad de la PRL en el cerebro (Guillou et al., 2015; Salais-
Lépez et al., 2018). Mediante la deteccion inmunohistoquimica de pSTAT5, se
analizo6 la distribucién de sefalizacion derivada de PRL en el cerebro del ratén
macho, suplementado con una dosis aguda de PRL de 5 mg/kg, en el cual se
observa que la distribucion esta restringida a centros cerebrales que presentan
expresion del PRLR, tales como, nucleos del hipotalamo predptico, anterior y
tuberal, asi como en el nucleo septofimbrial o amigdala medial posterodorsal del
telencéfalo. Tanto en humanos como en roedores, se sabe que la PRL esta
involucrada en la conducta sexual (Egli et al., 2010), principalmente. Por otra
parte, en cuanto a la funcion reproductiva en machos se refiere, poco se conoce
sobre las regiones exactas y los mecanismos a través de los cuales opera la
PRL.

A nivel cerebral y conductual la PRL ha sido implicada en varias funciones, pero
las que inciden sobre la funcién olfatoria son principalmente la conducta
maternal, mediando la interaccion madre-cria (Larsen & Grattan, 2010), paternal,
conducta de apareamiento y la neurogénesis del BO. En cuanto a la conducta
paternal se refiere, se ha reportado que el despliegue de esta conducta se asocia
con niveles elevados de PRL, asi como disminucidon de los niveles de
testosterona después del nacimiento de las crias, promoviendo en los sujetos
una mayor atencién en las pistas relacionadas con el cuidado de sus crias
(Hashemian et al., 2016; Maria, 2016). Dentro de las regiones cerebrales
implicadas en el circuito que promueve la conducta paternal se encuentra el BO
(Hashemian et al., 2016). En un estudio realizado en ratones macho por Mak y
Weiss, (2010), se mostré que los padres eran capaces de reconocer a su
camada aun cuando estos fueran adultos, si a los padres se le daba la
oportunidad de interactuar con ellos cuando eran crias. Ademas, se mostrd que

este reconocimiento requiere neurogénesis en el BO y el hipocampo del



progenitor masculino, la cual es mediada por PRL. La PRL favorece el aumento
de interneuronas en el BO a través de mediar la proliferacion de estas células en
la zona subventricular. Previamente, Shingo y colaboradores, (2003), reportaron
en hembras prefiadas que la neurogénesis en el BO promueve la generacién de
interneuronas, mismas que participan en la discriminacion olfatoria y es critica
en varias conductas, siendo las periglomerulares las que mas se observan. Esto
es relevante tanto en la conducta maternal como paternal, ya que animales que
carecen del PRLR no son capaces de discriminar entre sus crias y las de otra
camada.

Se ha evidenciado que la PRL se expresa en varias regiones cerebrales, tales
como el BO, tanto en distintas especies de anfibios (sapo, Bufo arenarum
Hensel, rana, Catesbeiana tadpoles y salamandras) (Luthy et al., 1985) como en
mamiferos (Cabrera-Reyes et al., 2017; Freemark, 1996). En el estudio realizado
por Luthy y colaboradores, (1985), se caracterizaron parcialmente los sitios de
unién a PRL en diferentes regiones del cerebro y los compararon con los sitios
de unién en el riidn de una especie de sapo macho (Bufo arenarum Hensel). Se
encontré que el BO presenta la mas baja afinidad comparada con otras regiones
cerebrales, como los hemisferios cerebrales, region dorsal y ventral del
mesencéfalo, mientras en el rifidn esta afinidad es aun mas baja comparandola
con las regiones anteriores. Por otro lado, tanto el rifidn como el BO, mostraron
tener un mayor numero de sitios de union a PRL comparado con las regiones
cerebrales antes mencionadas (ver fig. 6). Adicional a esto muestran una
inhibicion competitiva de los sitios de union a PRL por parte de la hormona de

crecimiento.
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Fig. 6 Caracterizacion del numero y afinidad de los sitios de unién a PRL en
diferentes regiones del cerebro y riidn. En la parte superior de cada grafica se indica
la estructura en la cual se realizé el analisis de Scatchard para la union de PRL, A. BO,
B. hemisferios cerebrales, C. Regién dorsal mesencefalica, D. Region ventral
mesencefalica y E. rifidén del sapo (Bufo arenarum Hensel). La pendiente nos da una
idea de la afinidad del receptor por el ligando, a mayor pendiente mayor afinidad por el
ligando. Ka indica la constante de afinidad a la PRL y n indica el numero de sitios de
unién a la misma. Los datos son expresados como fmol/mg de proteina. Tomado de
Luthy et al., (1985).

Freemark (1996), mediante hibridacion in situ report6 la presencia del PRLR en
el EO yla M/TC en ratas en etapas embrionarias (ver fig. 7). Ellos observaron la
presencia del receptor a partir del dia embrionario 18, siendo la sefal mas
intensa en el epitelio periventricular, asi como, en los cuerpos celulares de las
NSO del EO. A partir del postnatal 5, la expresion de PRLR fue abundante en la

M/TC y en cuerpos celulares del nucleo olfatorio anterior y la corteza piriforme.
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Fig. 7 El PRLR se expresa en el epitelio olfatorio y capa mitral del bulbo olfatorio.
En todas las imagenes la marca mas brillante indica la expresion del mMRNA evidenciada
por hibridacién in-situ, la cual revela la localizacion del PRLR, a excepcién de la imagen
B, en el neonato, que se indica en negro. En la imagen de la parte superior se muestra
la presencia del receptor, en una distribucion irregular, en el etmoides (eth, A), en las
células basales y de sostén del epitelio olfatorio (B), en un corte coronal del bulbo
olfatorio, siendo la senal mas intensa en el neuroepitelio periventricular que en la capa
mitral (C) y el 6rgano vomeronasal (D). En las imagenes inferiores se muestran cortes
coronales del bulbo olfatorio de un neonato en el postnatal 5 (A 'y B) y en una madre
lactante (C). Se observa que la sefial es menor en la madre lactante que en el neonato,
el cual presenta una mayor intensidad en la CM/T. Tomado de Freemark, (1996).

Lo anterior es apoyado por el grupo de Grattan, D. R. (Aoki et al., 2019), el cual
empleando una cepa de raton knock in que expresa Cre recombinasa asociada
al gen que codifica para la isoforma larga del PRLR usando una secuencia IRES
(sitio interno de entrada al ribosoma) la cual permite etiquetar las células con
expresion del PRLR con el marcador GFP (proteina verde fluorescente), muestra

la presencia del receptor en diferentes partes del sistema olfatorio (Aoki et al.,



2019; Kokay et al., 2018). En el sistema olfatorio principal se observa en el EO,

en las NSO y en sus proyecciones (ver fig. 8).

Fig. 8 Expresion del PRLR en el epitelio olfatorio en el raton PRLR-IRES-CRE. En
la imagen de la izquierda se observa la expresién de PRLR dado por las células GFP*
(en verde). Las puntas de flecha de color negro sefalan la expresion en las neuronas
sensoriales olfatorias y las puntas de flecha en blanco sus proyecciones. En la esq.
inferior izq. de cada imagen se observa un acercamiento anatémico de la proyeccion de
una neurona sensorial olfatoria (izq. y derecha) y una neurona sensorial olfatoria. La
marca azul indica nucleos, las barras de escala en los acercamientos corresponden a
10 um y en la imagen principal a 50 ym. Tomado de Aoki et al., (2019).

El papel de la PRL, en el hombre, tiene especial efecto en la reproduccion y la
homeostasis del organismo (Egli et al., 2010; Maria, 2016). En reproduccion, hay
una correlacion negativa entre los niveles de esperma y la PRL. La PRL, al
incrementar sus niveles actua suspensivamente en la secrecidon de
gonadotropinas afectando la funcién de los testiculos. Tanto la PRL como sus
receptores se expresan en el epitelio prostatico, actuando como factor de
crecimiento o protector.

En cuanto a la homeostasis del ambiente interno del organismo, la PRL, tiene
principal efecto en el sistema inmune, el balance osmatico, la angiogénesis y la
regulacion metabdlica. Actuando como mediador del sistema nervioso,

endocrino e inmune (Macotela et al., 2020; Maria, 2016).



Justificacion

La hiperprolactinemia es la alteracion o desorden hormonal pituitario mas comun
que se caracteriza por un exceso en los niveles de la hormona polipeptidica PRL
(>20-25 ng/mL) que puede ser causada por condiciones fisiolégicas y
patolégicas (La Torre & Falorni, 2007; Maria, 2016). Durante la lactancia y el
embarazo, hay un aumento fisiolégico de los niveles de PRL en suero, sin
embargo, esta hormona también puede elevarse debido a cuestiones
patologicas, tales como, prolactinomas, adenomas secretores mixtos, trastornos
hipotalamicos e hipofisarios, por medicacion, uso de antagonistas
dopaminérgicos, como consecuencia clinica, falla renal (Lo et al., 2017),
secrecion de PRL ectdpica, por causa genética, carencia del PRLR, entre otros
(Bernard et al., 2019; Saleem et al., 2018).

Nonomura y colaboradores (1985), asi como Bartke y colaboradores (1987),
generaron un estado de hiperprolactinemia en ratones macho trasplantandoles
la glandula pituitaria de hembras y, en ambos estudios observaron un aumento
del peso de las vesiculas seminales, prostata y en la concentracion de la
hormona foliculo estimulante y la hormona luteinizante. Torner y colaboradores
(2013), indujo artificialmente un estado de hiperprolactinemia en ratas macho,
colocando injertos de pituitaria de una rata donante en el rifion del animal
receptor. Al evaluar a las ratas en una prueba de reconocimiento de objetos,
observé que los animales con hiperprolactinemia no eran capaces de discriminar
entre un objeto novedoso y uno anteriormente presentado, reflejando tiempos de
exploracion similares hacia ambos objetos.

Por otra parte, en estudios preliminares de nuestro laboratorio (Corona et al., en
preparacién) en ratones hembra, se evidenci® que, un estado de
hiperprolactinemia generado en la edad adulta mediante inyecciones sistémicas
de PRL durante 10 dias, promueve modificaciones en la actividad eléctrica
poblacional de las MC del bulbo olfatorio accesorio en su parte posterior,
observandose en los animales tratados un aumento de la potencia (area bajo la
curva) comparados con los controles. Ademas, al realizar el experimento con
animales igualmente tratados, pero probando el efecto de agregar PRL al bafo
de registro electrofisioldgico in vitro, se observé un incremento de la potencia de

las MC en animales control, mientras que la potencia no se incrementa en los



tratados previamente con PRL mas la presencia de esta hormona durante el
registro. En un experimento similar, en donde se generé un estado de
hiperprolactinemia en machos, en etapas tempranas (infantil/juvenil), se mostro
un aumento de la activacion de c-Fos en CG al exponer a los ratones tratados
con PRL a olores sexualmente relevantes, comparado con el grupo sin
tratamiento de PRL (Corona et al., 2021). Estos resultados sugieren que la PRL
puede modular la actividad de las células del BO actuando directamente sobre
células que expresan el receptor o indirectamente mediando la actividad de otras
hormonas o neurotransmisores sobre el BO. Los estudios anteriores han
mostrado que tratamientos para generar un estado de hiperprolactinemia en
ratones en etapas tempranas y adultas, tanto en machos como en hembras,
generan cambios funcionales en el BO que son dependientes de la edad y el
sexo del animal, por lo cual es de interés evaluar los efectos de la
hiperprolactinemia sobre la capacidad olfatoria en ratones macho en edad

adulta.

En los experimentos de la presente tesis se utilizé la administracion de sulpirida
para inducir hiperprolactinemia. La sulpirida, un antagonista de los receptores
D2, inhibe la accion de la DA sobre las neuronas TIDA promoviendo asi la
secrecion de PRL. En dosis superiores a 40 mg/kg la sulpirida bloquea
selectivamente neuronas dopaminérgicas postsinapticas, afectando solo a

receptores D2/D3, resultando en una transmision dopaminérgica reducida.

Hipotesis
La hiperprolactinemia en etapa adulta modificara la capacidad de detectar,
identificar, reconocer y discriminar olores en pruebas de funcién olfatoria en

ratones macho.

Objetivo General
Caracterizar los efectos de un periodo de hiperprolactinemia en la edad adulta

sobre la capacidad olfatoria de ratones macho.



Objetivos particulares

e Evaluar la capacidad de deteccion olfatoria mediante la prueba de
alimento escondido de ratones macho con hiperprolactinemia
generada por un tratamiento cronico de PRL y sulpirida.

e Evaluar la capacidad de deteccion de estimulos etolégicamente
relevantes mediante la prueba de preferencia sexual olfatoria en
ratones macho con hiperprolactinemia generada por un tratamiento
cronico de PRL vy sulpirida.

e Evaluar la capacidad de memoria y discriminacion olfatoria
mediante la prueba de habituacién deshabituacion olfatoria en
ratones con hiperprolactinemia generada por un tratamiento

cronico de PRL y sulpirida.

Metodologia

Animales

Se emplearon ratones de la cepa CD-1 de 8 semanas de edad (35 - 40 g; numero
total de animales evaluados: 91). Previo al inicio de las pruebas conductuales
(objetivos 1, 2 y 3) los ratones pasaron por un periodo de habituacion en el cuarto
de alojamiento durante dos semanas. Los animales fueron alojados en grupos
de 2 - 4 animales con el fin de evitar ansiedad y estados depresivos en los sujetos
(leraci et al., 2016; Medendorp et al., 2018). También se considerd si pertenecian
0 no a la misma camada con el objetivo de evitar comportamientos agresivos
entre ellos que pudieran estresarlos (Mahler et al., 2014). Todos los animales se
obtuvieron del Bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM, Campus Juriquilla.
Los animales se mantuvieron en ciclo invertido de luz (12 horas oscuridad/luz),
a 22 + 1°C, con agua y alimento ad libitum y 40 + 5% de humedad relativa. Los
experimentos se realizaron acorde a las regulaciones del Comité de Bioética del
Instituto de Neurobiologia UNAM Campus Juriquilla siguiendo los lineamientos
de la Norma Oficial Mexicana para el Cuidado y Uso de animales de Laboratorio
(NOM-062-Z00 1999).



Tratamientos

Con el fin de incrementar los niveles circulantes de PRL en los ratones macho

adultos se emplearon los siguientes tratamientos:

Prolactina

Se realiz6 la administracion subcutanea (s.c.) de PRL ovina (5 mg/kg; PARLOW,
Torrance, California, USA) la cual se disolvio en solucion salina estéril al 0.9%
para proporcionar la dosis adecuada para cada inyeccion y se mantuvo en

refrigeracion hasta su uso (Brown et al.,2011, Salais-Lépez et al., 2018).

Sulpirida

Se empled el antagonista de los receptores D2 para DA, la sulpirida, la cual
inhibe la accion de la DA sobre las neuronas TIDA promoviendo la secreciéon de
PRL. La sulpirida (Sigma-Aldrich, San Jose, California, USA) se disolvio en la
mitad del volumen total calculado de solucion salina estéril al 0.9% y se agregd
gota a gota una solucion de HCI 1 M mientras se mantenia en agitacion. Luego
se llevo a volumen final con la solucidn salina y se revisé que el pH de la solucion

fuera basico. La solucion se mantuvo en refrigeracion hasta su uso.

En ambos tratamientos, los animales recibieron una sola inyeccion al dia ya sea
de sulpirida (50 mg/kg/s.c.) o PRL (5 mg/kg/s.c.) y los grupos vehiculo recibieron
inyecciones de solucion salina (0.1 mL/s.c.). El grupo intacto fue alojado bajo las
mismas condiciones que los grupos tratados y vehiculo, pero sin recibir ninguna

droga.

Determinacion de la dosis adecuada de sulpirida para generar

hiperprolactinemia

Para determinar la dosis a utilizar de sulpirida y debido a que se desconocen los
efectos de este farmaco sobre la produccion de PRL, se realizé una curva dosis-
respuesta en la cual se utilizaron tres concentraciones: 25, 50 y 100 mg/kg mas
un grupo vehiculo que funcioné como control. En este experimento, se utilizaron
ratones macho CD1, los cuales recibieron inyecciones s.c. del farmaco durante
14 dias (mismo tiempo de tratamiento que el resto de los experimentos). Al
finalizar el tratamiento, los ratones fueron sacrificados por decapitacién y se
extrajo la hipofisis para cuantificar la expresion del mRNA de Prl y del Prir

mediante gPCR (de sus siglas en inglés, quantitative polymerase chain reaction).



Brevemente, la hipofisis se almacend en 150 pl de solucion Trizol (introvigen)
agente que permite la extraccion de RNA vy facilita la lisis celular y se mantuvo a
-80 °C hasta su procesamiento. Se extrajo el mRNA con un kit (Zymo Research)
y se procedio con la sintesis del DNA complementario (cDNA). Se mezcld en un
tubo libre de nucleasas 1 pyL de random primers, 1 yg de RNA total, 1uL de mix
de 10 mM de dNTPs y se llevd a volumen final de 12 pyL con agua libre de
nucleasas. Esta mezcla se incub6 a 65 °C durante 5 min, posteriormente se
provocd un choque térmico en hielo, seguido de un pulso de centrifugacion.
Posteriormente se anadio 4 uL de buffer de primera hebra 5X, 2 uL de ditiotreitol
0.1 M, 1 uL de inhibidor de ribonucleasas. Esta segunda mezcla se incubo 2
minutos a 37 °C, para posteriormente afiadir 1 puL de retrotranscriptasa de virus
de leucemia murina moloney M-MLV. Una vez aiadida la retrotranscriptasa, se
incub6 10 min a 25 °C, 50 min a 37 °C, luego 70 °C durante 15 minutos para
detener la reaccion. Para la reaccion de gPCR, se afadié en un microtubo 5 uL
del master mix de SYBR Green (Thermofisher Scientific), 0.5 yL de forward
primer, 0.5 pL reverse primer, 1 uL de libre de nucleasas y 3 uL cDNA en dilucién.
Se incubd la muestra por 2 minutos a 94 °C para desnaturalizarla. Se realizaron
40 ciclos de PCR. Los oligos empleados fueron los siguientes: Prl-[(F) 5'-
AACCTGATCCTCAGTTTGGTG -3, (R) 5-CCTCAATCTCTTTGGCTCTTG-37],
Prir-L-[(F) 5-ACCTGCATCTTTCCACCAGTT-3’, (R) 5'-
CCAGAGTCACTGTAGGGATCT -31.

Cuantificacion de mRNA de Prl y del Prir en hip6fisis

Con el objetivo de determinar la dosis adecuada de sulpirida para generar una
hiperprolactinemia, se cuantificé por qPCR, la expresion relativa del mRNA tanto
de Prl como del Prir en la hipdfisis. Se inyectaron dos animales por dosis, de los
cuales fueron colectadas sus hipofisis para su posterior procesamiento.
Promediando la 2722CT de cada animal se realizo la siguiente grafica (ver fig. 9).
La expresion relativa del mRNA del Prir de cada pareja fue: vehiculo (1.0
0.063), 25 mg/kg (2.1 £ 0.29), 50 mg/kg (5.4 £ 0.47), 100 mg/kg (2.3 £ 0.20), para
la expresion relativa del mARN de la Prl de cada pareja fue: vehiculo (1.0 £ 0.11),
25 mg/kg (1.5 £ 0.016), 50 mg/kg (7.6 + 0.43), 100 mg/kg (2.2 £ 0.44) (ver fig. 9).

Visualmente se aprecia que los promedios de los niveles de expresion tanto para



el Prlr como para la Prl son mas altos a una dosis de 50 mg/kg comparado con

el resto. Por esta razon se eligio trabajar con la dosis de 50 mg/kg.
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Fig. 9 Curva dosis-respuesta de sulpirida sobre la expresion relativa del mRNA
de Prl y Prir. En el eje x se presenta de izquierda a derecha las dosis empleadas:
vehiculo (inyecciones s. c. de salina 0.9%), 25 (dosis de sulpirida de 25 mg/kg), 50 (dosis
de sulpirida de 50 mg/kg) y 100 (dosis de sulpirida de 100 mg/kg). En el eje y se refleja
la expresion relativa del mRNA de Prl (grafica izquierda) y el Prir (grafica derecha). Los
datos son expresados como la media + EEM, * indica la dosis en la que se observo
mayor expresiéon de mRNA del Prlr como de la Prl.

Disefio experimental
Para evaluar los efectos de un tratamiento cronico que promueva la elevacion de

los niveles circulantes de PRL sobre la conducta olfatoria de ratones macho se
realizaron dos experimentos como se explica a continuacion. En ambos
experimentos, las pruebas de capacidad olfatoria se realizaron antes de que los
animales recibieran el tratamiento correspondiente, durante el tratamiento y una
semana después de haberlo finalizado cada uno de los tratamientos. Esto con la
finalidad de eliminar del estudio todo aquel animal que no mostrara el patron de
conducta esperado previo a comenzar los tratamientos, durante, para conocer
efectos a corto plazo y al finalizar, para conocer si hay efecto posterior al

tratamiento.



Experimento 1

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto sobre la capacidad olfatoria
de ratones macho (n=8) con hiperprolactinemia generada por manipulacién
hormonal (inyecciones s.c. de PRL, 5 mg/kg) o por manipulaciéon farmacolégica
(inyecciones s.c. de sulpirida, 50 mg/kg). Para poder evaluar este objetivo se
disefid el siguiente protocolo experimental: se utiliz6 un grupo vehiculo y dos
grupos en los cuales se busco incrementar los niveles circulantes de PRL. El
incremento de los niveles circulantes de PRL se realizé mediante diferentes
condiciones experimentales: en la primera condicion se utilizd sulpirida, un
antagonista de los receptores D2 de DA, con el cual se buscé incrementar los
niveles de PRL, y una segunda condicidn, en la cual se administro la PRL ovina.
El grupo control recibié de manera crénica la solucion vehiculo. Los tratamientos
fueron mediante inyecciones s.c. por 14 dias de solucion salina, sulpirida o PRL.
Todas las inyecciones se realizaron entre las 4:00-5:00 pm en un espacio distinto

al cuarto de alojamiento.

Experimento 2

En los siguientes grupos a tratar se opt6 por la sulpirida para generar un estado
de hiperprolactinemia (n=56). Se incluyeron tres grupos: intacto, vehiculo y
sulpirida. El intacto, a excepcion de los grupos restantes no recibio inyecciones
y permanecié asi hasta el final del experimento. Los grupos vehiculo y sulpirida,
recibieron inyecciones de igual forma que en el experimento 1, la sustancia
vehiculo (0.1 mL/ solucién salina 0.9%) o el farmaco (sulpirida, 50 mg/kg) por 14

dias (ver fig.10).



A) Experimento 1 CICLO DE PRUEBAS OLFATORIAS B) | Experimento 2 |

Vehiculo pae | | Jpor| | e [ | Intacto
PRL Vehiculo
DIAS
PERIODOS DE EVALUACION
ANTES

" 1ERCICLO DE PRUEBAS
OLFATORIAS

. Yolololololalolalo)
" 250010 DEPRUEBAS

OLFATORIAS

DURAN

SEMANASIN PRUEBAS ||

FINAL ==~ === ===
<.~ 3*RCCLODE PRUEBAS
OLFATORIAS

Fig. 10 Esquema ilustrativo del disefio experimental para los experimentos 1y 2.
En A) se indican los grupos que se incluyeron para el experimento 1y B) los grupos que
conformaron el experimento 2. En la parte central superior de la imagen se ilustra el
ciclo de pruebas olfatorias realizado, cada recuadro del grafico representa un dia. Las
siglas PAE, POT y PHD corresponden a la prueba de alimento escondido, prueba de
preferencia sexual olfatoria y a la prueba de habituacién deshabituacion,
respectivamente. Ambos experimentos consistieron en tres periodos de evaluacion:
antes, en el cual se aplicaron las pruebas olfatorias previo a comenzar los tratamientos,
durante, en el cual se aplicdé por segunda vez el ciclo pruebas olfatorias tras 5
inyecciones de los respectivos tratamientos, y final, en el cual tras finalizar el nimero
total de inyecciones y haber transcurrido una semana sin pruebas se aplicé nuevamente
el ciclo de pruebas olfatorias.

Pruebas olfatorias
Para la realizacion de las pruebas se usaron estimulos olfatorios etoldogicamente

relevantes y estimulos generales (no etolégicamente relevantes). Los primeros
tienen un significado fisiologico para el animal y existe un interés conservado
hacia ellos (Jagetia et al., 2018). Las pruebas se realizaron acorde a su
complejidad midiendo asi, por niveles de procesamiento olfatorio, la capacidad
olfatoria de los animales (Zolotykh & Kozhevnikova, 2017). Se inicié con la
prueba de alimento escondido (estimulo general), la cual permite conocer si un
animal es capaz de detectar o no el estimulo y descartar en pruebas posteriores
a todo aquel sujeto que no lo hace. La segunda prueba, preferencia sexual
olfatoria, en la cual se emplean los estimulos etolégicamente relevantes y
permite conocer, con base al tiempo de olfaccién, si el animal es capaz de
identificar y presentar preferencia hacia el estimulo fisioldgicamente relevante.
La tercera prueba, habituacidon-deshabituacion olfatoria, permite conocer la

capacidad de memoria y discriminacion olfatoria de estimulos generales.



Ademas del orden en que se realizaron las pruebas, se consideré dejar un
espacio de dos dias entre cada prueba para evitar sesgos o alteraciones
adversas en las respuestas olfatorias medidas en los animales. Todas las
pruebas se realizaron en el ciclo de oscuridad debido a que los ratones son
animales que presentan su mayor actividad en la fase de oscuridad (Goulding et

al., 2008). Todas las pruebas se explicaran a detalle a continuacion:

Prueba de alimento escondido (PAE)
Con el fin de evaluar la capacidad de deteccién olfatoria de cada uno de los

animales, se realizd la prueba conductual de alimento escondido (Alvarado-
Martinez et al., 2013; Fleming, 2014; Machado et al., 2018; Yang & Crawley,
2009; Zhou et al., 2017). Tres dias previos a la realizacion de la prueba
conductual se le colocé a cada animal una pieza del alimento que posteriormente
iba a ser usado como estimulo en la prueba, esto con el objetivo de evitar tener

un efecto de neofobia al momento de realizar la evaluaciéon conductual.

Esta prueba consistié en dos fases: una visible y otra no visible (alimento
escondido). La prueba visible, consistié en colocar el alimento a la vista del
animal en una posicion especifica. Una vez que finalizo la prueba visible, se privd
alos animales de alimento por un periodo de 8 horas con la finalidad de uniformar
su motivacion para la siguiente fase de la prueba (Machado et al., 2018). En la
prueba no visible, el alimento (con las mismas caracteristicas que el usado en la
prueba visible) se encontraba escondido en una posicién opuesta a la que se
habia colocado en la prueba visible y a una profundidad de 2 cm por debajo del
nivel del aserrin. El parametro evaluado en esta prueba fue la latencia para
encontrar el alimento, definida como el tiempo en que el ratén tarda en olfatear
por primera vez el alimento visible o desenterrar el alimento no visible. El tiempo
maximo que se le permitié al animal explorar la caja para encontrar el alimento
fue de 300 s (5 min) (Guerrero-Gomez, 2018). La primera fase de la prueba se
realizd después del cambio de luz (8:30 am a 9:30 am). Al finalizar esta fase, se
privo a los animales y se realizo la fase no visible, la cual se llevé a cabo de 4:30
a 5:30 pm.

Prueba de preferencia sexual olfatoria (POT)

Los roedores identifican a una potencial pareja para el apareamiento mediante
el uso de sefiales olfatorias (Brennan & Keverne, 2015; Lin et al., 2005;



Pankevich et al., 2004; Portillo & Paredes, 2004). Valiéndonos del hecho de que
la orina contiene componentes volatiles (Lin et al., 2005; Muroi et al., 2006;
Pankevich et al., 2004; Yoshikage et al., 2007), se emplearon camas de aserrin
impregnadas con orina de hembras sexualmente receptivas y machos
sexualmente expertos (Swaney et al.,, 2007; Thonhauser et al., 2019). La
recoleccion de las camas de aserrin se realizé de la siguiente manera. Para los
machos se utilizd la mezcla de aserrin de dos machos sexualmente expertos en
la que permanecieron por 52 horas sin haber sido cambiada. Se consideraron
como machos sexualmente expertos a machos que hubieran prefiado al menos
a una hembra. De la misma forma se colect6 la cama de aserrin de dos hembras
sexualmente receptivas (periodo que comienza al final de la etapa de proestro y
principio del estro, cuando los niveles de progesterona y estrégeno se
incrementan preparando asi el organismo para la fertilizacion). Se utilizaron
hembras ovariectomizadas tratadas hormonalmente para inducirles la
receptividad sexual mediante inyecciones s.c. de benzoato de estradiol (50 ug)
por dos dias y una inyeccion de progesterona (100 ug) 4 horas antes de
considerarse receptivas (Corona et al., 2011). Todos los animales empleados
para obtener el aserrin son de la misma cepa que los animales que fueron
sujetos de prueba. EIl aserrin se mantuvo aislado con el uso de tubos conicos
perforados para evitar que los animales tuviesen contacto fisico con el aserrin,
y, de esa forma, poder evaluar la activacion del BO obteniendo solo el
componente volatil del estimulo (Martel, 2009; Martel & Baum, 2009; Muroi et al.,
2006; Yoshikage et al., 2007).

Para esta prueba se empled una caja de acrilico transparente (71 cm de largo,
36 cm de alto y 27 cm de ancho) en la cual se observa claramente el
comportamiento del animal, ademas, tiene espacio suficiente para desplazarse
adecuadamente. Los animales pueden elegir entre tres diferentes estimulos:
aserrin limpio, cama de aserrin de un macho sexualmente experto y cama de
aserrin de hembra sexualmente receptiva. Los tubos que sirvieron para aislar el
aserrin se colocaron en posiciones aleatorias en la caja, luego el resto de la
superficie fue cubierta con aserrin. Uno de los tubos se colocé a la mitad de la
caja y los dos restantes en las esquinas frontales de la caja. La cantidad de

aserrin que se colocé de cada estimulo siempre fue de 3 g. Dado que se queria



obtener el componente volatil del estimulo, éste fue alojado en hielo y no fue
empleado mas alla de una hora después de haber sido colectado. Es importante
resaltar que los sujetos experimentales empleados en la prueba carecian de
experiencia sexual y permanecieron asi durante todo el tratamiento. Para la
prueba, el animal se deposito inicialmente en la parte frontal media de la caja
durante 30 min, como habituacién previa al contexto experimental, para ello se
colocaron los tubos tal como se describi6é anteriormente, pero esta vez todos con

aserrin limpio.

Una vez terminado el periodo de habituacion el animal fue trasladado a su caja
de alojamiento para hacer el cambio de dos de los tubos por los estimulos a
evaluar. Nuevamente se colocé al animal en la caja para evaluarlo durante 10
minutos. Los tres compartimentos que contienen la cama de aserrin fueron
dispuestos al azar para eliminar la influencia de la preferencia posicional en las
diferentes fases del tratamiento. El Unico parametro evaluado en esta prueba fue
el tiempo de olfaccion hacia cada uno de los estimulos. Toda la prueba se

videograbd y almacend para su posterior analisis (ver fig.11).
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Fig. 11 Representacion que muestra una de las configuraciones de organizacion
de los estimulos olfatorios en la prueba de preferencia sexual olfatoria. En la
imagen se observan los tres estimulos olfatorios a los que fue expuesto el sujeto de
prueba: A. aserrin limpio, B. aserrin de machos sexualmente expertos y C. aserrin de
hembras receptivas.

Prueba de habituacion-deshabituacién olfatoria (PHD)
En esta prueba conductual se evalué la capacidad de memoria y discriminacion

olfatoria de cada animal (Fleming, 2014; Nitenson et al., 2015; Perez-Villalba et



al., 2015; Yang & Crawley, 2009). La habituacion (memoria) consiste en la
disminucidén de la respuesta a un estimulo invariable en cada presentacion,
mientras que la deshabituacion (discriminacién) es la capacidad de responder
nuevamente a un estimulo diferente al anterior, es decir, que el animal renueve
su interés por el odorante novedoso (Coronas-Samano et al., 2016; Schmid et
al., 2015). Si se observa una disminucion en la respuesta a un estimulo
especifico tras varias presentaciones, se considera que el animal se habitué vy,
por lo tanto, que el animal reconoce que el odorante ha sido presentado con
anterioridad (Chaudhury et al., 2010b; Rankin et al., 2009; Sinding et al., 2017).
Por otra parte, si al presentarle un estimulo diferente al anterior el animal
aumenta su respuesta (olfateo), es una prueba de que el sujeto se deshabitud vy,
por lo tanto, que es capaz de discriminar entre el odorante presentado la ultima
vez y el siguiente (Nitenson et al., 2015; Guerrero-Gomez, 2018). Para la
realizacion de esta prueba, el animal se habitué por 30 min al contexto
experimental y se mantuvo en ese lugar para el resto de la prueba. Durante la
tarea, el animal fue expuesto a muestras de una sustancia que funcioné como
control (olor neutral), y a dos odorantes diferentes (Devore et al., 2012). Para
evaluar a cada animal, se presentaron dos muestras consecutivas de la
sustancia control (aceite mineral) y tres muestras consecutivas del mismo
odorante, estos a una concentracion de 10% v/v en aceite mineral. Todas las
presentaciones se realizaron en un papel filtro (1cm?) al que se agregd un
volumen de 5 L tanto de la sustancia control como del odorante y se colocaron
en un recipiente metalico (1 cm de diametro) sobre la jaula del ratén. La duracién
de cada presentacion de odorante fue de 2 minutos con un periodo inter-estimulo
(ITI, por sus siglas en inglés) de 1 minuto. El ITl es definido como el tiempo entre
las exposiciones de cada odorante. Este tiempo debe permitir al animal mostrar
las conductas olfatorias especificas para cada estimulo olfatorio sin resultar en
una pérdida general del interés por la tarea. Es importante tener en cuenta que
un ITI muy prolongado puede cambiar el valor de novedad de cada ensayo
(Breton-Provencher et al., 2009), mientras que las ITI muy cortas pueden inducir
a una habituacion a contexto demasiado rapido (Sanderson & Bannerman,
2011).



El orden de los odorantes se contrabalanced. En esta prueba se evalud el
parametro del tiempo de olfaccion del sitio donde se encontraba el odorante.

Toda la prueba se videograbd y almacend para su posterior analisis.

Evaluacion de efectos secundarios generados por el tratamiento
Para determinar si los tratamientos utilizados para generar hiperprolactinemia

alteraron el consumo alimenticio y la ganancia de peso en los ratones, los
animales se pesaron cada tercer dia y se monitore6 su consumo alimenticio
diariamente. La determinacion de la ingesta se realizé pesando el alimento de
los animales diariamente, desde su ingreso hasta el dia de su sacrificio, cuidando
que la cantidad de alimento en su jaula no bajara mas alla de los 40 g, ya que en

promedio un animal consume aproximadamente de 8-10 g por dia.

Evaluacién de la actividad locomotora espontanea
Con el objetivo de descartar efectos motores en los animales generados por el

tratamiento con el farmaco sulpirida se destind un grupo de 24 animales, los
cuales fueron asignados aleatoriamente a dos grupos, vehiculo y sulpirida, cada

grupo con 12 animales.

La actividad locomotora de estos animales se registr6 usando un Digiscan
Animal Activity Monitor (Omnitech Electronics, OH, USA), el cual ha sido descrito
previamente (Sanberg et al., 1985). Brevemente, todos los ratones fueron
previamente aclimatados a las condiciones del cuarto donde realizarian la
conducta durante una hora y media. Posteriormente, cada raton fue colocado
individualmente dentro de una camara de actividad locomotora automatizada
equipada con rayos infrarrojos horizontales y verticales. La actividad locomotora
fue registrada durante un periodo de 4 horas (ciclo invertido de luz). Esta
evaluacioén se ejecutd en los mismos periodos en los cuales fueron realizadas
las pruebas olfatorias. Los datos fueron recolectados cada 15 minutos. No se
proporcioné alimento ni agua durante el periodo de registro. Los parametros
evaluados fueron distancia total (la distancia recorrida por el animal en cm en un
tiempo determinado), actividad horizontal (numero total de interrupciones en el
sensor horizontal en un tiempo determinado), recuento de actividad de episodios
estereotipicos (numero de veces que el sistema registra comportamientos

estereotipados en el animal; se requiere un espacio de un segundo 0 mas para



separar un episodio estereotipado del siguiente) y distancia al margen (distancia

recorrida en el margen de la caja en un tiempo determinado).

Analisis de resultados

Tras realizar la prueba de normalidad de D'Agostino & Pearson se procedio a
realizar las pruebas estadisticas correspondientes de acuerdo con la distribucion
de los datos. En todos los casos un valor de p < 0.05 se consideré como
significativamente diferente. Los datos se encuentran representados como la
media * el error estandar de la media (EEM). El analisis estadistico se realizd

con el programa estadistico GraphPad Prism 8.0. (GraphPad, San Diego, CA).

Los datos respectivos al experimento 1 (ver el apartado de disefio experimental
para mas detalles) son descriptivos, ya que el numero de animales que

conforman cada uno de los grupos evaluados es menor o igual a 3.

Para la prueba de habituacion-deshabituacion en el experimento 2, se opt6 por
tomar tres indicadores: tiempo de investigacion, indice de habituacion e indice
de discriminacion. El tiempo de investigacion, se calculé promediando las tres
primeras presentaciones de cada olor presentado en la prueba. El indice de
habituacién se calculé promediando las ultimas presentaciones de cada olor y el
indice de discriminacién, se calculé promediando las diferencias de la primera
presentacion del olor con la ultima presentaciéon del olor anterior a él (Hutch et
al., 2015; Le Pichon, 2008). Todos aquellos animales que no habituaron o no
discriminaron a uno de los dos olores presentados, o bien, no olfatearon ninguno

de los estimulos, se descartaron del analisis.

Resultados

Experimento 1

Evaluacion de la capacidad olfatoria en un modelo de hiperprolactinemia
inducida farmacol6gicamente con sulpirida o por lainyeccion sistémica de
la hormona PRL

Con el objetivo de conocer los efectos de un periodo de hiperprolactinemia sobre
la capacidad olfatoria en ratones macho CD1, se evaluaron los siguientes
grupos: vehiculo (sol. salina 0.9%), sulpirida (50 mg/kg) y PRL (5 mg/kg). Lo
anterior con la finalidad de evidenciar la existencia de efectos diferenciales del

farmaco y la hormona, administrados de manera crénica, sobre la conducta



olfatoria no relacionada a estimulos fisiolégicamente relevantes. Antes de iniciar
los respectivos tratamientos se realizé la bateria de pruebas conductuales

descrita en la seccion de metodologia en todos los animales (ver fig.10).

Prueba de alimento escondido

En la prueba de PAE, una prueba t no pareada mostré que todos los animales
son capaces de identificar tanto de manera visible (8.1 £ 1.9 s) como no visible
(escondido) (115 + 25 s) el alimento (t (8.094)=4.3, p = 0.0003, n = 9) (ver fig.12).
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Fig. 12 Respuesta conductual en la prueba de alimento escondido previo al
tratamiento. Se muestra en el eje de las x las condiciones bajo las cuales se le presento
el estimulo olfatorio (galleta triki trakes®) a cada uno de los animales, visible (caja rosa)
y no visible (caja naranja). En el eje y se grafica la latencia dada en segundos para
descubrir el alimento. Se observa que de manera visible los animales identifican mas
rapido el alimento. Los datos se representan como cajas de Tukey. Los asteriscos
denotan una diferencia de p = 0.0005, n = 9.

Prueba de preferencia sexual olfatoria

Para la prueba de POT, se realiz6 una ANOVA de una via vy, tras realizar una
prueba post-hoc para multiples comparaciones de Tukey, se observd que los
animales son capaces de identificar la cama de aserrin de un macho
sexualmente experto versus aserrin limpio (42 + 86 s vs. 48 £ 095 s, p =
0.0134), de una hembra receptiva versus aserrin limpio (112 £ 12svs. 4.8 £ 0.95
s, p < 0.0001) y macho sexualmente experto versus hembra receptiva (42 £ 8.6
s vs. 112+ 12 s, p <0.0001) (F(2.24y= 42, p < 0.0001, n = 9) (ver fig.13).
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Fig. 13 Preferencia sexual olfatoria previo al tratamiento. Se muestra en el eje X
cada uno de los estimulos olfatorios que le fueron presentados simultdneamente a cada
uno de los ratones, limpio (caja gris), macho (caja azul) y hembra (caja rosa palido). En
el eje de las y se gréfica el tiempo que pasan olfateando los diferentes estimulos, se
observa que los animales son capaces de diferenciar la cama de aserrin sucio, ya sea
de hembra o de macho, del aserrin limpio. Ademas, se observa que los animales
olfatean mas el aserrin de hembra que el aserrin de macho. Los datos se representan
como cajas de Tukey. Los asteriscos denotan una diferencia de *, p<0.05, ***, p<0.0005,
n=09.

Prueba de habituacién-deshabituacion olfatoria

De igual manera, para la prueba de PHD, tras realizar la prueba de Kruskal-
Wallis y una prueba post-hoc de Dunns para parejas de columnas seleccionadas
se encontraron diferencias significativas, evidenciando que los animales son
capaces de habituar (Aceite Mineral vs. Aceite Mineral 2 (0.74 £ 0.61 s vs. 0.46
+0.39s,z=042, p>0.9999); Canela 1 vs. Canela 2 (1.9 £0.34 svs. 0.11 %
0.074 s,z=3.2, p <0.0092); Canela1vs. Canela3 (1.9+£0.34svs.0.0+0.0s
z=4.0, p<0.0005); Limén 1 vs. Limén 2 (1.6 £ 0.30svs.0.0+0.0s,z=3.8,p =
0.0010); Limén 1 vs. Limon 3 (1.6 £ 0.30 s vs. 0.057 + 0.057 s,z =34, p =
0.0043)) y discriminar entre los olores (Aceite Mineral 2 vs. Canela 1 (0.46 +
0.39svs. 1.9+ 0.34s,z=2.9, p=0.0249); Canela 3 vs. Limén 1 (0.0 £ 0.0 s vs.
1.6 + 0.30 s z = 3.8, p = 0.0010)) empleados en la prueba de habituacion-

deshabituacion (H(7) = 35.83, p < 0.0001, n = 7) (ver fig.14).



Prueba de Habituacion-Deshabituacion

-
s 3 I . 44

@ 2.5 —{— 4

z T I
‘0 2.0- -

8 ns l T

< 45 T

= -

O

w 1.01

o |

O 054

z 1

E iy = > T I -

AM AM2 C1 C2 C3 L L2 L3
olores

Fig. 14 Pruebas de habituacion- deshabituacion olfatorias previas al tratamiento.
Se muestra en el gje x el numero de repeticiones y tipo de estimulos a los que fueron
expuestos los animales. El olor que funcioné como olor control, AM, representa aceite
mineral, C, canela y L, limon. En el eje y se muestra el tiempo que los animales
permanecen olfateando cada uno de los estimulos. Se observa que los animales son
capaces de habituar y discriminar a olores. Los datos son representados como la media
+ EEM, ns denota no significativo, el numeral denota diferencia significativa, n =7, # p
< 0.05; ## p < 0.005; ### p < 0.0005.

Una vez evaluada la conducta olfatoria para todos los animales previo al
tratamiento, y haber transcurrido una semana sin pruebas, se iniciaron los
tratamientos respectivos. Una vez concluidas 5 inyecciones, en el sexto dia, se
comenzo a realizar nuevamente la bateria de pruebas conductuales siguiendo el
mismo orden, las cuales corresponderian al periodo de evaluacién durante el
tratamiento. Al concluir el numero total de inyecciones (14 inyecciones), y una
semana después de haber finalizado los tratamientos, se volvidé a aplicar la
bateria de pruebas olfatorias correspondiente al periodo de evaluacion final

(nuevamente ver fig. 10).

Deteccion olfatoria con la prueba de alimento escondido en los distintos
periodos de evaluacibn de los tratamientos para generar
hiperprolactinemia

Dado que el desempeio conductual de los animales fue el esperado se prosiguid

por dividirlos aleatoriamente en grupos, conformandose un grupo vehiculo, que



en lo sucesivo funcionara como grupo control, un grupo para ser tratado con la

PRL y otro para ser tratado con el farmaco sulpirida.

Los animales detectaron una pieza de galleta de manera visible en los distintos

periodos de evaluacion en la prueba de alimento escondido (ver tabla 1).

VISUAL

Periodo de Vehiculo PRL Sulpirida
evaluacion
n | Media(s) | EEM | n | Media(s) | EEM | n | Media(s) | EEM
Antes 6.55 3.47 6.68 3.15 1473 | 2.45
Durante | 3 2.86 044 | 3 6.31 054 | 2 3.97 0.41
Final 3.12 0.75 13.21 8.20 3.11 1.42

Tabla 1.Latencia para descubrir el alimento de manera visible. En la fila superior se
especifica la fase de la prueba que se evalué. Se indica también el periodo de evaluacion
en el cual se realizé la prueba y los respectivos grupos Vehiculo, PRL y Sulpirida. Las
medias indican el tiempo en segundos que le tomd a cada animal descubrir el alimento.

En la siguiente fase de la prueba, cuando el alimento se encuentra escondido, y
el animal depende unicamente de su funcion olfatoria para detectarlo, se observa
una disminucidn en la latencia para encontrarlo, siendo esto observable en los
tres grupos y manteniéndose aun tiempo después de haber finalizado los

tratamientos (ver tabla 2).

ESCONDIDO

perlodo o¢ Vehiculo PRL Sulpirida

n | Media(s) | EEM | n | Media(s) | EEM | n | Media(s) | EEM
Antes 145.48 | 20.32 98.35 | 47.32 125.91 | 80.19
Durante | 3| 5294 |34.28|3| 3506 |19.98 2| 100.87 | 52.76
Final 68.14 | 22.77 58.12 | 28.28 28.22 | 3.66

Tabla 2. Latencia para descubrir el alimento cuando este se encuentra oculto. En
la fila superior se especifica la fase de la prueba que se evalud. Se indica también el
periodo de evaluacién en el cual se realizé la prueba y los respectivos tratamientos
Vehiculo, PRL y Sulpirida. Las medias indican el tiempo en segundos que le tomé a
cada animal descubrir el alimento.

Preferencia sexual olfatoria en los distintos periodos de evaluacion de los
tratamientos para generar hiperprolactinemia

En todos los grupos experimentales se observa claramente que los animales son

capaces de identificar las camas de aserrin de hembras receptivas y machos



sexualmente expertos de una cama de aserrin limpio. Esto se mantiene en los
siguientes periodos de evaluacion en todos los grupos, sin embargo, el tiempo
de olfaccién para todos los estimulos se ve modificado en los posteriores
ensayos de la prueba excepto para la cama de aserrin limpio que se mantiene
con tiempos de olfaccién bajos. A diferencia de los grupos PRL y vehiculo, solo
el grupo sulpirida mantiene una clara preferencia por el aserrin de hembra, el
resto muestra un interés similar al aserrin de una hembra receptiva que, al
aserrin de macho sexualmente experto dado por el tiempo de olfaccion, el cual

se ve disminuido tras haber iniciado el tratamiento (ver tabla 3).



Preferencia Olfatoria

Grupo E\?glzggigﬁ Limpio Macho Hembra
n | Media(s) | EEM | Media(s) | EEM | Media(s) | EEM
Antes 5.87 1.48 41.83 17.82 91.40 12.93
Vehiculo Durante 3| 1383 | 585 | 2947 5.51 35.33 6.81
Final 16.00 1.97 | 37.07 |12.88 | 50.53 | 16.59
Antes 2.27 0.58 20.27 0.48 97.67 18.16
PRL Durante 3 4.81 0.79 | 63.73 8.90 72.39 6.40
Final 1.33 0.96 9.53 3.53 15.73 7.16
Antes 4.80 2.40 68.95 16.65 | 156.22 | 19.37
Sulpirida Durante 2| 1260 1.00 | 27.20 9.60 | 123.57 |65.35
Final 1480 | 4.80 | 38.00 6.80 | 111.60 | 56.40

Tabla 3. Preferencia sexual olfatoria en los distintos tratamientos para inducir
hiperprolactinemia. En la tabla, de izquierda a derecha en la primera columna se indica
cada uno de los grupos evaluados, los periodos de evaluacion, el numero total de
animales evaluados y cada uno de los estimulos olfatorios a los cuales fueron expuestos
los animales. La tabla presenta el tiempo de olfacciéon en segundos a cada uno de los
estimulos.

Habituacién y discriminacion olfatoria evaluada mediante la prueba de
habituacion-deshabituacion olfatoria en los distintos periodos de
evaluacién del tratamiento para generar hiperprolactinemia

Antes de comenzar el tratamiento todos los grupos muestran claramente su
capacidad para habituar y discriminar a olores (como se muestra en la fig. 14).
Cuando se realiza nuevamente la prueba en el periodo de evaluacion durante el
tratamiento podemos observar, que unicamente el grupo de machos que recibio
el tratamiento de sulpirida mostré una alteracion en la capacidad para habituar y
discriminar olores, sin embargo, esto no ocurre con los machos tratados con

PRL. En la valoracion final que se realiza tras una semana de haber finalizado el



tratamiento, tanto los machos tratados con sulpirida como los tratados con PRL

pierden su capacidad para habituar y discriminar a olores (ver tabla 6).

Prueba de Habituacién-Deshabituaciéon

Periodo de
Evaluacion
Grupo Vehiculo PRL Sulpirida
Olores Media(s) | EEM | Media(s)| EEM | Media(s) | EEM
MiAnCeeri;f . 1.47 1.47 0.20 0.20 0.20 0.20
M’i*nceeri;f ) 0.93 093 | 020 | 0.20 0.00 0.00
Canela 1 2.13 0.74 | 180 | 0.60 1.80 0.60
Canela 2 0.27 0.13 | 0.00 0.00 0.00 0.00
Canela 3 0.000 | 0.000 | 0.00 0.00 0.00 0.00
Limén 1 1.61 0.64 = 200 | 0.40 1.20 0.40
Limén 2 0.00 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00
Limén 3 0.00 0.00 | 0.20 0.20 0.00 0.00
Periodo de
Evaluacion Durante
Grupo Vehiculo PRL Sulpirida
Olores Media(s) | EEM | Media(s)| EEM | Media(s) | EEM
MiAnC:ri;f . 227 | 154 093 | 035 060 | 0.20
MiAnC:ri;‘f ) 0.93 093 | 0.00 | 0.00 0.00 0.00
Canela 1 1.47 1.07 | 0.93 0.74 0.20 0.20
Canela 2 0.00 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00
Canela 3 0.00 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00
Limén 1 1.20 0.61 | 0.67 0.48 0.00 0.00
Limén 2 0.00 0.00 | 0.00 0.00 0.20 0.20
Limén 3 0.00 0.00 | 0.00 0.00 0.00 0.00

Tabla 4. Prueba de habituacion deshabituacion olfatoria en los distintos
tratamientos para generar hiperprolactinemia. Se indican el olor, el periodo de
evaluacion y cada uno de los tratamientos. El numero en cada olor indica el numero de
presentaciones que se realizaron del olor en particular. Los datos reflejan el tiempo de
olfaccion en segundos a los olores en la prueba. Se resaltan en negritas los tiempos de
olfaccion para las primeras presentaciones de cada olor.



Periodo de Final

Evaluacion
Grupo Vehiculo PRL Sulpirida
Olores Media(s) | EEM | Media(s) | EEM | Media(s)| EEM
Aceite 3.30 1.29 0.93 0.353 0.80 0.00
Mineral 1
Aceite 0.53 0.53 0.00 0.000 0.20 0.20
Mineral 2
Canela 1 1.87 0.87 0.27 0.267 0.20 0.20
Canela 2 0.00 0.00 0.00 0.000 0.20 0.20
Canela 3 0.00 0.00 0.00 0.000 0.00 0.00
Limoén 1 0.80 0.40 0.00 0.000 0.60 0.60
Limoén 2 0.13 0.13 0.00 0.000 0.00 0.00
Limon 3 0.00 0.00 0.00 0.000 0.00 0.00

Tabla 4 (continuacion). Prueba de habituacion deshabituacion olfatoria en los
distintos tratamientos para generar hiperprolactinemia. Se indican el olor, el periodo
de evaluacion y cada uno de los tratamientos. EI numero en cada olor indica el numero
de presentaciones que se realizaron del olor en particular. Los datos reflejan el tiempo
de olfaccion a los olores en la prueba. Se resaltan en negritas los tiempos de olfaccién
para las primeras presentaciones de cada olor. La n=3 para los grupos vehiculo y PRL
excepto para el grupo sulpirida la cual es n=2.

Evaluacion de efectos secundarios generados por el tratamiento

Animales hiperprolactinémicos no presentan cambios en su peso

Con la finalidad de conocer si la hiperprolactinemia generada por ambos
tratamientos (PRL y sulpirida) altera el peso corporal y el consumo alimenticio
(Auriemma et al., 2018; Garcia-Tornadu et al., 2013; Lopez-Vicchi et al., 2020;
Luque et al., 2016; Macotela et al., 2020), se monitored su peso antes de iniciar
el tratamiento, durante el tratamiento (para valorar un posible efecto a corto
plazo), y tras haber finalizado los respectivos tratamientos (para valorar un
posible efecto a largo plazo). Se aplicé un analisis de efectos mixtos, asumiendo
que los datos no tienen esfericidad, con una correccion de Geisser-Greenhouse.

Se tomaron como factores fijos: dia de pesaje y grupo.



En los periodos de evaluacion, antes y durante, el principal efecto es debido al
dia de pesaje (antes (F 3.0, 15)= 23, p < 0.0001), durante (F (24,12 = 12, p =
0.0008)) y en el periodo de evaluacion final este factor no tuvo efecto (F (1.4,7.0)=
3.5, p = 0.9991). En ninguno de los periodos de evaluacién el factor grupo tuvo
efecto (antes (F 2,5 = 3.2, p = 0.1299), durante (F 2,5 = 1.5, p = 0.3162), final
(F2.5=1.9, p =0.2449). Todos los grupos mostraron interaccion significativa de
factores (antes (F (16, 40)= 5.9, p < 0.0001), durante (F (16, 40)= 11, p < 0.0001),
final (F (16, 400 = 2.0, p < 0.0001). Visualmente se observa un consistente
decaimiento en el peso del grupo PRL tras la quinta medicion durante el periodo

de inyecciones, no siendo asi con el resto de los grupos (ver fig.15).
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Fig. 15 Peso de animales tratados por 14 dias ya sea con PRL o sulpirida para
generar hiperprolactinemia. Cada una de las curvas en las diferentes graficas indica
un grupo, en azul claro esta representado el grupo vehiculo, en morado el grupo PRL y
en naranja el grupo sulpirida. En el eje x se indican el numero de mediciones que se
realizaron y en el eje y, el peso en gramos (g) de cada grupo. En la parte superior de
cada grafica se indica cada uno de los periodos en los cuales se realizaron las
mediciones. Solo en el periodo de evaluacion, durante, se observan cambios, siendo
significativo en la medicién ocho para el grupo PRL versus el vehiculo. La n=3 para los
grupos vehiculo y PRL excepto para el grupo sulpirida la cual es n=2. El asterisco indica
diferencia significativa para una p < 0.05. Los datos estan representados como la media
+ EEM (error estandar de la media).



Una hiperprolactinemia generada farmacoldégicamente modifica el
consumo alimenticio de los animales

Para conocer el efecto de una hiperprolactinemia sobre el consumo de alimento
de los animales bajo los distintos tratamientos, adicional al monitoreo anterior,
se siguié su consumo alimenticio diariamente por grupo (n = 4) registrandose el
consumo promedio. Se grafico el consumo de 21 dias previo al inicio de las
inyecciones, el de 16 dias de tratamiento, tomando un dia previo y después de
haber finalizado las inyecciones, y finalmente, el correspondiente a 22 dias
después de haber finalizado las inyecciones. Al realizar una prueba Kruskal-
Wallis, esta mostro diferencias significativas antes de iniciar los tratamientos (H
(2) = 9.4, p = 0.0093). Luego de aplicar una prueba post-hoc de Dunns, esta
arrojo una diferencia significativa entre los grupos PRL y sulpirida (vehiculo (31
+ 3.6 g), PRL (34 £ 3.8 g), sulpirida (22 + 3.0 g), z= 2.9, p = 0.0121). Durante, la
prueba Kruskal-Wallis arrojé diferencias significativas (H (2) = 19, p < 0.0001) y
una prueba post-hoc de Dunns, evidencio la diferencia entre el grupo vehiculo
vs. sulpirida (28 +4.1gvs. 14 +0.77 g,z= 3.6, p=0.0010) y PRL vs. sulpirida
(24 £2.3gvs. 14 £0.77 g, z= 3.9, p = 0.0003). Este efecto se mantiene en el
periodo de evaluacion final (H (2) = 18, p = 0.0002), siendo el grupo sulpirida el
que presenta la disminucién de consumo de alimento respecto al resto de los
grupos (vehiculo vs. sulpirida (39 +3.9gvs.21+1.5¢g),z=3.7, p =0.0006; PRL
vs. sulpirida (39 £4.3gvs. 21 +1.5,z=3.5, p=0.0013). Solo el grupo sulpirida
presenta cambios en su consumo en los distintos periodos de evaluacién (ver
fig.16).
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Fig. 16 Consumo de alimento de animales tratados con PRL y sulpirida durante
14 dias para generar hiperprolactinemia. En el gje x, se indica cada uno de los grupos
comparados: vehiculo, PRL y sulpirida. En el eje y, se indica el consumo aproximado de
alimento en gramos para un grupo de 4 animales. Los titulos en la parte superior de
cada grafica indican los periodos de evaluacion en los cuales se realizaron los pesajes.
Las barras con asteriscos indican las comparaciones que mostraron diferencias para
una p <0.05* p <0.005 * y p < 0.0005 ***. Los datos son representados como cajas
de Tukey. Lan=21,n=16 y n = 22 corresponde para los periodos de evaluacion antes,
durante y final, respectivamente.

Dado que no se observaron de manera cualitativa cambios en el despliegue
conductual de los diferentes tratamientos para generar hiperprolactinemia, se

continuaron los experimentos haciendo uso del farmaco sulpirida.

Experimento 2

La deteccion olfatoria en ratones macho se mantiene en un estado de
hiperprolactinemia

Para conocer si un estado de hiperprolactinemia modifica la deteccién olfatoria
de ratones macho adultos, se realizd la prueba conductual de alimento
escondido.

Antes de aplicar una prueba estadistica, se realiz6 la deteccion de valores
atipicos por el método ROUT. Para la fase visual de esta prueba se detectaron
nueve valores atipicos en los diferentes periodos de evaluacién de los

tratamientos. Se aplicé un analisis de efectos mixtos, asumiendo que los datos



no tienen esfericidad, con una correccion de Geisser-Greenhouse. Se tomaron

como efectos fijos el periodo de evaluacion y el grupo experimental.

Tanto para la fase visible como la fase donde el alimento esta escondido, el
principal efecto en la disminucion en la latencia para descubrir el alimento, fue
debido al periodo de evaluacion (visual, (F (1.9, 153) = 3.4, p = 0.0369), escondido
(F (1.7,90) = 20, p <0.0001)), no hubo efecto debido al grupo (visual (F (2, 159) = 1.6,
p = 0.2142), escondido (F (2 s6) = 0.8, p= 0.4564). Solo en la fase visual se
presento interaccion entre los factores (visual (F @4, 159) = 3, p = 0.0218), escondido
(F 4,108)= 0.54, p = 0.7063) (ver fig. 17).
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Fig. 17 Deteccion olfatoria en animales tratados con sulpirida. Se indica en la parte
superior de cada grafica la fase de la prueba de alimento escondido: visible y escondido.
En el eje x, se indican cada uno de los periodos de evaluacion en las cuales se observo
el desempeno de los animales en la prueba. En el eje y, se indica la latencia (tiempo
para descubrir el alimento) en segundos. Cada punto en las gréaficas representa un
animal. Los circulos, verde azulado, representan al grupo intacto, los cuadros azul claro,
representan el grupo vehiculo y los triangulos naranjas, representan al grupo sulpirida.
El numeral (#) indica diferencia significativa para el grupo intacto (n = 14), el ampersand
(&) para el grupo vehiculo (n = 22) y el asterisco (*) para el grupo sulpirida (n = 23) en
ambas graficas. Todas las diferencias que se indican en cada grafica son respecto al
periodo de evaluacion antes con el resto de los periodos de evaluacidén en cada grupo.
Los datos son representados como la media £ EEM. Los simbolos *, #, & son cuando p
< 0.05y ## indica una p < 0.005.

Los animales evaluados solo muestran una disminucidn en su latencia para
descubrir el alimento en ambas fases debida al periodo de evaluacion, lo cual
sugiere una mejora debida al numero de ensayos, esto pudiera deberse al
reforzamiento positivo del estimulo olfatorio (galleta) sobre la conducta de los

animales. La sulpirida no afecta la deteccion olfatoria de los animales.



Animales tratados con sulpirida no muestran preferencia al olor de una
hembra receptiva tras una semana de haber finalizado el tratamiento

La evaluacion de la preferencia sexual olfatoria que se realizd en los ratones
antes de comenzar el tratamiento y realizar una ANOVA de dos vias, mostré que
todos los grupos presentan una clara preferencia al estimulo de hembra
receptiva (estimulo F (2,144)= 108, p < 0.0001, hembra (intacto [88.07 + 8.84 s],
vehiculo [79.81 + 8.289 s], sulpirida [93.05 + 8.97 s]), grupo F (2,144)= 0.66, p =
0.5183, interaccion F 4,144y = 0.57, p= 0.6848).

Una vez iniciadas las inyecciones, solo el grupo vehiculo pierde la preferencia
sexual olfatoria mostrada previo al tratamiento, lo cual puede deberse al numero
de inyecciones realizadas hasta ese momento, ya que el grupo intacto y el grupo
sulpirida mantienen la conducta de preferencia sexual olfatoria (estimulo F (2,13s)
= 38, p < 0.0001, (limpio (intacto [12.78 + 1.58 s], vehiculo [11.07 + 1.24 s],
sulpirida [12.22 + 1.22 s]); macho (intacto [27.80 + 5.06 s], vehiculo [17.70 + 2.34
s], sulpirida [20.50 £ 2.77 s]); hembra (intacto [55.04 + 9.60 s], vehiculo [28.30
4.14 s], sulpirida [33.91 £ 4.39 s]), grupo F (2,138)= 7.4, p = 0.0009, interaccion F
4,138)= 2.5, p = 0.0431).

Una vez finalizado el tratamiento se observd que el grupo sulpirida no mostro
una clara preferencia olfatoria hacia el olor de hembra receptiva comparado con
el grupo intacto y el grupo vehiculo (estimulo F 2,138y = 36, p < 0.0001, (limpio
(intacto [9.20 = 0.97 s], vehiculo [9.31 + 1.02 s], sulpirida [9.45 + 0.91 s]); macho
(intacto [25.11 = 3.70 s], vehiculo [19.22 £ 2.50 s], sulpirida [19.92 + 2.82 s]);
hembra (intacto [53.47 + 11.35 s], vehiculo [41.30 + 7.11 s], sulpirida [27.74
4.31 s])), grupo F 2,138)= 3.5, p = 0.0322, interaccidon F 4,138y = 2.3, p = 0.0600)
(ver fig. 18).
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Fig. 18 Preferencia sexual olfatoria en animales tratados con sulpirida. En el titulo
de cada gréfica se indica el periodo de evaluacion al cual corresponde la prueba. En el
eje x, se sefalan los estimulos a los que fueron expuestos los animales
simultaneamente. El eje y, indica el tiempo de olfaccion en segundos a cada uno de los
estimulos olfatorios. En la parte inferior de las gréaficas se indica el color y la figura
geométrica que representa a cada grupo: circulo - verde azulado, grupo intacto,
cuadrado-azul claro, grupo vehiculo, triangulo-naranja, grupo sulpirida. Cada figura
geométrica en las graficas representa un animal evaluado. Los asteriscos indican
diferencia significativa en el tiempo de olfaccion para el estimulo hembra receptiva entre
grupos. Los datos son representados como la media £ EEM. El numero de animales es
de 11, para el grupo intacto, 18 para el grupo vehiculo y 20 para el sulpirida. El simbolo
*** indica una p < 0.0005, **** indica una p < 0.00005.

Tras el segundo ensayo se observa una disminucion general de los tiempos de

olfaccién siendo significativa en el estimulo de hembra receptiva, lo cual influye



en la preferencia sexual olfatoria de los ratones macho viéndose modificada tras
iniciar el tratamiento con sulpirida y pérdida tras una semana de haber finalizado
en el grupo sulpirida.

El patron de habituacion-deshabituaciéon olfatoria se modifica

independientemente del tratamiento mostrando una consistente
disminucion en el tiempo de olfaccion

Antes de comenzar el periodo de inyecciones los animales muestran un claro
patrén de habituacion-deshabituacion (ver fig. 19), sin embargo, su desempefio
en la prueba se ve mermado en los siguientes ensayos.

Al evaluar a los ratones, tomando en cuenta el tiempo de investigacion, el indice
de habituacion y el indice de discriminacion antes del tratamiento, y tras aplicar
una ANOVA de una via no se observaron diferencias entre los grupos para el
tiempo de investigacion (F 2,43)= 1.4, p = 0.2691), lo mismo ocurri6 para el indice
de habituaciéon (H (2) = 0.29, p =n0.8664) y para el indice de discriminacién (H
(2) =2.4, p=0.3033).
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Fig. 19 Patron de conducta en la prueba habituacién-deshabituacion en ratones
macho tratados con sulpirida. Se presentan los patrones de conducta observados en
los distintos periodos de evaluacion, indicados en la parte superior de cada grafica. En
el periodo de evaluacién, antes, se muestra el patréon conductual esperado en la prueba
en el que se observa mayor tiempo de olfaccion en las primeras presentaciones de cada
olor y una disminucion progresiva en el tiempo de olfaccion en las siguientes
presentaciones del mismo olor. En el eje x, se sefialan con letras los olores a los que
fueron expuestos los animales evaluados: AM, aceite mineral, C, canela y L, limoén. Los
nuameros indican el numero de repeticiones del olor que se realizaron. El eje y, indica el
tiempo de olfaccién en segundos para cada olor. Las leyendas de la parte inferior de la
grafica indican el color de la curva para cada grupo: verde azulado para el grupo intacto,
azul claro para el grupo vehiculo y naranja para el grupo sulpirida. Todos los datos son
representados como la media + EEM. Para el grupo intacto la n = 13, para el grupo
vehiculo n = 16, para el grupo sulpirida n = 15.

En el periodo de evaluacion que se realizé durante el tratamiento, y tras aplicar



una prueba Kruskal-Wallis, los grupos no mostraron diferencias significativas
para ninguno de los indicadores (tiempo de investigacion (H (2) = 3.4, p =
0.1848), indice de habituacién (H (2) = 3.5, p = 0.1711), indice de discriminacién
(H (2) = 0.81, p = 0.6686). Sin embargo, en la fig. 21A y en la fig. 21B, en las
graficas que corresponden a este periodo de evaluacion (durante), se observa

que el grupo sulpirida destaca respecto al resto de los grupos.

Nuevamente, no se observan diferencias en ninguno de los grupos en el periodo
de evaluacion final, después de una semana de haber finalizado el tratamiento,
y aplicar una prueba de Kruskal-Wallis (tiempo de investigacion (H (2) = 3.8, p =
0.1529), indice de habituacion (H (2) = 0.57, p = 0.7538), indice de discriminacién
(H(2)=2.7, p =0.2593). Destacan en las graficas correspondientes a este ultimo
periodo de evaluacion una disminucion consistente en el tiempo de investigacion,
reflejdandose en su patron de conducta (ver fig. 19) y sus respectivos indices (ver
fig. 20).
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Fig. 20 Prueba de habituacion-deshabituacién en ratones macho tratados con
sulpirida. A la izquierda de cada set de graficas se indica el periodo de evaluacion al
que corresponden. Las primeras tres graficas, tiempo de investigacion, indice de
habituacion e indice de discriminacion corresponden al periodo de evaluacién, antes,
las siguientes tres al periodo de evaluacion, durante, y las ultimas tres al periodo de
evaluacion final. De izquierda a derecha se presentan las graficas que se refieren al
tiempo de investigacion, indice de habituacion e indice de discriminacion. En el eje y de
las graficas que corresponden al tiempo de investigacion se indica el tiempo en
segundos. Solo en las graficas inferiores se indican los grupos a los que corresponden
cada una de las barras. Todos los datos son representados como la media + EEM. Para
el grupo intacto la n = 13, para el grupo vehiculo n = 16, para el grupo sulpirida n = 15.



Dado a que se observa una clara disminucién en el tiempo de olfaccion en los
periodos de evaluacion siguientes (durante y final), se pensoé que podria deberse
al numero de ensayos. Por lo cual, para descartar que esta disminucion fuera
debido a la pérdida de novedad del estimulo, en los ultimos lotes de animales a
tratar, se cambio la pareja de olores usados en la prueba de habituacion-
deshabituacion, empleando en el periodo de evaluacion durante los olores
vainilla/vinagre y manteniendo la combinacion inicial (canela-limén) en los
periodos de evaluacién restantes. Sin embargo, a pesar de haber realizado esta
alternancia de olores no se observan diferencias en el patrén de conducta de los

animales (ver fig. 21).
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Fig. 21 Patréon conductual en animales tratados con sulpirida no esta influenciado
por el nimero de exposiciones al mismo odorante. A. Se presentan los patrones de
conducta observados en los distintos periodos de evaluacion, indicados en la parte
superior de cada grafica. El patréon conductual que presentaron los animales fue similar
en ambos grupos durante periodos de evaluacion. En el eje x, se sefialan con letras los
olores a los que fueron expuestos los animales evaluados: AM, aceite mineral, C,
canela, L, limén, V, vainilla, Vi, Vinagre. Los numeros indican el numero de repeticiones
del olor que se realizaron. El eje y, indica el tiempo de olfacciéon en segundos para cada
olor. Las leyendas en la parte inferior de las graficas indican el color de la curva para
cada grupo: azul claro para el grupo vehiculo y naranja para el grupo sulpirida. Los datos
son representados como la media £ EEM. Para el grupo vehiculo n = 4, para el grupo
sulpirida n = 6.



Al realizar una prueba U de Mann-Whitney, para los indicadores en el periodo de
evaluaciéon antes, no arrojé diferencias (tiempo de investigacion, U = 7, p =
0.3524; indice de habituacion, U = 6, p = 0.2381; indice de discriminacion, U

10, p = 0.7476) de igual manera ocurri¢ para el periodo de evaluacion durante
(tiempo de investigacion, U = 11, p = 0.8571; indice de habituacion, U = 6.5, p =
0.2810; indice de discriminacién, U = 10, p = 0.7238) vy final (tiempo de
investigacion, U=7.5, p = 0.3857; indice de habituacion, U =9, p = 0.4000; indice
de discriminacién, U = 8, p = 0.4476). Lo cual indica que el efecto visto
anteriormente no esta relacionado con el numero de veces que se le presente la

misma combinacion de odorantes (ver fig. 22).
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Fig. 22 El desempefio olfatorio en animales tratados con sulpirida no esta
influenciado por el nUmero de exposiciones al mismo olor. A la izquierda de cada
set de graficas se indica el periodo de evaluacién al que corresponden. Las primeras
tres graficas, tiempo de investigacion, indice de habituacion e indice de discriminacién
corresponden al periodo de evaluacion, antes, las siguientes tres al periodo de
evaluacion, durante, y las ultimas tres al periodo de evaluacién final. De izquierda a
derecha se presentan las graficas que se refieren al tiempo de investigacion, indice de
habituacion e indice de discriminacién. El eje y de las graficas que corresponden al
tiempo de investigacion se indica el tiempo en segundos. Solo en las graficas inferiores
se indican los grupos a los que corresponden cada una de las barras. Los datos son
representados como la media + EEM. Para el grupo vehiculo n = 4, para el grupo
sulpirida n = 6.



Dado que las pruebas estadisticas no mostraron diferencias significativas en
ninguno de los indices evaluados y en el ultimo grupo el patréon de conducta
olfatoria se mantiene independientemente de los estimulos empleados sugiere
que las regiones centrales de procesamiento olfatorio no se ven afectadas por la

hiperprolactinemia.

La capacidad motora de ratones tratados con sulpirida por 14 dias no se ve
afectada

Debido a que se empled sulpirida, un antagonista dopaminérgico para los
receptores D2 y dado que estos receptores estan involucrados en el control
motor (Zhang et al., 2019), se realiz6 una prueba de campo abierto para
descartar efectos en la capacidad motora espontanea que pudieran afectar a su
vez el desempefo de los animales en las pruebas olfatorias (p. e. alimento
escondido). Se comparo la distancia total recorrida por los grupos en los distintos
periodos de evaluacidon. Antes del tratamiento, tras realizar una ANOVA de dos
vias, no se muestra diferencias significativas en la distancia total recorrida
(numero de muestreos (F (11, 242) = 15, p = 0.0001), grupo (F (1,22 = 0.11, p =
0.7462), interaccion (F (11, 242) = 1.3, p = 0.2445). De igual forma, para el periodo
evaluacion realizado durante el tratamiento no se observaron diferencias
significativas en la distancia total que recorrieron los ratones (numero de
muestreos (F (11, 242) = 3.7, p < 0.0001), grupo (F (1, 22) = 0.58, p < 0.4538),
interaccion ( F (11, 242) = 0.48, p = 0.9170) y final (numero de nuestros (F (11, 242) =
0.97, p =0.4790), grupo (F (1,22) = 2.1, p = 0.1590), interaccién (F (11,242) = 3.8, p
< 0.0001)) (ver fig. 23).
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Fig. 23 Distancia total recorrida en animales tratados con sulpirida por 14 dias.
En la parte superior de cada grafica se indica el periodo de evaluacion al cual
corresponde cada ensayo. En el eje x, se indican el numero de muestreos que se
realizaron en el dia del ensayo, los muestreos se realizaron cada 15 minutos durante 4
horas. En el eje y, se indica la distancia total recorrida en centimetros (cm) en cada uno
de los periodos. En la parte inferior de las graficas se indica el color al cual corresponde
cada grupo: azul claro para el grupo vehiculo y naranja para el grupo sulpirida. Los datos
son representados como la media £+ EEM. Tanto para el grupo vehiculo como para el
grupo sulpirida n = 12.



Adicional al parametro anterior (distancia total), se tomaron en cuenta otros
parametros como distancia total al margen, actividad horizontal y episodios de
actividad estereotipica (datos no incluidos) y dado que de igual forma no se
observaron diferencias significativas se descartd por completo cualquier otra
alteracion asociada con la funcién motora de los animales. Por lo cual se puede
concluir que el tratamiento con sulpirida no altera la funcion motora de los

animales.

Animales tratados con sulpirida presentan variaciones de peso y consumo
de alimento tras haber finalizado los tratamientos

Tras haber realizado un andlisis de efectos mixtos con una correccion de
Geisser-Greenhouse’s, asumiendo que los datos no tienen esfericidad y
tomando como efectos fijos, el dia de pesaje y el grupo, este no arrojo diferencias
entre los grupos antes de iniciar el tratamiento (dia de pesaje (F (5.1,2095= 4.7, p
= 0.0004), grupo (F 259)= 0.53, p = 0.5936), interaccion (F (16467)= 1.8, p =
0.0323)), durante el tratamiento se mantuvo este comportamiento (dia de pesaje
(F 6,348)= 2.1, p = 0.0563), grupo (F (2,59)= 1.3, p = 0.2899), interaccion (F (16,467)
= 0.62, p = 0.8669), sin embargo, al finalizar el tratamiento se observa efecto
sobre el peso de los animales debido al grupo (dia de pesaje (F (5.9,329)= 0.48, p
= 0.8197), grupo (intacto [41 £ 0.12 g], vehiculo [39 + 0.12 g], sulpirida [38 %
0.065 gJ; F 257= 3.8, p = 0.0294), interaccioén (F (16,444)= 0.37, p = 0.9884). Al
realizar una prueba post hoc de Tukey este arrojo que las diferencias se

presentan entre el grupo intacto y sulpirida solo en dias especificos (ver fig. 24).
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Fig. 24 Efecto del tratamiento de sulpirida sobre el peso de los animales. En cada
una de las graficas, en la parte superior, se indica el periodo de evaluacién al cual
corresponden las mediciones. En el gje x, se indican el numero de mediciones que se
realizaron en cada periodo. En el eje y, se indica el peso en gramos (g) de cada grupo.
En la parte inferior de la figura se indican los colores que representan a cada grupo
verde azulado para el grupo intacto, azul claro para el grupo vehiculo y naranja para el
grupo sulpirida. Los datos son representados como la media + EEM. Los asteriscos
indica diferencia significativa. Intacto, n = 14, vehiculo, n = 23 y sulpirida n = 23.



Para determinar el consumo de alimento que tuvieron los ratones tratados con
sulpirida, se tomd el consumo aproximado de alimento de 4 animales alojados
en la misma caja. Nuevamente se aplicod el método ROUT para la deteccion de
valores atipicos. Tras realizar una prueba Kruskal-Wallis, esta no mostro
diferencia en el consumo aproximado de alimento antes de comenzar el
tratamiento (H (2) = 4.2, p = 0.1255) ni durante el tratamiento (H (2) = 0.71, p =
0.7018), sin embargo, una vez finalizado se evidencié una diferencia significativa
(intacto [27 £ 1.6 g], vehiculo [23 + 0.74 g], sulpirida [27 £ 0.99 g]; H(2) =6.9, p
= 0.0312) vy tras realizar una post-hoc de Dunns se encontré diferencia
significativa para la comparacion vehiculo vs. sulpirida (vehiculo [23 + 0.74 g] vs.
sulpirida [27 £ 0.99 g], z= 2.6, p = 0.0271) (ver fig.25).

_ ANTES DURANTE FINAL

2 80- ) 80— 3 80-

o o) o)

= °® A = =

lé-‘ - w w E 3

= 60 Z 60— Z 60- o%e

< = , = %o "

g w & w ‘fﬁ

o A a

% 40 < 40 < 40

g 2 2

o

< < <

o 207 o 204 o 20+

=

5 - = H

2 e n 2 »n

9 0 T T T 3 0 T T T 5 0 T T T

o 9O & 2 o O & © o O &
& & Y & Y &

GRUPOS GRUPOS GRUPOS

Fig. 25 Consumo de alimento en cada uno de los periodos de evaluacién. En la
parte superior de cada grafica se indica el periodo de evaluacion. En el eje x, se sefiala
cada uno de los grupos evaluados. En el eje y, se indica el consumo aproximado de
alimento en gramos (g) acumulado de todos los animales que fueron distribuidos en
cada grupo. Los circulos, cuadrados y tridngulos que sobresalen de cada caja
representan valores atipicos. El asterisco denota una diferencia significativa entre los
grupos comparados para una p < 0.05. Los datos son representados como la media
EEM. Lan =21, n =16 y n = 22 corresponde para los periodos de evaluacién antes,
durante y final, respectivamente.

La evidencia obtenida del monitoreo del peso y consumo de alimento sugiere
que el metabolismo de los animales es estable durante el tratamiento, sin

embargo, tras haber finalizado el tratamiento se observan variaciones en su peso



a lo largo del tiempo siendo menor el peso de los animales tratados con sulpirida
respecto al grupo intacto coincidiendo con un aumento del consumo alimenticio
lo cual sugiere efectos a largo plazo sobre el metabolismo de los animales.
Discusion

El principal interés del presente trabajo fue evidenciar las alteraciones olfatorias
que presentan ratones macho en un estado de hiperprolactinemia. Para evaluar
la funcién olfatoria de estos animales se utilizé una bateria de pruebas
conductuales olfatorias (leer metodologia para mas detalles), cuyo uso nos
permitié6 valorar diferentes aspectos de la capacidad olfatoria (deteccion,
identificacion, memoria y discriminacién de estimulos) que posiblemente se vean
afectados debido a la elevacién sistémica de la PRL, dada por los tratamientos.
Adicionalmente, esta valoracion permite identificar las posibles estructuras
cerebrales que pudieran verse afectadas por el tratamiento, ya que dependiendo
de la prueba olfatoria hay una participacion predominante de estructuras
cerebrales especificas. La caracterizacion conductual del modelo de
hiperprolactinemia es la principal fortaleza de este trabajo pues se presenta una
vision amplia del funcionamiento olfatorio empleando estimulos tanto
fisioldgicamente relevantes como generales. En el presente trabajo se realizé
una comparacion inicial de los efectos de la administracién exdgena de la
hormona PRL (5 mg/kg) y el uso del farmaco sulpirida (50 mg/kg) para
incrementar los niveles de PRL, con la finalidad de conocer si se producian
efectos diferenciales sobre la conducta olfatoria de los ratones macho. Dado que
la evidencia conductual no arrojo diferencias claras entre los tratamientos,
observandose en los ratones una conducta olfatoria similar independientemente
del tratamiento, se continud el resto del experimento con el uso del farmaco
sulpirida. Sin embargo, para reforzar este resultado se requiere al menos duplicar

el numero de animales bajo los distintos tratamientos.

La dosis utilizada para el tratamiento con sulpirida se determiné tras realizar una
curva dosis respuesta y observar que 50 mg/kg promueve el incremento
esperado en los niveles de expresion del mRNA tanto de Prl como de Prir en la
hipdfisis, sugiriendo una mayor produccion de la hormona. Los principales

estudios en los cuales se ha empleado el farmaco sulpirida, a una dosis similar



o cercana a la empleada en esta tesis (50 mg/kg), han sido enfocados al estudio
de las alteraciones metabdlicas y reproductivas generadas por el uso prolongado
de este farmaco tanto en machos como en hembras (Ahmadi & Ahmadi, 2016;
Martin-Lépez & Navarro, 1996; Mostafapour et al.,, 2014), reportando
elevaciones de PRL a partir de una dosis de 20 mg/kg. Esto ultimo es relevante
ya que no se sabe qué dosis de sulpirida promueve una elevacion consistente
de PRL a lo largo del tiempo. Los efectos reportados con el uso de este farmaco
han mostrado ser dosis dependientes (Martin-Lépez & Navarro, 1996;

Mostafapour et al., 2014).

La duracion de los tratamientos con el farmaco sulpirida es variable en los
diferentes estudios siendo el mas corto de 9 dias (Ahmadi & Ahmadi, 2016;
Martin-Lépez & Navarro, 1996; Mostafapour et al., 2014). En el presente trabajo,
la sulpirida fue administrada durante 14 dias con el objetivo de generar un estado
de hiperprolactinemia. Sin embargo, desconocemos si el comportamiento de la
elevacion de los niveles de PRL sea consistente a lo largo de este periodo, por
lo que seria necesario medir los niveles en suero de los grupos en los distintos
periodos de evaluacion. Por otro lado, si bien existe evidencia que demuestra la
presencia del PRLR en regiones relevantes para la funcién olfatoria (BO y CO),
se desconoce la funcionalidad del receptor y/o la afinidad del receptor a la

hormona en estas regiones.

Se ha demostrado, mediante la técnica de inmunohistoquimica en tejido cerebral
de ratones macho, que la administraciéon exdogena de PRL a una dosis de 5 mg/kg
promueve la expresion de pSTATS, un evento clave en la cascada de
senalizacion Jak / STAT, en regiones cerebrales especificas en las que se
encuentra el PRLR (nucleos del hipotalamo predptico, anterior y tuberal, asi
como en el nucleo septofimbrial o amigdala medial posterodorsal del
telencéfalo). Ninguna de las regiones en las que se observo la presencia del
PRLR ha sido exclusiva del ratbn macho (Salais-Lopez et al., 2018).
Adicionalmente, Drago y Lissandrello (2000) mostraron que esta misma dosis de
PRL promovi6 una mejora en la conducta de acicalamiento inducida por novedad
y en la conducta sexual, esto ultimo siendo observable tanto en animales con un
desempefio normal como con un pobre desempeno, restaurando por completo

el patron sexual.



Las principales alteraciones producidas por una hiperprolactinemia inciden sobre
la funcién reproductiva. En estudios en los cuales se evalua la conducta sexual,
una dosis de 5 mg/kg, que fue la empleada en esta tesis, genera una disminucién
de la conducta sexual e inhibicion de los reflejos sexuales, alteraciones
caracteristicas de una hiperprolactinemia en machos (Cruz-Casallas et al., 1999;
Rehman et al., 2000). En el presente trabajo observamos que los machos bajo
los distintos tratamientos, a diferencia de los machos control, no mostraron una
preferencia hacia el olor de hembra receptiva en la prueba POT, prueba que
implica la identificacién, deteccion y preferencia por una hembra receptiva. Dado
que la identificacion de una posible pareja es importante para la posible
interaccion sexual, lo observado en la prueba POT, es consistente con lo
reportado en la literatura en donde, tras generar una hiperprolactinemia, se
observa una pérdida en la capacidad para identificar un conespecifico del sexo

opuesto (Cruz-Casallas et al., 1999; Rehman et al., 2000).

Dado que la PRL accede al cerebro por mecanismos de transporte activo (Brown
et al., 2011; Cruz-Casallas et al., 1999), puede tomar hasta 5 dias para que esta
proteina alcance concentraciones optimas en el cerebro y jugar su papel sobre
el comportamiento en un animal hiperprolactinémico (Cruz-Casallas et al., 1999).
Debido a lo anterior se comenzaron las pruebas olfatorias en el periodo de

evaluacion durante el tratamiento después del quinto dia de inyeccidn.

Inicialmente, en el grupo piloto o experimento 1 (vehiculo vs. PRL vs. sulpirida),
se observo que los grupos PRL y sulpirida no presentan el patron de conducta
esperado tras haber iniciado el tratamiento en la prueba PHD, respecto al grupo
vehiculo. Sin embargo, esto no ocurre en el experimento 2 (intacto vs. vehiculo
vs. sulpirida) donde el desempefio de los animales de todos los grupos
evaluados es similar. Por otra parte, el desempefio de los animales en la prueba

PAE es consistente en ambos experimentos.

En el experimento 1, en la fase visual de la prueba PAE tras haber iniciado el
tratamiento, se observa un aumento en la latencia para descubrir el alimento en
el tratamiento con PRL, lo cual pudiera ser debido a afecciones relacionadas con
la vision. Un efecto similar se observa en el experimento 2, con el tratamiento
sulpirida, en el cual nuevamente en la fase visible de la prueba PAE, se observa

un aumento en la latencia para descubrir el alimento en el periodo de evaluacion,



sin embargo, en esta ocasion este fendmeno no esta relacionado con el
tratamiento. En la fase no visible (alimento escondido) de la prueba PAE, en
ambos tratamientos, los ratones evaluados muestran una disminucion de la
latencia para descubrir el alimento tras el primer ensayo de la prueba. Este efecto
pudiera deberse al reforzamiento positivo de la galleta sobre la conducta del
animal (Hutch et al., 2015; Le Pichon et al., 2009), ya que se sabe que las
neuronas AgRP, las cuales se localizan en el hipotalamo y son activadas por la
privacion de alimento (Chen et al., 2015; Garrison & Knight, 2017), pueden
promover la actividad locomotora favoreciendo la busqueda de alimento (Padilla
et al., 2016). En la prueba PAE se descarta que la disminucion de la latencia
para descubrir el alimento sea debido a una mayor locomocion ya que no se
observaron diferencias significativas en la distancia total recorrida entre los

grupos evaluados (ver seccidn de resultados: fig. 23).

Para esta prueba, ademas, se gener6 un ayuno de 8 horas con la finalidad de
homogenizar la motivacion de los animales y asi reducir la variabilidad en el
despliegue conductual. Este periodo de ayuno no ocasiona elevaciones ni
disminuciones de otras hormonas que pudieran causar estrés o una mayor
sensibilidad olfatoria ya que los niveles de estas hormonas comienzan a
modificarse debido a periodos de ayuno superiores a 16 horas (p.e.
corticosterona, insulina) o a partir de las 48 horas (p.e. NPY, grelina) (Jensen et

al., 2013; Palouzier-paulignan et al., 2012).

En el experimento 1, tras haber comenzado los tratamientos, el grupo de machos
vehiculo no mostraron una preferencia hacia el estimulo de hembras, ya que, el
tiempo de olfaccion hacia el estimulo de un macho sexualmente experto fue
similar. Lo anterior puede ser debido a que el estimulo olfatorio haya perdido
valor para los animales, ya que permanecieron durante todo el protocolo
experimental sin interactuar sexualmente con una hembra, la cual, de acuerdo
con la literatura, facilitaria la asociacion y preferencia por los estimulos olfatorios
de hembra (P. A. Brennan, 2004; P. Brennan & Keverne, 2015; Keller et al.,
2009). Sin embargo, pese a que eran animales sexualmente intactos,
mantuvieron un interés conservado hacia el estimulo de hembra comparandolo
con el interés de olfateo hacia el aserrin limpio en los diferentes periodos de
evaluacion. Por otro lado, es posible que las pistas olfatorias volatiles contenidas



en el aserrin no sean suficientes para que los animales mantengan una clara
preferencia por el estimulo de hembra, ya que, existen otras sustancias volatiles
secretadas en otras partes del cuerpo de los animales (p.e. saliva, lagrimas) que
promueven el despliegue conductual (P. A. Brennan, 2004; Muroi et al., 2006).
El tratamiento con PRL mostré un comportamiento similar al grupo vehiculo en
la prueba POT, sin embargo, tras haber finalizado el tratamiento, el interés hacia
los estimulos olfatorios (macho sexualmente experto y hembra receptiva) que
mostraron los machos que recibieron PRL previamente, decae abruptamente en
comparacion con el grupo vehiculo. Por otra parte, en el caso de los ratones que
recibieron un tratamiento con sulpirida (experimento 1) se observé una clara
preferencia hacia el estimulo olfatorio de hembra en todos los periodos de
evaluacion. Esta preferencia pudiera deberse a cambios transitorios en los
niveles de DA en el nucleo accumbens debidos a la exposicion del estimulo, ya
que, Beny-Shefer y colaboradores (2017) demostraron que, ratones macho sin
experiencia sexual que fueron expuestos a estimulos olfatorios de hembra,
muestran una elevacién de los niveles de DA en los primeros 12 minutos de
exposicion. Aunado a lo anterior, en ratones macho virgenes incapaces de
mostrar una preferencia olfatoria innata hacia las sefiales olfatorias femeninas,
la activacion optogenética de las proyecciones del VTA hacia el nucleo
accumbens es suficiente para inducir una preferencia sexual en los ratones
(Beny-Shefer et al., 2017). Alteraciones en la preferencia sexual de ratones
macho hacia hembras podria sugerir asi mismo deficiencias en el procesamiento

de las propiedades gratificantes de las senales de hembras conespecificas.

El hipotalamo medial, donde se concentran las neuronas TIDA, no tiene entradas
sinapticas directas del circuito olfatorio (Moore et al., 1987; Price et al., 1991).
Investigaciones recientes han indicado que hay relativamente poca entrada
sinaptica desde la corteza olfatoria al hipotdlamo y que la proyeccion que esta
presente se limita en gran medida a una pequefa parte del hipotalamo lateral
(Murata et al., 2019). En machos, hay escasos datos sobre la presencia del
PRLR, en regiones asociadas a la olfaccién tales como el BO, sin embargo, hay
estudios que sugieren esta posibilidad dada la participacion de la olfaccion en
conductas tales como la paternal y la sexual, siendo en esta ultima donde se

observan las primeras afecciones debidas a una hiperprolactinemia (Bartke et



al., 1987; Cruz-Casallas et al., 1999; Maria, 2016; Nonomura et al., 1985;
Rehman et al., 2000). Estas conductas dependen de la funcionalidad de
estructuras como el BO accesorio, el cual envia proyecciones directas a la
amigdala medial y esta a su vez al hipotalamo medial donde se ubican las
neuronas TIDA (Moore et al., 1987; Newman, 1999; Price et al., 1991). La
amigdala medial a su vez recibe informacion indirecta del BO principal a través
de las capas profundas de la corteza piriforme (Price et al., 1991). Tanto el BO
principal como el BO accesorio influyen en el despliegue de conductas sociales
(Slotnick et al., 2010), sin embargo, puede que su participacion no dependa de
la fuente de olor sino en como cada estructura esta procesando la sefial olfatoria
detectada. Se conoce que el BO principal puede activarse por componentes
volatiles de la orina provocando una activaciéon indirecta del BO accesorio a

través de una via noradrenérgica (Martel, 2009; Muroi et al., 2006).

En el experimento 2 se observa que tras haber finalizado el tratamiento con
sulpirida los ratones pierden la preferencia hacia el estimulo de la hembra, lo
cual coincide con lo observado en el tratamiento de PRL en el experimento 1,
sugiriendo que el efecto de la hiperprolactinemia en machos esta afectando
regiones cerebrales implicadas con la olfaccién asi como con cuestiones innatas
y reproductivas, por ejemplo la amigdala, estructura responsable de la
contextualizacién del estimulo (Martel, 2009). Lo anterior es relevante ya que
Salais-Lépez y colaboradores (2018) mostraron la presencia del PRLR en la
amigdala posterodorsal. También, podriamos asociar la carencia de preferencia
sexual olfatoria a niveles bajos de testosterona, pues se conoce que niveles altos
de PRL afectan los niveles de las hormonas sexuales afectando conductas
asociadas con la reproduccion (Nonomura et al., 1985). La testosterona podria
actuar como un refinador de circuito favoreciendo la preferencia hacia el estimulo
de hembra (Yoshikage et al., 2007). En el experimento 1, el tratamiento con
sulpirida arrojoé resultados diferentes a los observados en el experimento 2.
Mientras que en el experimento 2 los ratones pierden preferencia hacia el
estimulo de hembra receptiva tras una semana de haber finalizado el
tratamiento, en el experimento 1, se observa una consistente preferencia hacia
el estimulo de hembra receptiva en todos los periodos de evaluacioén. Lo anterior,

podria ser debido a cambios transitorios de los niveles de DA sobre estructuras



cerebrales con especial participacion en esta conducta como lo son el nucleo
accumbens, la amigdala medial y la corteza piriforme anterior, estas ultimas dos
estructuras tienen un papel relevante en conductas de contexto social (Beny-
Shefer et al., 2017; Perez et al., 2018). Ademas, nos sugiere que los cambios de
la elevacion de la PRL pudieran no ser directos sino debido a la alteracion
secundaria de otras hormonas y neurotransmisores. Alternativamente, si bien las
regiones olfatorias primarias responsables de la entrada, procesamiento y filtraje
de la informacion no se ven afectadas por los tratamientos, esta evidencia
permitiria sugerir que son regiones olfatorias secundarias responsables de la

integracion de la informacion las que pudieran verse afectas.

En el experimento 1, cualitativamente se observa que la capacidad de memoria
(habituacion) y la discriminacion olfatoria para ambos tratamientos se ve
afectada tras haber iniciado el tratamiento, siendo aun mas evidente al haber
finalizado el tratamiento. Sin embargo, este comportamiento no se observé en el
experimento 2, en el cual los animales tratados con sulpirida no reflejan ninguna
alteracién en su capacidad para discriminar o habituar a olores, lo cual sugiere
que el BO sigue manteniendo la dinamica de comunicacidon necesaria para
procesar sefales. Aunado a lo anterior, en las pruebas POT y PHD, se observa
una consistente disminucion en el tiempo de olfaccion en todos los grupos
evaluados tras haber comenzado el tratamiento. Este efecto no esta relacionado
con el tratamiento ya que se observa en todos los grupos y tampoco es debido
a errores metodologicos ya que inicialmente los animales presentan el patron de
conducta esperado en esta prueba. Es posible que la disminucion en los tiempos
de investigacion esté relacionada con una disminucion en lo agradable que
fueron inicialmente los estimulos tras los siguientes ensayos denominado como

habituacién afectiva (Ferdenzi et al., 2014).

En este trabajo se evalud si un tratamiento con sulpirida, con el cual se espera
incrementar los niveles circulantes de PRL, podria alterar la capacidad olfatoria
de machos adultos, debido a que hay evidencias conductuales y fisioldgicas
tanto en macho como en hembras que sugieren su participacion en
comportamientos parentales como reproductivos (Corona et al., 2021; Larsen et
al., 2008; Larsen & Grattan, 2010; Mak & Weiss, 2010; Shingo et al., 2003; Torner
et al., 2013). Tras evaluar la capacidad de deteccidn, identificacion, memoria y



discriminacion olfatoria en el experimento 2 se observd que, el tratamiento con
el farmaco sulpirida promueve una pérdida de la preferencia sexual olfatoria.
Esto es consistente con los efectos inhibitorios de un tratamiento para generar
hiperprolactinemia sobre conductas asociadas a la reproduccion. Esto podria
explicarse de varias maneras: si la principal influencia de la PRL en machos
incide sobre conductas socio-sexuales (Larsen et al., 2008; Mak & Weiss, 2010),
es posible que alteraciones olfatorias debidas a una hiperprolactinemia se
reflejen mas claramente en conductas dependientes de contexto. Por otro lado,
la ausencia de alteraciones olfatorias significativas también puede indicar que el
tiempo de tratamiento no fue de suficiente duracién para inducir cambios
funcionales en la olfaccion. A pesar de que no hay alteraciones significativas,
aun no podemos descartar la participacion de la PRL en la modulacién olfatoria
en machos porque se requieren pruebas bioquimicas e histolégicas que nos

permitan clarificar su participacion.

Adicional a las pruebas olfatorias, en el experimento 2 se realiz6 una prueba
motora, dado que se us6 un antagonista de los receptores D2 el cual podria
afectar la neurotransmision dopaminérgica que juega un papel importante en la
actividad motora en su conjunto. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los parametros que se consideraron (distancia total
recorrida, distancia total al margen, actividad horizontal y episodios de actividad
estereotipica), que son suficientes y necesarios para descartar cualquier otra
alteraciéon motora (Tatem et al., 2014). La ausencia de alteraciones motoras
sugiere que no hay efectos centrales del farmaco sulpirida, lo cual puede deberse
a la baja permeabilidad del farmaco en la barrera hematoencefalica,
principalmente, o la biodisponibilidad del farmaco dada la via de administracion
(Benakis et al., 1976). La falta de alteraciones motoras coincide con la ausencia
de diferencias en el peso y consumo de alimento de los animales durante el
tratamiento, lo cual es favorable para el experimento ya que no hay influencia de
otras hormonas (p. e. insulina, leptina) sobre la funcion olfatoria de los animales
(ver revision: (Palouzier-paulignan et al., 2012)). Sin embargo, tras una semana
de haber finalizado el tratamiento se observaron cambios en el peso de los
animales y su consumo de alimento, los cuales pudieran estar asociados con la

hormona leptina, ya que, Ghamesi y colaboradores (2018) mostraron en ratas



inyectadas localmente en el hipotalamo ventro medial, a una concentracion de
0.01 g/L de sulpirida, alteraciones sobre la secrecion de leptina y los niveles
plasmaticos de glucosa evidenciando una correlacidn negativa entre los niveles

de estas hormonas.

Se ha reportado que el tratamiento con sulpirida da como resultado un aumento
del peso corporal de ratas hembras pero no de machos (Baptista et al., 2004;
Baptista, Araujo de Baptista, et al., 2002; Baptista, Lacruz, et al., 2002). Las
evidencias sobre el peso y consumo alimenticio en esta tesis son consistentes
con los reportes de Batista y colaboradores (Ahmadi & Ahmadi, 2016; Baptista,
Araujo de Baptista, et al., 2002; Baptista, Lacruz, et al., 2002), quienes con una
dosis de 40 mg/kg de sulpirida en ratones, por un periodo de tratamiento de 45
dias, no observan cambios en el peso de los animales. Aunado a lo anterior,
tampoco se observaron diferencias en el peso de ratones tratados durante 9 dias
con dosis de 40, 60, 80 mg/kg de sulpirida (Martin-Lopez & Navarro, 1996). Es
posible que los efectos observados en esta tesis sean debido en gran parte al
metabolismo periférico del farmaco y no a una accién central (Benakis et al.,
1976) lo cual es confirmado por las evidencias arrojadas por la prueba motora y
discriminacion olfatoria. Por otra parte, existe evidencia de que la sulpirida no
cruza facilmente la barrera hematoencefalica, afectando entonces solo los
receptores dopaminérgicos de la hipdfisis, la cual esta fuera de la barrera

hematoencefalica.

Si bien, se conoce que la PRL favorece la discriminacién de estimulos olfatorios
y la proliferacion de interneuronas como los son las células periglomerulares y
granulares en el BO (Larsen et al., 2008; Larsen & Grattan, 2010; Mak & Weiss,
2010; Shingo et al., 2003), es importante recordar que los contextos bajo los
cuales se ha medido lo anterior han sido relacionados primordialmente a
conductas de tipo social (p. e., conducta maternal, eleccion de pareja, conducta
paternal) que, ademas, implica la interaccion entre los sujetos, lo cual hace que
la informacion procesada no sea totalmente de una naturaleza volatil sino
también de tipo no volatil. Donhoffner y colaboradores (2017) mostraron en ratas
macho a dosis bajas de PRL y bromocriptina, un agonista para los receptores D2
que promueve niveles bajos de PRL, que los animales tratados con
bromocriptina no presentaban el mismo despliegue conductual que aquellos



tratados con PRL en conductas tales como reconocimiento, aprendizaje y
memoria social, evidenciando que estas conductas requieren de PRL para su

despliegue.

Es posible que la participacion de la hormona PRL en el procesamiento de
informacion olfatoria no relacionada al contexto social no se equipare a la de
conductas bajo este contexto. Este seria el aporte del presente trabajo, ya que
se conoce muy poco de como influye la PRL en el procesamiento de informacién
olfatoria etoldgicamente no relevante de tipo volatil, en un contexto patologico y

en machos.

Conclusiones
La hiperprolactinemia en el raton macho adulto modifica la capacidad olfatoria

de olores sociales, pero no generales.

El tratamiento crénico (14 dias) de sulpirida no presenta a largo plazo la
preferencia sexual olfatoria de los machos, sin embargo, no altera la capacidad
de deteccion, habituacion ni de discriminacion de olores generales, fuera del

contexto social.

Adicionalmente, este tratamiento promueve una disminucion en el peso corporal
y un incremento en el consumo alimenticio de los ratones, pero no cambia la

funcién motora gruesa en los ratones macho.
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LA BAILARINA

CIERTA VEZ, UNA BAILARINA CON SUS MUSICOS ARRIBO
A LA CORTE DEL PRINCIPE DE BIRKASHA. Y, ADMITIDA EN
LA CORTE, BAILO ANTE EL PRINCIPE AL SON DEL LAUD Y LA
FLAUTA Y LA CITARA.
BAILO LA DANZA DE LAS LLAMAS, Y LA DANZA DE LAS
ESPADAS Y LAS LANZAS; BAILO LA DANZA DE LAS ESTRELLAS
Y LA DANZA DEL ESPACIO. Y, POR ULTIMO, LA DANZA DE
LAS FLORES AL VIENTO.
LUEGO, SE DETUVO ANTE EL TRONO DEL PRINCIPE Y
DOBLO SU CUERPO ANTE EL. Y EL PRINCIPE LE SOLICITO QUE
SE ACERCARA, Y DIJO: “HERMOSA MUJER, HIJA DE LA GRACIA Y DEL
ENCANTO, {DESDE CUANDO EXISTE TU ARTE? (Y
COMO ES QUE DOMINAS TODOS LOS ELEMENTOS CON TU
RITMO Y TUS RIMAS?”
Y LA BAILARINA, INCLINANDOSE NUEVAMENTE ANTE EL PRINCIPE, DIJO:

“PODEROSA Y AGRACIADA MAJESTAD, DESCONOZCO LA RESPUESTA A TUS PREGUNTAS.
SOLO ESTO SE: EL ALMA DEL FILOSOFO HABITA EN SU CABEZA; EL ALMA DEL

POETA EN SU CORAZON; EL ALMA DEL CANTOR PERSISTE EN SU GARGANTA;

MAS EL ALMA DE LA BAILARINA LATE EN TODO SU CUERPO”

GIBRAN JALIL GIBRAN, £L VAGABUNDO
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