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Resumen

La reproduccién es un evento altamente controlado y debido a la complejidad en la
regulacion de este evento cualquier alteracion puede desencadenar problemas
reproductivos. Tal es el caso de las enfermedades desmielinizantes donde se han
reportado alteraciones reproductivas en pacientes con esclerosis mdultiple. Es
importante comprender como se ha afectado el control reproductivo ya que
proporcionara informacién Gtil para el desarrollo de tratamientos de fertilidad que
sean mas efectivos y no causen efectos secundarios como se ha observado en
algunos pacientes. Para esto es importante contar con modelos animales, uno de
estos es la rata taiep. Este modelo se caracteriza por presentar desmielinizacion
progresiva del sistema nervioso central lo cual provoca que de manera paulatina el
animal desarrolle temblor, ataxia, inmovilidad, epilepsia y paralisis del tren posterior.
Dentro de los problemas reproductivos descritos en nuestro modelo tenemos que la
hembra presenta cambios en la secrecibn de hormonas esteroideas, presenta
quistes foliculares y alteracién en la presencia de catecolaminas ovaricas; por otro
lado el macho no ha sido estudiado a profundidad, solo se ha descrito que presenta
dificultad para llevar acabo la copula. Debido a estas caracteristicas usamos a la
rata taiep para caracterizar las alteraciones del control reproductivo a nivel
hipotalamico en ambos sexos; asi como el analisis de las alteraciones reproductivas
a nivel testicular y espermatico en el macho. A nivel hipotalamico observamos
dimorfismo sexual en la expresion de kisspeptina, caracterizado por un incremento
en los macho taiep y disminucion en las hembras taiep respecto al animal control.
En ambos sexos se observa que no hay cambios en la expresion de GnRH pero hay
disminucién en las concentraciones séricas de LH. En el caso del macho
observamos a nivel testicular la alteracion del tamafio de los tubulos seminiferos,
siendo mas grandes que en el animal control, ademas de que este efecto es mas
marcado en el testiculo izquierdo. No observamos alteracion en la muestra seminal
total, al analizar las muestras considerando si se obtuvieron del epididimo izquierdo
o derecho se observa la diminucion de la movilidad espermética en el epididimo

izquierdo y aumento la movilidad espermatica en el epididimo derecho respecto al



control. Los cambios observados en nuestro modelo animal a nivel hipotalamico son
diferentes a los observados en el modelo de encefalomielitis alérgica experimental,
y nos permiten sugerir que las alteraciones a nivel hipotalamico va a depender del
tipo de proceso desmielinizante que se esté cursando. En el caso del macho taiep
parece ser que la desmielinizacion presente a nivel central junto con las alteraciones
en el control hipotalamico no ha causado alteraciones que imposibiliten la
reproduccion, por lo que es necesario profundizar el estudio analizando la viabilidad
de los espermatozoides asi como analizar estos aspectos a diferentes edades. Los
resultados obtenidos en este trabajo nos permiten concluir que la rata taiep presenta
alteracion en la expresion de kisspeptina de forma sexo dependiente, acompafado
de la disminucion de las concentraciones de LH lo cual parece no ser suficiente para
causar alteraciones a nivel gonadal que imposibiliten la reproduccién. Debido a esto
consideramos que es necesario profundizar el analisis para determinar qué factores
estan manteniendo el funcionamiento gonadal, ya que podrian ser factores que
faciliten el establecimiento de terapias reproductivas efectivas en pacientes con

enfermedades desmielinizantes.



Abstract

Reproduction is a highly controlled event and because of the complexity of the
regulation of this event, any alteration can cause reproductive problems. Such is the
case of demyelinating diseases where reproductive alterations have been reported
in patients with multiple sclerosis. It is important to understand how reproductive
control has been affected because it will provide useful information for the
development of fertility treatments that are more effective and do not cause side
effects as it has been observed in some patients. In order to achieve this, it is
important to have animal models, one being the taiep rat. This animal model is
characterised by progressive demyelination of the central nervous system, this
cause gradual onset of tremor, ataxia, immobility, epilepsy and paralysis of the hind
legs. Among the reproductive alterations described in our model we have that the
female rat presents changes in the secretion of steroid hormones, follicular cysts
and alteration in the presence of ovarian catecholamine; on the other hand, the male
rat has not yet been fully studied, but it has been described that it has difficulty to
copulate. Because of these characteristics, we use the taiep rat to characterise
reproductive alterations at hypothalamic level in both sexes; as well as reproductive
alterations at testicular and spermatic level in the male rat. At hypothalamic level, we
showed sexual dimorphism in kisspeptin expression, characterised by an increase
in males and a decrease in females when compared to control animals. Neither sex
showed changes in the expression of GnRH but there is a decrease in the
concentration of LH in serum. Male rats showed alterations at testicular level,
specifically the size of the seminiferous tubules, these were bigger than in the control
animal, this effect is greater in the left side testicle. We did not find alteration in the
total seminal sample, when samples were analysed considering the side where they
were obtained, there is a decrease in spermatic motility in the left side epididymis
and an increase in the right side epididymis when compared with the control animal.
The observed changes in our animal model at hypothalamic level are different to the
ones observed in a model of experimental allergic encephalomyelitis, and suggest

that alterations at hypothalamic level are going to be dependent on the kind of



demyelination process. In the case of the male taiep rat, demyelination at central
level in conjunction with alterations at hypothalamic level have not changed
alterations that make reproduction impossible, it is necessary to deepen the study
analysing the viability of sperm cells as well as analyse these parameters at different
ages. Results obtained in this work suggest that the taiep rat presents a sex
dependent alteration in kisspeptin expression, in conjunction with a decrease in LH
concentration that is not enough to cause alterations at gonadal level that make
reproduction impossible. Because of this, we consider that it necessary to deepen
the analysis in order to determine which factors are maintaining gonadal function,
because those might be the foundation for effective reproductive therapies in
patients with demyelinating diseases.



Introduccion

Las enfermedades desmielinizantes se caracterizan por ser de tipo inflamatorio, de
origen idiopatico y por provocar dafio selectivo a la vaina de mielina (Bermejo
Velasco et al., 2011; Fernandez et al., 2015). La enfermedad desmielinizante mas
comun es la esclerosis multiple (MS, por sus siglas en inglés), cuya prevalencia es
mayor en mujeres y surge entre los 20-40 afios (Rowan, 2002; Love, 2006). En los
afos recientes se ha observado el incremento de la incidencia de MS (Rivera, 2017;
Walton et al., 2020; Zhang et al., 2023). Aunado a esto, los pacientes de MS han
reportado problemas reproductivos, tales como incremento de la concentracion de
hormonas gonadotrépicas, decremento de las hormonas esteroideas, alteracion de
la funcion gonadal llegando incluso a la infertilidad; los cuales varian entre hombres
y mujeres (Cavalla et al., 2006; Pakpoor et al., 2014; Sepulveda et al., 2016; Glazer
et al., 2018; D’Amico et al., 2020). Debido a estas alteraciones, las mujeres con MS
han optado por realizarse tratamientos de fertilidad, los cuales incrementan la
sintomatologia de la enfermedad (Correale et al., 2012; Houtchens et al., 2020). Se
desconoce el abordaje terapéutico para los problemas de infertilidad de los varones
(Massarotti et al., 2021). Resulta interesante que los efectos secundarios de los
tratamientos para la fertilidad podrian evitarse estableciendo tratamientos
adecuados en los pacientes con MS, pero hasta ahora ha resultado complicado
debido al desconocimiento de las alteraciones que causan la desmielinizacion sobre

el control reproductivo.
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Antecedentes

El control reproductivo

Para identificar las alteraciones causadas por la desmielinizacion es necesario
conocer cdmo es el control reproductivo de un organismo sano. La reproduccion
esta regulada por una compleja red entre el sistema nervioso central y las génadas,
gue se conoce como el eje hipotalamo-hipofisis-gbnadas (HHG) (Kanasaki et al.,
2017). A nivel del hipotdlamo la kisspeptina estimula la secrecion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) que a su vez, estimula la secrecion de la
hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH) (Herbison,
2016), las que a nivel gonadal estimulan el crecimiento folicular en la hembra
(Butcher et al., 1974; Trewin et al., 1998; Herbison, 2016), la espermatogénesis en
el macho (Jean-faucher et al., 1983; Ismael et al., 2017) y la esteroidogénesis en
ambos (Plant & Zeleznik, 2015). Las hormonas esteroides derivadas de la
estimulacién gonadal tienen un papel critico en la retroalimentacion del circuito del
eje HHG (Herbison, 2016). Por lo que este eje se encarga de modular la liberaciéon
de hormonas que estimulan el desarrollo de los gametos y la secrecion de hormonas
esteroideas en ambos sexos (llustracién 1) (Oyola & Handa, 2017; Kaprara &
Huhtaniemi, 2018).

A

Hipotidlamo Hipotilamo

GnRH 3 GnRH 7
LH FSH Hipéfisis | - LH FSH Hipsfisis — =

Ovarios Testiculo

(+) Hormonas esteroideas (l

(E;, P) (-)

Testosterona
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llustracion 1. Representacion esquematica del eje HHG. En (a) se observa el eje HHG de la hembra
y en (b) el eje HHG del macho. La flecha verde indica la regulacion positiva hacia el hipotalamo y la
hipdfisis; la flecha roja es la regulacion negativa hacia el hipotadlamo y la hipdfisis. Abreviaturas: HHG:
hipotalamo-hipodfisis-gonada, GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas, LH: hormona
luteinizante, FSH: hormona foliculo estimulante, E2: estradiol, P: progesterona. (Elaborado por
Mufioz de la Torre).

Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)

La principal hormona que participa en el control del eje HHG es la GnRH (Herbison,
2016). Su descubrimiento surgié de la idea de que podria existir una sustancia
capaz de regular la funcién reproductiva a nivel hipotalamico (Harris, 1948; Plant,
2015). Esta idea fue confirmada por los grupos de Schally y Guillemin, los cuales
aislaron un neuropéptido de 10 aminoacidos en el hipotdlamo de cerdo y de la oveja
(Schneider et al., 2006; Plant, 2015), que fue llamado hormona liberadora de la LH;
por su relacién con la liberacion de este péptido (Amoss et al., 1971; Schally et al.,
1971). Posteriormente se percataron de que este neuropéptido es capaz de regular
la liberacion de la LH y de la FSH en diferentes mamiferos, por lo que fue
renombrada como hormona liberadora de gonadotropinas o GnRH (Schally et al.,
1971; Parhar, 2002; Plant, 2015). La GnRH es producida y liberada en el hipotalamo

por un tipo neuronal particular que se conoce como neuronas GnRH.

Las neuronas GnRH migran en etapas tempranas del desarrollo embrionario de la
placoda olfatoria hacia el hipotalamo (llustracion 2) (Tobet & Schwarting, 2006;
Schwarting et al., 2007; Wierman et al., 2011). Al término de la migracion se observa
gue las neuronas GnRH se distribuyen en forma de red continua a lo largo de la
banda diagonal de Broca, areas septales, estria terminalis, area predptica ventral,
lateral y medial, hipotalamo anterior, nucleo arcuato (ARC), nucleo infundibular,
eminencia media (ME) y el érgano vasculoso de la lamina terminal (Merchenthaler
et al., 1984; Herbison, 2016; Barabas et al., 2020). La neurona GnRH posee una
estructura bipolar, el soma mide 10-20 um y sus axones son llamados dendrones,
estos se concentran en la ME y el érgano vasculoso de la lamina terminal que son
los sitios de secrecion de GnRH hacia el sistema portal hipofisiario terminal
(Merchenthaler et al., 1984; Herbison, 2016; Barabas et al., 2020). La actividad de

las neuronas GnRH esta sincronizada para producir pulsos generando que la
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secrecion de GnRH sea pulsatil, pero el mecanismo solo se conoce parcialmente
(Plant & Zeleznik, 2015).
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llustracién 2. Proceso migratorio de las neuronas GNRH. Se muestra la etapa de desarrollo
embrionario cuando inicia y termina la migracion y los factores que intervienen en los diferentes
pasos criticos de la migracion (Tarozzo et al., 1995; NIELSENPREISS et al., 2004; Tsai et al., 2005;
Schwarting et al., 2007; Wierman et al., 2011; Cariboni et al., 2012; Huilgol & Tole, 2016; Soga et al.,
2016) Abreviaturas: GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas. (Elaborado por Mufioz de la
Torre en Biorender.com).

Se tienen dos hipoétesis sobre la regulaciéon de la pulsatilidad de la secrecion de
GnRH. La primera plantea que deben existir suficientes interconexiones entre las
neuronas GnRH para que se estimulen entre ellas reclutando a mas neuronas
GnRH y cuya sincronizacion estaria dada por la presencia de entradas
glutamatérgicas (Choe et al., 2013; Plant & Zeleznik, 2015). La segunda, y mas
aceptada, es la existencia de un “generador del pulso” que es conformado por
neuronas localizadas en el hipotalamo medio basal que son criticas para la
generacion del pulso estimulando la sintesis y liberacion de GnRH (Plant & Zeleznik,
2015). Esta pulsatilidad se ha caracterizado en individuos de ambos sexos: en el




caso de los machos la GnRH se secreta en pulsos con una frecuencia constante y
en las hembras la frecuencia de los pulsos varia durante el ciclo menstrual o estral,
mostrando un gran aumento en la secrecién de GnRH antes de la ovulacion (Marty
et al.,, 2003; Plant & Zeleznik, 2015). Para que se pueda secretar la GnRH es

necesario que se estimule la transcripcion del gen que la produce.

El gen que codifica la GnRH es el GhRH1 compuesto de 4 exones cortos y 3 intrones
largos; en el humano esta presente en el cromosoma 8 y en el raton en el 14 (Plant
& Zeleznik, 2015). El transcrito primario es de 4200pb, tras pasar por el proceso de
empalme (splicing) se reduce a 560pb, que corresponde al transcrito maduro (Plant
& Zeleznik, 2015). Este se exporta y traduce a una pre-hormona de 92aa que consta
de: la secuencia sefial, la hormona GnRH, el sitio de corte y el péptido asociado a
GnRH o GAP; después de varios procesos enzimaticos se obtiene GnRH (Plant &
Zeleznik, 2015). La transcripcion esta regulada por Ca** y se ha reportado que los
estrégenos incrementan la transcripcion aproximadamente un 40% (Plant &
Zeleznik, 2015; Kaprara & Huhtaniemi, 2018). Tanto la sintesis de la GhRH como
su liberacion requeriran de la estimulacion de diversos factores (llustracion 3y Tabla
1) (Witkin et al., 1991; Herbison et al., 1996; Funabashi et al., 2001; Pimpinelli et al.,
2006; Turi et al., 2008; Prevot et al., 2010; Kenealy et al., 2011; Roa, 2013; Christian,
2017; Kanasaki et al., 2017; Phumsatitpong & Moenter, 2018; Terasawa, 2018),
apoyando la hipotesis del generador del pulso, donde se ha mostrado que el factor
mas importante es la kisspeptina (Clarkson & Herbison, 2006; Choe et al., 2013;
Plant, 2015).
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Receptor: ligando
& GPER: Estrégenos
¢ GnlHR:GnIH
& GnRHR1:GnRH
KISS1R : Kisspeptina
& GABAA:GABA
GABA, GAL, & GalR1:Galanina

KISS, GLU, NPY & 21/B1noradrenalina

Erp : Estrogenos
‘ ‘ NPY-Y5 : NPY
Astrocito

R T
".f &H &\ j'
”}\* 7 %' Lé

\

W GABAB:GABA
W NPY-YL:NPY

y ’ «4— Tanacitos

\
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2 Receptores ionotrépicos de glutamato
Ollgodendroc:to ‘.

llustracion 3. Representacion esquematica de las interacciones de las neuronas GnRHérgicas en el
hipotadlamo. Se sefialan las entradas neuronales y hormonales. También se esquematizan los
receptores a las diferentes sefiales y su localizacion en el cuerpo de la neurona GnRHérgicas.
Abreviaturas: GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas, E: estradiol, P: progesterona, NA:
noradrenalina, GABA: &cido y aminobutirico, GAL: galanina, GnlH: hormona inhibidora de las
gonadotropinas, KISS: kisspeptina, NPY: neuropéptido Y, GLU: glutamato (Elaborado por Mufioz de
la Torre).
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Tabla 1. Entradas hormonales, neurales y gliales que reciben las neuronas GNRH para el control
de su funcionamiento

Entradas hormonales,
gliales y neurales de Accion sobre la neurona GnRH
la neurona GNRH

e Organizay mantiene la pulsatilidad (Roa, 2013; Kanasaki et
al., 2017).

Glutamato, acido gamma . . L. .
g e A través del receptor ionotrépico GABAA se estimula la

aminobutirico (GABA), B-
endorfina secrecion de GnRH (Christian, 2017).

e Actividad inhibitoria en las neuronas GnRH que presentan

el receptor metabotropico GABAs (Christian, 2017).

e Facilitan el proceso de sincronizacion, coordinan el pulso
Neuronas GnRH GnRH y participan en el retrocontrol de su actividad (Witkin
et al., 1995).

e Regulador positivo que facilita, pero no determina la

Noradrenalina liberacién de GnRH (Herbison et al., 1996).

e Regulador positivo a nivel del nervio terminal para la
liberacién de GnRH (Roa, 2013).

Neuropéptido Y

e Aumenta la liberacion de GnRH (Funabashi et al., 2001,
Plant & Zeleznik, 2015).

Vasopresina

e Efecto dual (Turi et al., 2008).

e Através de los receptores muscarinicos tipo 2 (M2)
Acetilcolina reduce la secrecion de GnRH.
e A través de los tipol (M1) causa un incremento

rapido y transitorio de GnRH.

Opioides e Inhiben la liberacién de GnRH (Pimpinelli et al., 2006).

Continua en la siguiente pagina .....
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Entradas hormonales,
gliales y neurales de
la neurona GNRH

Accién sobre la neurona GnRH

Factor liberador de
corticotropina

Kisspeptina

Glia

Hormonas esteroideas

Altera la frecuencia de disparo de las neuronas
GnRHérgicas (Phumsatitpong & Moenter, 2018):
e Estimulando el receptor tipo 1 (CRFR1) incrementa
la frecuencia.
e Estimulando el receptor tipo 2 (CRFR2) disminuye

la frecuencia.

Es el activador mas potente de la excitabilidad de la
neurona GnRH (Clarkson & Herbison, 2006; Choe et al.,
2013).

Causa la liberacion GnRH (Clarkson & Herbison, 2006;
Choe et al., 2013).

Barrera fisica entre neurona GnRH con los tanacitos (Prevot
et al., 2010).
e Impide el contacto de la terminal del dendrén con la

pared ependimal del tercer ventriculo.

Estradiol (Witkin et al., 1991; Prevot et al., 2010).
e Causa la liberacion de oxido nitrico que retrae el
tanacito.
e Incrementa la produccién de la prostaglandina E2
(PGEZ2) facilitando la liberacion de GnRH.
Participan en la regulacion de la intensidad del disparo,
modifican la liberacion de GnRH y la oscilacién de Ca**
(Kenealy et al.,, 2011; Terasawa & Kenealy, 2012;
Phumsatitpong & Moenter, 2018).
Progesterona (Plant & Zeleznik, 2015).
e Modifica las corrientes de Ca** en la neurona GnRH.
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Kisspeptina

La kisspeptina fue catalogada inicialmente como supresor de la metastasis tumoral,
pero en 2003 se planteo la idea de que también participa en la reproduccion, ya que
la mutacion del gen para el receptor a kisspeptina 1 (Kiss1R) induce hipogonadismo
hipogonadotrépico en humanos y ratones (Steiner, 2013). En 2008 se propuso como
un regulador del control reproductivo en el First World Conference of Kisspeptin
Signalling in the Brain llevado a cabo en Coérdoba, Espafia (Uenoyama, Pheng, et
al., 2016). Posterior a esto, se ha mostrado que la ausencia del Kiss1R causa el
retraso de la pubertad, que la kisspeptina participa en la secrecion y el
establecimiento del patron ciclico de la liberacion de GnRH, lo que es crucial para
el inicio de la pubertad y el correcto funcionamiento del eje HHG en la etapa adulta
(Kauff & Smith, 2013; Clarke et al., 2015; Uenoyama, Pheng, et al., 2016). También
esta relacionada con la desfeminizacién del cerebro de los machos durante la etapa
embrionaria, ya que en ausencia de Kiss1R los machos presentan una pérdida de
la conducta reproductiva masculina y, por el contrario, muestran conductas
tipicamente femeninas como la lordosis (Clarkson et al., 2014). La kisspeptina es
liberada por las neuronas kisspeptidérgicas que se han identificado en el cerebro de
diferentes mamiferos, entre ellos la rata (Hassaneen et al., 2016; Uenoyama,
Pheng, et al., 2016).

Las neuronas kisspeptidérgicas se encuentran en el hipotalamo dorsomedial, el
ventromedial, el ARC, el nlcleo del tracto solitario, la médula caudal ventrolateral y
el area anteroventral periventricular (AVPV) (Brailoiu et al., 2005; Pinilla et al., 2012;
Kinsey-Jones et al., 2014). Las regiones que participan en el control reproductivo
son el ARC y el AVPV (llustracion 4) (Kauff & Editors, 2013; Hassaneen et al., 2016;
Uenoyama, Pheng, et al., 2016). Se sabe que la regién del area AVPV presenta
dimorfismo sexual, ya que los machos tienen un menor nimero de neuronas
kisspeptidérgicas que las hembras en diestro (Kauff & Editors, 2013; Marraudino et
al., 2017). En el caso de las ratas macho, se ha mostrado que el dimorfismo sexual
se establece durante los primeros dias de vida en respuesta al incremento de los

androgenos durante la etapa neonatal. Esta aseveracion se fundamenta en que al
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retirar los testiculos el dia del nacimiento se observa la feminizacioén de la poblacion
de neuronas kisspeptidérgicas en AVPV (Homma et al., 2009; Clarkson & Herbison,
2016). En las hembras se ha mostrado que son los estrégenos los que mantienen
la poblacién de neuronas kisspeptidérgicas ya que al administrar estradiol a
hembras ovariectomizadas en etapa neonatal se produce el incremento en la
poblacion de neuronas kisspeptidérgicas del AVPV; sin embargo, la administracion

neonatal de andrégenos la disminuye (Kauffman et al., 2007; Homma et al., 2009).

En el macho adulto se ha mostrado que los andrégenos estimulan la actividad de
las neuronas kisspeptidérgicas del area AVPV y suprimen la actividad de las
neuronas del ARC, ambos efectos son mediados a través de los receptores a
estrogenos y andrégenos (Smith et al., 2005). Se sabe que la actividad de las
neuronas kisspeptidérgicas del ARC en el macho es similar a la de las hembras ya
que regula la liberacion pulsatii de GnRH, pero la funcion de las neuronas
kisspeptidérgicas del AVPV es menos clara (Smith et al., 2005). Se sugiere que
participan en el establecimiento del comportamiento reproductivo masculino
causando un incremento en testosterona ante la presencia de hembras en estro
(Watanabe et al., 2020). En el caso de las hembras las neuronas kisspeptidérgicas
presentes en AVPV son reguladas de forma positiva por los estrégenos provocando
la liberacién de la GnRH e induciendo la secrecion del pico de LH (Smith et al.,
2006). Por otro lado, las neuronas kisspeptidérgicas presentes en el ARC son
capaces de secretar dos péptidos, la neurokinina B y dinorfina, por lo que reciben el
nombre de neuronas KNDy (Pinilla et al., 2012). La secrecién de kisspeptina de las
neuronas KNDy es regulada de manera negativa por los estrégenos e influye en la
pulsatilidad de GnRH (Li et al., 2009; Kauff & Editors, 2013; Terasawa et al., 2013);
aunado a esto, la neurokinina B participa en la estimulacion de GnRH (Wakabayashi
et al., 2010) y la dinorfina actia como inhibidor de las neuronas kisspeptidérgicas
del AVPV regulando la amplitud del pico de LH (Helena et al., 2015). La activacion
de las neuronas kisspeptidérgicas del ARC no solo depende de estradiol también
requiere la participacion de progesterona, en especial la neuroprogesterona

producida por los astrocitos es crucial para su activacion (Micevych & Sinchak,
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2008b; Herbison, 2020). Para que se pueda secretar la kisspeptina es necesario

que se estimule la transcripcion del gen que la produce.

_____ N éﬁr_o_n_a__""_v""""""""__"""""""""""'
Kisspeptidérgica

© Neurona
| ' o | ye KNDy
ER’< ’( (+) . K;is)l ) )" *
L Pp Neurona N
GnRHérgica O Le £Rq

ARC

llustracion 4. Distribucion de las neuronas GnRHérgicas, kisspeptidérgicas y de tipo KNDy en el
hipotdlamo de la rata. También se muestran los receptores que posee cada tipo neuronal.
Abreviaturas: AVPV: &rea anteroventral periventricular, ME: eminencia media, ARC: nlcleo arcuato,
ERa: receptor alfa de estrégenos, PR: receptor a progesterona, Kissl: receptor a kisspeptina, Dyn:
dinorfina, NKB: neurokinina B, KNDy: neuronas capaces de secretar kisspeptina, neurokinina B y
dinorfina (Elaborado por Mufioz de la Torre).

El gen que transcribe la kisspeptina es el KISS1/kiss1 (Clarke et al., 2015); en el
humano el gen cuenta con 4 exones de los cuales los primeros dos son no
codificantes y los ultimos dos generan un péptido de 145aa (Clarke et al., 2015). La
maduracién de este péptido dara lugar a la kisspeptina (de 54aa en humano y 52aa
en el raton) (Pinilla et al., 2012); la cual puede ser reducida a péptidos de 14, 13y
10 aminoécidos (Clarke et al., 2015). La transcripcion de kisspeptina aumenta ante
la presencia de estradiol (Clarkson, 2013) y leptina (Castellano et al., 2011; Clarke
et al., 2015) y es inhibida por la grelina (Forbes et al., 2009). El receptor para la
kisspeptina es el GPR54, actualmente catalogado como KisslR. Se trata de un
receptor acoplado a una proteina de tipo Gq (Kauff & Editors, 2013; Clarke et al.,

2015), presente en diversas regiones como el pancreas, el tejido adiposo y diversas
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areas del sistema nervioso como las neuronas GnRH (Uenoyama et al., 2011; Pinilla
et al.,, 2012; De Bond & Smith, 2014). La interaccion entre las neuronas
kisspeptidérgicas y GnRH varia de acuerdo con el sexo y la etapa de desarrollo del
animal (Ferrini et al., 2001; Steiner, 2013; Clarkson et al., 2014), lo cual se refleja

en los cambios observados en el eje HHG.

El eje HHG durante el desarrollo de la rata y diferencias entre sexos

El eje HHG es el orquestador de los cambios en la dinamica reproductiva a través
de las diferentes etapas de desarrollo de los mamiferos (Uenoyama et al., 2015). El
desarrollo de los animales, en especifico de las ratas, esta dividido en las siguientes
etapas: neonatal, infantil, juvenil, puberal y adulto (McCutcheon & Marinelli, 2009).
Cada etapa esté caracterizada por diferentes eventos a nivel reproductivo (Tabla 2)
y aunado a esto se ha descrito la presencia de dimorfismo sexual en el
funcionamiento del eje HHG (Gottsch et al., 2004; Clarkson & Herbison, 2006;
Uenoyama, Pheng, et al., 2016; Kaprara & Huhtaniemi, 2018). Las hembras tienen
un mayor namero de neuronas kisspeptidérgicas en el AVPV (Gottsch et al., 2004;
Clarkson & Herbison, 2006; Uenoyama, Pheng, et al., 2016; Kaprara & Huhtaniemi,
2018) y durante la pubertad presentan un incremento mayor de kisspeptina y Kiss1R
que el macho (Takumi et al., 2011). Como se puede observar en la Tabla 2, en las
primeras etapas de vida del animal se establece el dimorfismo sexual que permitira
la correcta activacion del eje HHG al llegar a la pubertad, permitiendo que el animal
pueda reproducirse en la vida adulta; pero cuando alguna de las partes del eje
presenta alteraciones se desarrollan diferentes tipos de enfermedades que dificultan

o impiden la reproduccion (Plant & Zeleznik, 2015).
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Tabla 2. Cambios observados en el eje HHG en las diferentes etapas de desarrollo de los

animales.
Etapa de Edad - .
desarrollo %d;iisd((j)t)a Caracteristicas del eje HHG
e Disminucién en la concentracion de las hormonas esteroideas
(Mayer et al., 2010; Terasawa et al., 2013).
e Lasecrecidn de GnRH se mantiene de forma basal dejando asi al
sistema reproductor en pausa (Terasawa et al., 2013; Plant &
Zeleznik, 2015).
Neonatal 0-7 d primeros dias de nacido @ primeros dias de nacido
Las neuronas GnRH aumentan la | Inicia el proceso de ensamblaje
testosterona activando las folicular; formando la reserva
neuronas kisspeptidérgicas en folicular del ovario (McGee &
AVPV para iniciar la Hsueh, 2000; Pepling, 2012;
diferenciacion sexual del cerebro | Smith et al., 2014).
(Clarkson et al., 2014).
e El eje HHG sigue en pausa.
?
Infantil 7-21 En el ovario inicia el proceso de
reclutamiento inicial de los
foliculos los cuales no se ovulan y
sufren de atresia (el proceso por
el cual se degeneran),
disminuyendo la reserva folicular
(McGee & Hsueh, 2000).
e El eje HHG sigue en pausa
Juvenil 21-puber ?

En el ovario se mantiene el
proceso de reclutamiento inicial
(McGee & Hsueh, 2000).

Continua en la siguiente pagina .....
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Etapa de

Edad

Caracteristicas del eje HHG

desarrollo  (dias de nacido)
e Activacion del eje HHG.
e Incremento en la expresién de ARNm de kisspeptina y kisspeptina
en el sistema nervioso central (Steiner, 2013).
3 ?
Incremento en las Incremento en las
concentraciones de concentraciones del estradiol.
testosterona. Incremento en la liberacion de LH
Inicio del ciclo de produccién y de la GnRH (Mayer et al., 2010;
¢ espermética (Lewis et al., Terasawa et al., 2013).
Paber 32-34 2002). Presencia de apertura vaginal,
g En el dia 30 podemos signo fisico que indica la
45-48 observar que los testiculos activacion del eje HHG
completaron es descenso al Establecimiento del ciclo estral
escroto (Pham et al., 2005). (Westwood, 2008; Paccola et al.,
La separacién prepucial 2013):
ocurre aproximadamente al -Duracién de 4-5 dias: estro,
dia 39, indicando la diestro 1, diestro 2 y proestro;
presencia de algunas veces hay duplicacién de
espermatozoides motiles y el una fase.
incremento de andrégenos -Depende de las fluctuaciones
circulantes (Korenbrot et al., hormonales ciclicas
1977). causadas por el ciclo ovarico.
?
63 en
adelante
Adulto e Incremento en el nimero de espinas dendriticas de las neuronas
3 GNRH (Li et al., 2009).
70 en
adelante

Continua en la siguiente péagina .....
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Etapa de Edad Caracteristicas del eje HHG
desarrollo (dias de nacido)

?

Presentan ciclos estrales
regulares (McCutcheon &
Marinelli, 2009).

Liberacion de GnRH en forma
pulsatil equivalente a la liberacion
pulsatil de la LH (Plant, 2015;
Uenoyama, Pheng, et al., 2016).

Durante el proestro:

Q J -Aumento de la sensibilidad del
63 en Presenta conducta sexual gonadotropo.
adelante | Los espermatozoides ya -Liberacion masiva de LH
Adulto 4 presentan motilidad -Incremento en la expresion de
(McCutcheon & Marinelli, los receptores a GnRH
70 en 2009) (Herbison, 2016).
adelante -Los foliculos preovulatorios

incrementan la sintesis y
secrecion de estradiol
-Incremento de la transcripcion
de la subunidad B de la LH
(Herbison & Pape, 2001).
-Incremento de la transcripcion
de la subunidad 3 de la FSH
gue persiste durante la mafiana
del estro (Thompson & Kaiser,
2014; Stamatiades & Kaiser,
2018).

Continua en la siguiente pagina .....
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Etapa de

Edad Caracteristicas del eje HHG
desarrollo
3 ?
Adulto mayor: Adulto mayor:
Aumento en la actividad en la Pérdida del ciclo estral a los 12-
¢ sintetasa del 6xido nitrico en 18 meses
6 meses el hipotalamo que aumenta el -Varia seglin la cepa
en oxido nitrico lo que provoca Sprague-Dawley 6-12 meses
adelante
la muerte de las neuronas (D’Albora et al., 2000).
Adulto 3 GnRH 'y de oxitocina Pérdida de la reserva folicular
alterando asi la funcién y disminucién en la produccion
24
reproductiva, lo que a su vez de hormonas esteroideas
meses
causa una disminucion en la (McGee & Hsueh, 2000).
en
testosterona sérica,
adelante . i )
hipoespermatogénesis y una
disminucién en la funcion
copulatoria (Ferrini et al.,
2001).

Alteraciones del eje HHG

Los problemas reproductivos surgen a raiz de alguna alteracion en el eje HHG que
surge en cualquier etapa del desarrollo, ejemplo de esto una migracién incompleta
de las neuronas GnRH y la alteracién en la secrecion de hormonas por parte del eje
HHG. Se ha reportado que durante el desarrollo embrionario de ovejas, el
incremento de testosterona causa hipertrofia de las neuronas KNDy reduciendo las
salidas neuronales al area preoptica y el hipotdlamo medio basal, alterando la
secrecion de GnRH y con ello disminuyendo la fertilidad (Cernea et al., 2015). En el
caso de las ratas hembra neonatas, la administracion de estrégenos causa
disminucion en el numero de neuronas kisspeptidérgicas en AVPV y disminuye la
liberacién de LH en la etapa adulta (Usuda et al., 2014). Por otro lado, en ratas
neonatales la orquidectomia resulta en la feminizacion de la expresion del gen
KISS1/kissl en AVPV, mientras que en hembras la castracién neonatal resulta en
la masculinizacion en la expresion de neuronas kisspeptidérgicas en AVPV
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(Uenoyama, Tomikawa, et al.,, 2016). La presencia de hormonas sexuales
esteroideas circulantes durante estadios embrionarios o postnatales es importante
para la diferenciacion sexual y el correcto establecimiento del eje HHG, siendo asi

la primera ventana donde se establece el funcionamiento del eje HHG.

La segunda ventana es en la etapa puber ya que los cambios hormonales modifican
el funcionamiento del eje HHG. En las hembras puberes expuestas a altas
concentraciones de androgenos disminuye la expresion del ARNm de kisspeptina
en AVPV en la etapa adulta en comparacion con las ratas sin exposicion a
androgenos, siendo similar a lo secretado por los machos (Gottsch et al., 2004;
Clarkson & Herbison, 2006; Kaprara & Huhtaniemi, 2018). Por otro lado, en hembras
de 26 dias la administracion intracerebroventricular diaria de kisspeptina por 6 dias
causO que la apertura vaginal ocurriera 3-5 dias antes que los animales control
(Navarro et al., 2004), y al administrar el antagonista 234 a kisspeptina provoco el
retraso en la edad de apertura vaginal (Millar et al., 2010). Lo anterior apoya la idea
de que la kisspeptina juega un rol importante en el establecimiento de la pubertad.
Pero no solo los cambios hormonales pueden desencadenar alteraciones del eje

HHG, también algunas enfermedades afectan el eje HHG.

En el caso de ratones con hipogonadismo hipogonadotrépico se ha mostrado la
disminucién en la secrecion de GnRH, de esteroides y del nUmero de neuronas
kisspeptidérgicas en AVPV respecto al control (Clarke et al., 2015). En el caso de
los humanos enfermedades, como el sindrome de CHARGE, cuyo nombre es el
acronimo de los signos coloboma ocular, cardiopatia, atresia de las coanas, retraso
de crecimiento y/o desarrollo, hipoplasia genital, anomalias del pabellén auricular
y/o sordera (Layman et al., 2011) y el sindrome de Kallman (Hardelin, 2001), se
caracterizan por la alteracion en el proceso de migracion y la secrecion de las
neuronas GnRHérgicas que lleva a problemas en la secrecién de GnRH y el retraso
del establecimiento de la pubertad (Hardelin, 2001; Layman et al., 2011). Ademas,
se ha reportado en pacientes con enfermedades desmielinizantes como la MS, la
presencia de problemas reproductivos e incluso infertilidad (Merghati-Khoei et al.,

2013). Debido a que la MS puede surgir a cualquier edad se han realizado
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revisiones de reportes de casos los cuales reportan que la menarca aparece de
forma normal en mujeres que se diagnosticaron con MS antes de los 18 afos
(Merghati-Khoei et al., 2013; Waubant, 2018). Por otro lado, se ha reportado que en
el caso del surgimiento de la MS en etapa adulta, las mujeres con menarca
temprana y antecedentes familiares con MS son mas susceptibles a desarrollarla
(Waubant, 2018). Hasta ahora, no se han encontrado diferencias en el
establecimiento de la pubertad de los hombres con MS respecto a los sanos
(Waubant, 2018); tampoco se han identificado las alteraciones del eje HHG a nivel

central en estos pacientes.

Desmielinizacion y problemas reproductivos

La desmielinizacion es la pérdida parcial o total de la mielina del sistema nervioso
central o periférico; este proceso se produce de manera normal durante el
establecimiento de rutas de comunicacién del sistema nervioso, pero también puede
surgir como un proceso derivado de alguna enfermedad o lesién (Brinkmeyer-
Langford et al., 2018; Dennis & Valentine, 2018). La desmielinizacién es afectada
por la presencia de las hormonas esteroideas. Ejemplo de esto es que ante las altas
concentraciones de cortisol durante el desarrollo fetal y postnatal se reduce la
mielinizacion (Bohn & Friedrich, 1982; Hirst et al., 2016). Por otro lado, en ratas
adultas, los glucocorticoides disminuyen el avance del proceso desmielinizante

causado por la inflamacion (Sugimura et al., 2005).

En el caso de los esteroides sexuales se ha mostrado que son factores que
estimulan la formacion de la mielina y evitan su dafio ya que disminuyen la actividad
inflamatoria y actian como neuroprotectores (Miller, 2002; Ghoumari et al., 2003;
Marin-Husstege et al., 2004; Spence et al., 2011; Spence & Voskuhl, 2012; Roved
et al.,, 2017; Avila et al., 2018). La progesterona, la testosterona y el estradiol,
controlan el avance de la desmielinizacién patolégica y se han usado como
tratamiento para diversas enfermedades desmielinizantes (Goodin, 2014; Voskuhl
et al., 2016; Ghoumari et al., 2020).
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El origen de las enfermedades desmielinizantes es idiopatico ya que puede ser
derivado de una infeccion viral, de trastornos metabdlicos adquiridos, de procesos
de isquemia-hipoxia, de presion focal y por procesos inflamatorios (Love, 2006).
Una de las enfermedades desmielinizantes mas comunes es la MS. Esta
enfermedad se presenta en el 70% de los casos entre los 20 y 40 afios, con una
prevalencia del 75% en las mujeres y 25% en los hombres (Sanders et al., 2000;
Toro, 2000; Rowan, 2002). Se han reportado 2.3 millones de enfermos con MS en
el mundo y existen unos 20 mil casos en México (Salud, 2016). Cada paciente tiene
un curso diferente y por sus caracteristicas se puede clasificar en: recaida-remision,
primaria-progresiva, secundaria-progresiva y progresiva-recaida (Rowan, 2002);
debido a los diferentes cursos que puede tomar la enfermedad se presentan una

gran variedad de sintomas.

De forma general los sintomas de la MS son vision borrosa o doble, distorsion en la
percepcidn del color rojo-verde o incluso ceguera de un 0jo, neuritis ptica, debilidad
muscular en las extremidades, dificultad al coordinar la marcha, pérdida del
equilibrio, espasticidad (aumento involuntario del tono muscular que lleva a la rigidez
y espasmos), fatiga y parestesia (tener sensaciones sensoriales anormales y
transitorias) (Rowan, 2002). Conforme la enfermedad avanza se pueden presentar
temblores, ataxia y un incremento en las anormalidades cognitivas (Toro, 2000;
Rowan, 2002).

Los pacientes con MS progresiva tienen hiperactividad del eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal (Wei & Lightman, 1997), mayores concentraciones de cortisol (Bergh et al.,
1999) e incremento en el tamafio de las adrenales (Reder et al., 1994). En el caso
de los pacientes con MS de tipo recaida-remision Heidbrink y colaboradores mostro
que tienen concentraciones de cortisol bajos en comparacion de pacientes que
presentan enfermedades neuroldgicas no inflamatorias y con respecto a personas
sanas. Ademas, reporta que durante la etapa de remision la concentracion de
cortisol es mas alta en el liquido cefalorraquideo que en aquellos pacientes que
cursan la fase aguda o una recaida de la MS (Heidbrink et al., 2010). La

concentracion baja de cortisol presentes en los pacientes con MS llevarian a que la
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actividad neuroprotectora y antiinflamatoria sea menor, ademas de que facilitan la
aparicion del evento agudo o recaida de la MS. Para mediar estos efectos se ha
planteado el uso de glucocorticoides sintéticos como la metilprednisolona en dosis
altas (500-2000 mg), ya que dosis menores son ineficientes posiblemente a la
inactivacion de la enzima 11BHSD12, previniendo la aparicion de insultos
inflamatorios (Heidbrink et al., 2010). También, se ha reportado un incremento en la
expresion de genes involucrados en la remielinizacion y en el efecto protector contra
el estrés oxidativo en el cerebro de cadaveres de pacientes femeninos de MS con
altos niveles de cortisol y sin dafio en la materia blanca (Melief et al., 2019). En
pacientes con MS que fueron tratados durante 5 afios con metilprednisolona
intravenosa (dosis 1000mg/dia, 5 dias cada 4-6 meses) se observo la reduccion del
volumen de los espacios negros o dafio observado en las imagenes de resonancia
magnética en T1 asi como la disminucién de la atrofia cerebral (Goodin, 2014). Ante
dichas evidencias es posible inferir que la activacién del eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenal (HHA) esta asociada con cambios en las vias moleculares que afectan el
desarrollo de la MS y que una terapia con glucocorticoides bien controlada ayudaria

a reducir los dafios causados por la desmielinizacion.

Aunado a lo anterior, se ha reportado la presencia de problemas reproductivos y
alteracion en el funcionamiento del eje HHG. En el caso de los hombres que
padecen MS, se reporta un decremento de la concentracion de testosterona asi
como hipogonadismo (Pakpoor et al., 2014; Glazer et al., 2018); entre un 50-90%
de los pacientes con MS presenta disfuncion sexual (Sanders et al., 2000; Foley &
Beier, 2006), aunado a esto se ha reportado que la sintomatologia de la MS es mas
grave en hombres en comparacion con la observada en las mujeres (Tomassini,
2005). Sin embargo, la tasa de estos signos no se ha podido establecer ya que hay
diferencia en la prevalencia en los diferentes estudios (Bove et al., 2014; Diaconu
et al., 2022). A nivel reproductivo se ha mostrado que no hay alteracion del volumen
seminal, del conteo espermatico total, ni de la movilidad espermatica en pacientes
con MS de tipo recaida-remision comparado con hombres sanos, y tampoco
observan cambios a lo largo de 12 meses (D’Amico et al., 2020). No obstante, los

resultados de este estudio podrian no ser concluyentes, de hecho los autores
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(D’Amico et al., 2020) sugieren incrementar la muestra ya que contaron con una

poblacion de 38 pacientes.

Entre el 40-85% de las mujeres que padecen MS presentan disfunciones sexuales
(Sanders et al., 2000; Foley & Beier, 2006) como ausencia de orgasmos (Celik et
al., 2013; Merghati-Khoei et al., 2013), por lo que hay insatisfaccion sexual causada
por problemas fisicos como la insensibilidad y el agotamiento fisico. Ademas,
presentan irregularidad menstrual, infertilidad, baja concentracion de la hormona
anti-Mulleriana y de estrogenos, alta concentracion de LH y FSH, baja poblacién de
foliculos antrales y poca reserva folicular, con una calidad deficiente de los ovocitos,
gue conduce a menor volumen ovarico (Cavalla et al., 2006; Sepulveda et al., 2016).
En otros casos la alta actividad de la hormona corticotropa se ha asociado con la
presencia del sindrome de ovario poliquistico en mujeres con MS (Cavalla et al.,
2006). Aproximadamente el 20% de las mujeres con MS presentan oligo-amenorrea
y signos clinicos de hiperandrogenismo, como la piel grasa, el hirsutismo y el acné
(Falaschi et al., 2001). En mujeres postmenopdausicas con MS se ha reportado
exacerbacion de los sintomas de la enfermedad, lo cual se ha relacionado con la
disminucién en las concentraciones de estrégenos que caracteriza a esta etapa de
la vida (Bove et al., 2015).

Los reportes de problemas reproductivos son mucho mayores en mujeres que
hombres, posiblemente debido a que la prevalencia es mayor en la mujer (Toro,
2000; Rowan, 2002), por lo que son ellas las que han optado por someterse a
tratamientos hormonales de fertilidad, que constan en la administracion de
agonistas de GnRH, FSH recombinante y progesterona, los cuales han resultado en
el incremento de la sintomatologia relacionada con el control motor (Correale et al.,
2012; Bove et al., 2020). Por ello es necesario determinar tratamientos de fertilidad
especificos para este tipo de pacientes y asi reducir ese tipo de efectos secundarios,
pero esto resulta complicado ya que hay muy poca informacion sobre las

alteraciones causadas por la desmielinizacién en el eje HHG.
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Analisis de las alteraciones del eje HHG por desmielinizacion

Para poder comprender las alteraciones del eje reproductivo derivadas de la
desmielinizacion es importante contar con modelos animales que presenten
desmielinizacién; uno de éstos es el modelo de encefalomielitis alérgica
experimental o EAE (Constantinescu et al., 2011). En este modelo la
desmielinizacion es causada por una reaccién inmune ante la administracion de
péptidos que dependiendo del &rea tratada desencadena un cuadro agudo, crénico
0 progresivo de la enfermedad (Link & Xiao, 2001). Se ha reportado que el retiro
abrupto de la dexametasona agrava los signos clinicos, pero al realizar un retiro
paulatino de los glucocorticoides, se previenen las recaidas (Sugimura et al., 2005).
En este modelo animal se ha identificado que los machos tienen la regulacion a la
baja de los niveles de ARNm de GnRH e incremento en la sintesis de progesterona;
en tanto que en la hembra existe una regulacién a la baja de los niveles de ARNm
de kisspeptina e incremento en la sintesis de progesterona (Milosevic et al., 2020).
Considerando que las enfermedades desmielinizantes son idiopaticas, es necesario
determinar si las alteraciones se presentan de la misma forma en otro tipo de

modelos de desmielinizacion como la rata taiep.

Rata taiep

Esta rata es una mutacion espontanea que surgio en la generacion F5 durante la
obtencion de una rata con una alta frecuencia de bostezo espontaneo denominada
HY (del inglés High-Yawning) a partir de la cepa Sprague-Dawely (SD). La rata taiep
fue desarrollada en la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla en 1989
(Holmgren et al., 1989). El nombre taiep es el acrénimo de los diversos sintomas
motores que presenta, temblor, ataxia, inmovilidad, epilepsia y paralisis de las
extremidades posteriores (Holmgren et al., 1989; Eguibar & Cortes, 2010). Los
individuos presentan hipomielinizacion inicial seguida de una desmielinizacion
progresiva del sistema nervioso central, reportandose, a los 12 meses la pérdida de
mielina en regiones rostrales del sistema nervioso central y en la médula espinal

(Duncan et al., 1992; Couve et al., 1997). A nivel de los oligodendrocitos se observa
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la acumulacion de los microtubulos lo cual causa problemas en el transporte de
proteinas formadoras de la mielina, desde el reticulo endoplasmico hacia la porcion
Cis del aparato de Golgi (Couve et al., 1997; O’Connor et al., 2000). Se conoce que
esta rata tiene una mutacion en el cromosoma 9 (Li et al., 2003), especificamente
en el gen Tubb4a en la Ala302Thr, la cual se encarga de codificar la B-tubulina y
que al ser modificada causa alteraciones en el proceso de la mielinizacion (Duncan
et al., 2017). Resulta interesante que aun con las alteraciones en la mielinizacion la
rata taiep llega a tener una supervivencia de mas de 2 afios, bajo los cuidados
adecuados (Duncan et al., 2017).

Las alteraciones en la formacion de la mielina en la rata taiep generan un cambio
en las propiedades eléctricas de las neuronas y de la transmisién sinaptica en la
médula espinal en el periodo postnatal durante los primeros 10 dias (Fuenzalida et
al., 2004). También se ha visto que presentan una respuesta inmadura de reflejo
monosinaptico en la segunda semana postnatal, que puede deberse a una
disrupcién en la interaccion entre la glia y las neuronas que es necesaria para
mantener una correcta funcion sinaptica (Bonansco et al., 2004; Fuenzalida et al.,
2004). En el hipocampo, se ha visto la existencia de una transmision asincronica
por una disfuncién en los mecanismos de liberacién de glutamato, que lleva a una
disfuncion no inmune de los oligodendrocitos y pérdida de la mielina; estas
caracteristicas se incrementan con la edad (Fuenzalida et al., 2009; Wilkins et al.,
2010). Se ha reportado un aumento en el precursor de proteina amiloide en la
sustancia blanca, lo que provoca anomalias del transporte axonal y una pérdida de
la mielina en el nervio Optico, alterando asi la morfologia del potencial de accion
compuesto y disminuyendo la velocidad de conduccién en condiciones in vitro
(Roncagliolo et al., 2006; Wilkins et al., 2010).

Ademas de los cambios estructurales que modifican la expresion de la mielina,
existe una disminucion de receptores metabotropicos a glutamato tipo 2 y 3 en el
hipocampo (Eguibar et al., 2014) y un aumento a citocinas en diferentes estructuras
del sistema nervioso central como el tronco encefalico, el cerebelo y la corteza

cerebral (Soto-Rodriguez et al., 2015). Acompafado de una menor expresion de las
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citocinas CXCL1 y CCL2 durante el proceso de desmielinizaciéon, contribuyendo asi
a la disminucién de la mielinizacién por parte de las células precursoras de
oligodendrocitos, de manera similar a lo observado en pacientes con MS (Eguibar
et al.,, 2014). También tienen menor expresion de CCL5, que contribuye a la
disminucién en la comunicacion entre el axén y la glia, esto es posiblemente
responsable de la desmielinizacidn de ciertas areas del sistema nervioso central de
la rata taiep (Eguibar et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015). Por su
sintomatologia y caracteristicas, la rata taiep representa un importante modelo
experimental. En el afio 2005, Foot y Blakemore la propusieron como un modelo
animal de enfermedades desmielinizantes (Foote & Blakemore, 2005b, 2005a;
Eqguibar & Cortes, 2010).

A nivel reproductivo se sabe que ambos sexo son fértiles, pero poseen una tasa de
reproduccion baja y una alta mortalidad postnatal (Holmgren et al.,, 1989). La
hembra taiep presenta una disminucion en la poblacién folicular a los 30 dias de
edad, quistes foliculares a los 90 dias, alteracién de la secrecion de hormonas
esteroideas y disminucion en la presencia de fibras noradrenérgicas ovaricas a los
30 y 90 dias de edad (Mufoz-de-la-Torre et al., 2018). En los machos se ha
observado que a partir de los 6 meses tienen dificultad para llevar a cabo la copula
(Holmgren et al., 1989) pero no se ha profundizado en el analisis de las alteraciones
reproductivas. Las alteraciones observadas en machos y hembras sugieren que las
estructuras que regulan la correcta funcion del eje HHG estan alteradas por el

proceso de desmielinizacion.
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Planteamiento del problema

Debido a las alteraciones reproductivas reportadas en pacientes de ambos sexos
con enfermedades desmielinizantes y al desconocimiento de las alteraciones en el
eje HHG en diferentes modelos de desmielinizacion, en el presente estudio
utilizamos a la rata taiep para caracterizar las alteraciones del eje HHG derivadas
de la desmielinizacion, en individuos de uno y otro sexo. Esta aproximacion nos
permitira entender como las enfermedades desmielinizantes merman la funcién
reproductiva y aportara informacion a tomar en cuenta en la implementacion de
terapias que mejoren la calidad de vida de los pacientes con enfermedades

desmielinizantes.

Por lo anterior, se caracteriz6 en ambos sexos las concentraciones séricas de LH,
la expresion de GnRH, kisspeptina y del receptor Kiss1R en el hipotdlamo. De Igual
forma, se mididé la concentracién sérica de testosterona, se realizd el analisis
espermatico y el analisis de la morfologia de los tubulos seminiferos para

profundizar mas en las alteraciones reproductivas de los machos taiep.
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Hipotesis

* La rata taiep presenta desmielinizacion progresiva del sistema nervioso
central por lo que posiblemente encontraremos desmielinizacion en las
regiones del AVPV, ARC y ME.

* Debido a los signos derivados de la desmielinizacién en la rata taiep es
posible que se dé un incremento del estrés del animal el cual causara el
aumento en el tamafio de las adrenales llevando a la disminucion del peso

del animal.

» Las alteraciones reproductivas en la rata taiep podrian derivarse de cambios
en el eje HHG como la disminucion en la expresion de kisspeptina, GnRH y
del receptor Kiss1R; asi como la disminucion de las concentraciones séricas

de LH; que podrian asociarse a el proceso desmielinizante.

» El macho taiep presenta niveles bajos de testosterona sérica, alteraciones a
nivel testicular y espermatico lo cual podria influir en la capacidad

reproductiva.
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Objetivo general

Para profundizar el conocimiento de las alteraciones en el eje HHG causadas por
las enfermedades desmielinizantes se caracterizd en las ratas taiep de ambos
sexos, las alteraciones en el peso corporal, el peso de los 6érganos reproductivos,
cerebro y adrenales, ademas la expresion hipotaldmica de GnRH , kisspeptina y de
Kiss1R, asi como la secrecion de LH. Aunado a esto en las ratas taiep hembras se
caracterizo la respuesta ovulatoria y en los machos se caracterizo la secrecion de

testosterona a nivel sérico, la histologia testicular y los parametros esperméticos.

Objetivos particulares

1. Analizar la presencia de mielina en el cerebro de las ratas taiep.

2. Analizar el peso corporal, el peso del cerebro, hipofisis, adrenales y 6rganos

reproductivos.
3. Analizar en las hembras a lo largo del ciclo estral:

La expresion de kisspeptina en ARC y AVPV.
La expresion de GnRH en la ME y AVPV.
La expresion del receptor Kiss1R en la ME y AVPV.

Las concentraciones séricas de LH.

® a0 T p

Analizar la cantidad de ovocitos ovulados y el porcentaje de animales

ovulantes.
4. Analizar en machos:

La expresion de kisspeptina en ARC y AVPV.

La expresion de GnRH en la ME y AVPV.

La expresion del receptor Kiss1R en la ME y AVPV.

Los cambios en las concentraciones séricas de LH y testosterona.

Los cambios en la morfologia de los tibulos seminiferos.

-~ o o o0 T p

Las alteraciones en los parametros espermaticos en la etapa adulta de los

animales.
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Metodologia

Se usaron 30 ratas taiep y como control se usaron 30 ratas SD; los machos se
recibieron de 90 dias y las hembras de 75 dias. Para determinar la expresion de
kisspeptina, GnRH y Kiss1R, se usaron de cada cepa 6 machos y 18 hembras; de
las cuales se usaron 6 animales en cada etapa del ciclo estral: estro, diestro,
proestro temprano (E, D, P respectivamente). Aunado a esto se usaron 3 animales
hembra y 3 machos de 90 dias de cada cepa para determinar la expresién de

mielina.

Sacrificio de los animales

El grupo de machos fue sacrificado en el dia 90 de edad. En el caso de las hembras
las ratas se sacrificaron a los 90+3 dias de edad, en alguna de las etapas del ciclo
estral (E, D, P). Cada fase fue identificada usando una muestra del epitelio vaginal
tomada entre las 9-10 am (Marcondes et al., 2002; Paccola et al., 2013), tomando
muestras por al menos 12 dias para determinar la ciclicidad del animal antes del
sacrificio. En el presente estudio, solamente se utilizaron hembras en proestro
temprano debido a que la obtencion de animales se complic6 como consecuencia
de la crisis de salud por COVID-19 surgida en los afos recientes.

Los animales se sacrificaron por sobredosis de pentobarbital sédico (63 mg/mL;
dosis normal 20 U.l./100 g peso corporal). Se colecté la sangre por puncion
cardiaca, dejandola coagular durante 30 minutos, posteriormente se retird el
coagulo y lo restante se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos (centrifuga
VELAB, VE-4000). Se separo el suero en alicuotas de 200 yL y se almacen¢ a -
20°C hasta el momento de la cuantificacion de hormonas.

Se disectaron el cerebro, los ovarios, el Gtero, los testiculos, vesiculas seminales,
el epididimo y las adrenales, los cuales se pesaron en fresco (sin grasa visceral) en
una balanza analitica (OHAUS, AS120); cada organo fue pesado una sola vez. El
cerebro, los ovarios y los testiculos se fijaron usando Buffer Neutral de
Formaldehido (BNF) al 10% (BNF10%) para posteriormente ser incluidos en

parafina.
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Deteccidon de mielina en cerebro

Los cerebros fueron fijados por inmersién en BNF10% por 18-24 h, e incluidos en
parafina; fueron cortados en un microtomo a un grosor de 10 um y colocados en
laminas gelatinizadas. Se eliming la parafina de los cortes usando 2 bafios de xilol,
alcohol 100%, 96%, 80%, 50% y agua. Posteriormente se siguieron los pasos
descritos en la técnica de Woelcke (Carpentier et al., 2012), que consiste en colocar
los tejidos desparafinados en una solucién de sulfato férrico aménico al 2.5%
durante 16-18 h. Después se colocaron en hematoxilina por 1.5-2 h. Para realizar el
aclarado de los cortes se colocaron en alcohol 80% hasta que se perdiera el exceso
de tincion; una vez aclarados se procedié a realizar la deshidratacion mediante 2
bafios de alcohol 96%, 100% vy xilol para finalmente colocar el medio de montaje y
el cubreobjetos. Para evitar la diferencia en color entre los tejidos de las ratas taiep
y SD las muestras de ambas cepas se tifieron a la par. Posteriormente se tomaron
fotos de los cortes usando un microscopio Zeiss Primo Star Pack 1 con una cAmara
Moticam 3.0MP, todas las imagenes se guardaron en formato TIFF.

Inmunofluorescencia

La obtencion del tejido se hizo siguiendo la metodologia de acuerdo con Salehi,
2013; los tejidos fueron fijados por inmersién en BNF 10% de 18-24 hrs., e incluidos
en parafina. Empleando un microtomo se realizaron 16 cortes coronales de 10 pm
por animal, 8 del AVPV y 8 del ARC-ME; la identificacion de las estructuras se
realizé de acuerdo con el atlas de Paxinos & Watson (Paxinos & Watson, 1998). Los
cortes seleccionados para AVPV se localizan entre las regiones bregma -0.26 a -
0.40 y para ARC-ME se localizan entre bregma -2.12 a -3.30 mm. Todos los cortes
fueron colocados en laminas gelatinizadas y permanecieron toda la noche en el
horno de secado a 37°C, a la mafiana siguiente fueron desparafinados.

La recuperacion antigénica se realizé usando buffer de citrato (10mM &acido citrico,
0.05% Tween 20, pH 6; 92°C) por 30 minutos. Después se procedio a realizar el
bloqueo colocando los cortes en una solucion de caseina 0.25% durante 2 horas.

Se incubo durante 24 hrs con los anticuerpos diluidos en buffer salino de fosfatos
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(PBS, Tabla 3) a 4°C en una camara humeda en la oscuridad, posteriormente fueron

montados con medio de montaje (Micromount Leica Biosystem).

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en la inmunofluorescencia.

Anticuerpo Dilucion #Catalogo/Marca
KiSS1 receptor Polyclonal Antibody, | 1:150 bs-2501R-Cy3 / Bioss
Cy3 Conjugated Antibodies Inc.
Kisspeptin Polyclonal Antibody, Cy5 | 1:150 bs-0749R-Cy5 / Bioss
Conjugated Antibodies Inc.
Gonadoliberin 1 Polyclonal Antibody, | 1:150 bs-10369R-A488 / Bioss
ALEXA FLUOR® 488 Conjugated Antibodies Inc.

Adquisicion y analisis de las imagenes de inmunofluorescencia

Para la adquisicion de las imagenes se realizO microscopia de fluorescencia
confocal utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM5 PASCAL, usando el
objetivo plan-neofluar 40x/1.3 oil. La configuracion de las lineas laser y los filtros de

emisidn se encuentran en la Tabla 4.

Tabla 4. Configuracion de lineas laser y filtros de emision.

Fluorocromo Linea laser Filtro de emisién
Alexa fluor 488 488 nm 530 nm
Cy3 514 nm 560 nm
Cy5 633 nm 650 nm

Las imagenes fueron capturadas usando el Carl Zeiss Laser Scanning Systems
LSM 510: el color rojo se us6 para kisspeptina, el verde para GnRH y el amarillo
para KisslR. Todas las imagenes se guardaron en formato TIFF y se exportaron
con el programa LSM Image Browser version 3.4.0.359. En total se evaluaron 768

cortes coronales (384 cortes por area, 96 cortes por cepa, 48 cortes por grupo),
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obteniendo un total de 3040 imagenes (1520 cortes por area, 380 cortes por cepa,
190 cortes por grupo).

Se determind la intensidad de fluorescencia, la cual en este trabajo es considerada
como una aproximacion de la cantidad de péptido (kisspeptina, GnRH o Kiss1R)
disponible en los cuerpos celulares o fibras de la muestra, esto debido a que los
anticuerpos estan disefiados para unirse a una sefial especifica. Se usé la
herramienta histograma de color del software ImageJ 1.50i (NiH, USA,
https://imagej.nih.gov/ij/index.html) para obtener el valor medio de color el cual
representa la intensidad de fluorescencia. Se determiné la presencia de color o
fluorescencia en las imagenes control negativo para que fuera el valor de linea de
base o ausencia de fluorescencia. Los cuerpos celulares inmunorreactivos (IRcb) y
las fibras que se consideraron presentaban una marca positiva del anticuerpo son
aguellas que presentaban una media de color mayor a la linea base. Para el caso
de la intensidad de fluorescencia de IRcb a kisspeptina se evaluaron en total 720
IRcb, 480 en ARC y 240 en AVPV de 48 rebanadas por grupo analizado. Para el
caso de la intensidad de fluorescencia de las fiboras GnRH en la EM se realizo la
selecciéon de un area de 1000px siguiendo la periferia de la estructura fluorescente,
se analizaron un total de 240 areas tomadas al azar en 48 rebanadas por grupo
analizado.

Solo para el caso del kisspeptina, se realizd el conteo de IRcb en las imagenes
obtenidas del AVPV y ARC. El conteo se realizé de forma manual, solo se contaron
los IRcb que poseian una forma definida ovalada cuya intensidad de fluorescencia
fuera mayor a la determinada por el control negativo y que se encontraran dentro
del area de 50000 um? establecida dentro de los limites de la region analizada de
acuerdo con el atlas de Paxinos & Watson (1998). Se realiz6 el analisis del
dimorfismo sexual del nimero de IRcb a kisspeptina, para lo que se compararon los
machos con las hembras en diestro, de acuerdo a lo reportado en la literatura
(Clarkson & Herbison, 2006; Takumi et al., 2011; Overgaard et al., 2013; Marraudino
et al., 2017).
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ELISA

Las concentraciones séricas de LH (ng/mL) y testosterona (ng/mL) fueron
cuantificadas mediante la técnica de ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA; Tabla 5).

La cantidad de suero utilizado fue de acuerdo con las indicaciones del fabricante
(100uL por muestra). Se colocaron los estandares, el control y las muestras en la
microplaca, posteriormente de acuerdo a las indicaciones del fabricante se
colocaron el conjugado enzimatico, la solucidén substrato y la solucién de paro. Se
procedio a leer la placa en el lector de microplacas para absorbancia (Bioteck,
ELx800) usando el programa KCjunior, con una longitud de 450nm y diferencial de
630nm.

Tabla 5. Caracteristicas de los kits de ELISA.

Kit usado Coeficientes
- LH ELISA kit Enzo (ENZ- 5.3% Coeficiente de variacion intraensayo.
KIT107) 15.5% Coeficiente interensayo.

Sensibilidad de 0.612ng/mL.

- Testosterona libre (DRG 4% Coeficiente de variacion intraensayo.
International Inc., USA) 9% Coeficiente interensayo.
Sensibilidad de 16ng/mL.

Conteo de ovocitos y porcentaje de animales ovulantes

Se obtuvieron los oviductos de las ratas sacrificadas en estro. Se colocé cada
oviducto en un portaobjetos y usando un microscopio estereoscoépico Leica EZ4 se
localizo el ampula, posteriormente con una aguja se revento el ampula para permitir
la salida de los ovocitos. Se identificaron y contaron todos los ovocitos que salieron
del ampula.
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Debido a que hubo animales que no ovularon se incremento la n en ambos grupos
igualandolos para obtener 6 animales en estro y que ovularon de cada cepa para
realizar los analisis establecidos. Esto nos permitié calcular el porcentaje de

animales ovulantes, usando la siguiente formula:

) numero de animales que ovularon
% animales ovulantes = - X100
numero total de animales

Analisis espermatico

Se obtuvieron los epididimos de los machos de 90 dias. Se realizé un corte en la
cola de cada epididimo, cada epididimo se colocé en un vaso de precipitados vy
posteriormente se administraron 10 mL de PBS a 37°C; se dej6 reposar durante un
minuto para que los espermatozoides difundieran al medio (Seed et al., 1996).
Posteriormente se colocaron 100 pyL de la muestra en un portaobjetos al cual se le
colocd un cubreobjetos. Se usd un microscopio Zeiss (Alemania) con una
magnificacion de 40x para evaluar 5 campos de la muestra, solo se contaron y
clasificaron (Tabla 6) los espermatozoides integros y cuya cabeza estuviera dentro

del campo visual.

Tabla 6. Clasificacion de los espermatozoides de acuerdo con su movilidad.

Tipo de movilidad Caracteristicas

Movil progresivo Espermatozoides que presentan movimiento el cual le

permite avanzar en una direccion.

Movil no progresivo | Espermatozoides que presentan movimiento pero no

avanzan.

No movil Espermatozoides que no se mueven.

Informacién tomada de (Seed et al., 1996; Ismael et al., 2017)
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Morfologia de los tubulos seminiferos

Los testiculos fueron fijados en NBF10%, posteriormente fueron deshidratados e
incluidos en parafina. Ulterior a esto se procedié a cortar en un microtomo a 10 um
de grosor obteniendo 16 cortes no seriados por testiculo. Los cortes fueron
colocados en portaobjetos gelatinizados y tefiidos con hematoxilina-eosina. Para
realizar el analisis morfologico se tomaron 720 imagenes a 10X (360 imagenes por
cepa, 60 imagenes por rata, 30 imagenes por cada testiculo) usando la cdmara
Moticam (Motic®) y un microscopio optico Zeiss (Germany). Se procedio a clasificar
y contar los tubulos seminiferos presentes en las imagenes de cada testiculo y por
grupo de acuerdo con la Tabla 7. De las imagenes obtenidas se seleccionaron al
azar 960 tubulos seminiferos (480 por categoria de clasificacién, 240 por cepa, 40
por rata, 20 por testiculo izquierdo y 20 por testiculo derecho) y se uso el software
ImageJ 1.50i (NiH, USA, https://imagej.nih.gov/ij/index.html) para determinar el

area, didmetro y perimetro de los tabulos seminiferos.

Tabla 7. Clasificacion de los tibulos seminiferos.

Estadi . . -
Grupo s;e 10 Criterio Ejemplo ilustrado del tipo celular

desarrollo

No se observa sistema
acrosomal en las
espermatides con

microscopia de campo claro;
las espermatides del nimero

1 '3 ~ . ” X
son mas pequeiias que las /;\D. Prsa
del 2 o) @ cr :2

El estadio comienza cuando €
se observan los primeros
granulos proacrosomales o

1-111 acrosomales. La vesicula
acrosomal no se ha aplanado
lo suficiente para formar un
hemisferio en la superficie

nuclear.

38



Expresion de GnRH, Kisspeptina y KISS1R en la rata taiep | LPMT

Este estadio comienza /

cuando las vesiculas
acrosomales forman un
hemisferio en la superficie
nuclear y termina antes de
que el angulo subtendido por
el acrosoma que se extiende
en la superficie nuclear es de
40

El angulo subtendido por el
Vv .

acrosoma se extiende desde
40° hasta un maximo de 95°

El angulo subtendido por el
acrosoma se extiende desde
95° hasta un méaximo de
VI 120°; las espermatides
alargadas contintan dentro
de criptas profundas en las
células de Sertoli

Las espermatides alargadas
se mueven de la porcion
luminal del epitelio
seminifero y se alinean en el
VII lumen. El angulo del
acrosoma es mayor a 120°. El — -~
nucleo de las espermdtides ‘g‘ /:(- )

redondas no ha hecho o e
contacto con la superficie
celular.

El nucleo hace contacto con
la membrana plasmatica,
VI pero su forma aun no se
distorsionada de redonda o
levemente ovalada.
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El nucleo de la espermatide
se deforma de su forma
redonda u ovoide, pero no se
forma un angulo ventral.

La espermatide forma un
angulo ventral pero no se
observa angulo dorsal.

Xl

Xl

X

XV

La espermatide se alarga 'y
muestra un angulo dorsal; la
cabeza muestra una
superficie dorsal ligeramente
curva y aun no toma una
apariencia de “varilla
doblada”.

La superficie dorsal de la
cabeza de la espermatide
tiene apariencia de varilla
doblada; la tincion densa de

cromatina aun no esta
completa, indicando que la
condensacion aun no alcanza
el extremo caudal

Una tincién densa se
extiende por el nucleo de la
espermatide, indicando que
cromatina densa se puede
ver por toda la cabeza; el
estadio termina antes de que
comience la metafase
meidtica del diploteno de los

espermatocitos.

La presencia de la anafase
meidtica o telofase de
meiosis |, espermatocitos
secundarios o cualquier fase
de meiosis Il definen este

estadio.

‘O
v #
1
a3
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&
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N
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-
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Las imagenes y criterios fueron tomados de (Russell et al., 1993). Abreviaturas: 1-19: espermatides, P: espermatocitos
en paquiteno, In: espermatogonias intermedias, Inm: espermatogonias intermedias en mitosis, B: espermatogonias B,
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Bm: espermatogonias B en mitosis, Pl: espermatocito en preleptoteno, L: espermatocito en leptoteno, D: espermatocito
en diploteno, Z: espermatocito en zigoteno, M-I espermatocito en meiosis I, M-Il: espermatocito en meiosis II.

Analisis estadisticos

El peso de los 6rganos fue normalizado con respecto al peso corporal (PC), usando

la siguiente formula:

mg
100g de PC

<peso del 6rgano (g) » 100

* 1000 = peso relativo en
peso corporal (g)

La fluorescencia fue normalizada de 0 a 1, usando la siguiente formula:

valor a normalizar * 1

z — = valor normalizado 0 a 1
valor méas grande de fluorescencia

Valor mas grande de fluorescencia: esta el valor mas grande mostrado

en el histogrma de color del programa Image] 1.50i

A todos los datos obtenidos se les realizaron pruebas de normalidad mediante la
prueba de Shapiro-Wilks. Dependiendo si se trata de datos paramétricos o no
paramétricos, se usé la prueba t-student o de U de Mann-Whitney para la
comparacion de dos grupos. Para comparar mas de dos grupos y una categoria se
utilizé la prueba de ANOVA de 1 via seguida del analisis post hoc Holm-Sidak. Para
la comparaciéon de méas de dos grupos con 2 categorias se usé ANOVA de dos vias
seguida del analisis post hoc Holm-Sidak. Para la comparacion de dos grupos con
3 categorias se usaron ANOVA de 3 vias seguida del andlisis post hoc Holm-Sidak.
Las categorias usadas para este analisis se presentan en la Tabla 8. Para la
comparacion de porcentajes se realizé una prueba Z. Para todos los casos se

consideré como significativo un valor de p<0.05.

Tabla 8. Categorias usadas en la ANOVA 2 vias.

Categoria Parametros que incluye
Cepa (C) taiep y SD
Ciclo estral (CE) Diestro (D), Proestro (P), Estro (E)
Sexo (S) Macho, Hembra en diestro
Lado (L) Izquierdo y derecho
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Resultados
Mielina presente en el hipotalamo

La tincion de Woelcke se utilizé para mostrar el contenido de mielina en los cerebros
de las ratas taiep machos y hembras se observa una menor coloracion en azul en
comparacion con lo observado en las ratas SD. Este efecto se puede observar en
ambas estructuras analizadas, el ARC y AVPV (llustracion 5 e llustracidn 6). Esto
nos indica una menor presencia de mielina en los cerebros de las ratas taiep tanto
hembras como machos.
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llustracién 5. Presencia de mielina en el ARC y la ME de las ratas taiep y SD usando la técnica de
Woelcke. En a) se muestra un esquema donde se indica en rojo el ARC y en verde la ME, imagenes
tomadas de Paxinos y Watson, 1998. En b) se muestran cortes coronales del cerebro de ratas taiep
y SD en diferentes aumentos. La tincion en azul indica la presencia de mielina. Abreviaturas: ARC:
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ndcleo arcuato, ME: eminencia media, SD: Sprague-Dawley, MF: fibra de mielina, NB: cuerpo
neuronal, 3V: 3er ventriculo.

a)

' /AVPV

Intoraural $74 mm Brogma 0.3 men

llustracién 6. Presencia de mielina en el AVPV de las ratas taiep y SD usando la técnica de

Woelcke. En a) se muestra un esquema donde se indica en rojo el AVPV, imagenes tomadas de
Paxinos y Watson, 1998. En b) se muestran cortes coronales del cerebro de ratas taiep y SD en
diferentes aumentos. La tincion en azul indica la presencia de mielina. Abreviaturas: AVPV: area
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anteroventral periventricular,SD: Sprague-Dawley, MF: fibra de mielina, NB: cuerpo neuronal, Ox:
quiasma éptico, ac: comisura anterior.

Caracterizacion de las hembras taiep (90 dias)
Caracterizacion del ciclo estral

Las ratas taiep presentan un ciclo estral irregular en comparacién con las ratas SD
(llustracion 7); sin embargo al analizar el porcentaje de cuantos M, D, Py E
observamos durante el periodo evaluado no observamos diferencias significativas
entre ambas cepas (Tabla 9).

taiep SO

llustracion 7. Ciclo estral de las ratas taiep y SD. Se muestra el ciclo estral de 6 ratas (3 taiep y 3

SD); las flechas rojas indican los puntos donde se pierde la continuidad del ciclo. Abreviaturas: M -
metaestro, D - diestro, P — proestro temprano, E — estro, SD: Sprague-Dawley.

Zovm Z209%m
|
S0vm SO0wm

S0wm

L

>
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Tabla 9. Porcentaje de la presencia de cada etapa del ciclo estral.

Etapa del ciclo estral SD taiep Z p
M 23.81% 17.86% 1.54 0.13
D 26.19% 31.35% 1.18 0.24
P 26.19% 27.38% 0.20 0.84
E 23.81% 23.41% 1.1E1° 1
TOTAL 100% 100%

Los datos estan representados en porcentaje. n=18 por cepa. La prueba usada fue la
prueba de Z. Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley, M - metaestro, D - diestro, P — proestro
temprano, E — estro, SD: Sprague-Dawley.
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Peso corporal

En la Gréafica 1 se presentan los pesos corporales de las hembras taiep y SD a lo
largo del ciclo estral. El analisis de ANOVA de 2 vias mostré que las ratas taiep
tuvieron menor peso corporal que las ratas hembra SD (DF=1, F=237.44, p<0.001),
sin importar la etapa del ciclo estral en que se encontraran (DF=2, F=0.39, p=0.68).
También mostré que no hay interaccion entre ambas factores (DF=2, F=1.63,
p=0.21), (Gréfica 1).
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Graéfica 1. Peso corporal de las ratas taiep y SD hembras dependiendo su etapa del ciclo estral. Los
valores mostrados en la grafica se presentan como la media + e.e.m. Andlisis ANOVA 2 vias seguida
de post hoc Holm-Sidak * taiep vs SD, p<0.001. Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley.
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Peso de los 6rganos

Con base al analisis se muestra que las ratas taiep tuvieron menor peso que las
ratas hembra SD (DF=1, F=64.70, p<0.001) (Tabla 10), sin mostrar diferencias entre
las etapas del ciclo estral (DF=2, F=2.76, p=0.08), ni en la interaccién entre ambas
categorias (DF=2, F=0.0947, p=0.910).

El analisis del peso de la hipofisis no mostro diferencias significativas entre las ratas
taiep y las ratas SD por la categoria cepa (DF=1, F=1.120, p=0.298), etapa del ciclo
estral (DF=2, F=2.237, p=0.124) o interaccion (DF=2, F=1.497, p=0.240). Los
valores de la media + error estdndar de la media (e.e.m.) se muestran en la Tabla

10 para cada etapa del ciclo estral.

La masa adrenal de las ratas taiep es mayor en comparacion con las ratas SD
(DF=1, F=22.233, p<0.001) (Tabla 10), sin mostrar diferencias entre las etapas del
ciclo estral (DF=2, F=0.204, p=0.817) o la interaccion entre ambas categorias
(DF=2, F=0.653, p=0.528).

Con respecto al peso del utero el analisis no mostré diferencias entre las ratas taiep
y SD por cepa (DF=1, F=0.208, p=0.652), etapa del ciclo estral (DF=2, F=2.603,
p=0.091), o interaccién entre ambas categorias (DF=2, F=1.685, p=0.203). Los

valores de cada etapa del ciclo estral se muestran en la Tabla 10.

Con base en los resultados del ANOVA de 3 vias se muestra que no hay diferencias
significativas entre las ratas taiep y SD por cepa (DF=1, F= 1.769, p= 0.189), ni
etapa del ciclo estral (DF=2, F= 1.172, p= 0.317), ni lado analizado (DF=1, F=
0.0654, p= 0.799). Ademas no se observd ningun tipo de interaccion entre las
diferentes categorias (interaccion C x CE, DF=2, F= 2.036, p= 0.140; interaccion C
x L, DF=1, F= 0.355, p= 0.554; interaccion CE x L, DF=2, F= 0.879, p= 0.421,
interaccién C x CE x L, DF=2 F=1.105, p= 0.338). El peso de los ovarios en cada
etapa del ciclo estral se muestra en la Tabla 10.
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Tabla 10. Peso del cerebro (g), de las adrenales (mg/100g PC) y de los érganos del aparato
reproductor (mg/100g PC) de las ratas taiep y SD hembras en las diferentes etapas del ciclo estral.

CE Organo SD taiep D'f::zic; de t p
Cerebro 1.42+0.03 1.28+£0.01 0.15 4.32 <0.001
Hipofisis 7.94+0.49 8.45+0.55 - - -
Masa adrenal 28.81+3.04 34.34+0.91 - - -
D Utero 194.25+16.47 186.99+18.19 - - -
Izquierdo 19.23+0.61 23.81+3.41 - - -
Ovarios
Derecho 18.33+£1.08 19.27+3.88 - - -
Cerebro 1.43+0.01 1.27+0.02 0.16 4.68 <0.001
Hip6fisis 7.21+0.39 8.55+0.67 - - -
o Masa adrenal 25.06+1.46 35.36+2.91 10.30 342  0.002
Utero 255.45+27.03 226.09+19.24 - - -
Izquierdo 21.57+1.83 23.04+1.99 - - -
Ovarios Derecho 19.23+1.25 26.33+2.38 g g £
Cerebro 1.38+£0.032 1.22+0.026 0.17 4.93 <0.001
Hipofisis 7.35+0.48 6.87+£0.55 - - -
- Masa adrenal 26.45+1.96 35.24+1.67 8.79 291 0.007
Utero 215.14+13.51 282.69+52.05 - - -
Izquierdo 22.76+2.81 19.56+2.29 - - -
Ovarios Derecho 22.69+1.83 22.14+1.13 - - -

Los datos se presentan como la media + e.e.m, n=6 por grupo. Ademas se muestran la diferencia de medias,

ty p de las comparaciones en pares estadisticamente significativas obtenidas con la prueba post hoc Holm-

Sidak realizada en las diferentes ANOVAs de 2 vias con un factor significativo. Abreviaturas: CE: ciclo estral,

D: diestro, P: proestro, E: estro, mg/100g PC; miligramos por cada 100g de peso corporal, SD: Sprague-

Dawley.
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Porcentaje de animales ovulantes y numero de ovocitos ovulados

El analisis no muestra diferencias en el porcentaje de animales taiep ovulantes
comparado con las ratas SD (Tabla 11). Por otro lado, se observé que el nUmero
promedio de ovocitos encontrados en los oviductos no fue diferente entre las ratas

taiep y SD, sin importar el lado analizado (Tabla 11).

Tabla 11. Ovulacion en las ratas SD vy taiep.

SD taiep Z p
% Animales ovulantes 88.8% 66.8% 0.56 0.58
% Animales no ovulantes 11.2% 33.4% 0.57 0.57
SD taiep DF t p
#deovocitos | quierdo | 4.63+0.59 2.25+1.25 10 1.97 0.08
encontrados en
oviducto Derecho 3.88+0.61  3.00+2.00 10 0.54 0.59

Los datos estan representados en porcentaje para los animales ovulantes y media + e.e.m para los ovocitos
ovulados. n=9 para determinar la ovulacion, n=6 para el conteo de ovocitos. Las pruebas usadas fueron la

prueba de Z para porcentajes y t-Student para el conteo. Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley

Concentracion sérica de LH por etapa del ciclo estral

El andlisis de la concentracién sérica de LH en las hembras de 90 dias mostré que
las ratas taiep tienen una menor concentracion en comparacion con las ratas SD
(DF=1, F=14.65, p<0.001), sin diferencias significativas de acuerdo con la etapa del
ciclo estral (DF=2, F=0.326, p=0.725) ni con la interaccion de ambas categorias
(DF=2, F=1.097, p=0.348). El analisis de comparaciones por pares mostro la
disminucién de la concentracion de LH en la rata taiep en proestro y estro (Gréafica
2).
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Gréfica 2. Concentracion sérica de LH en las ratas taiep y SD hembras en diferentes etapas del ciclo
estral. Los valores mostrados en la grafica se presentan como media + e.e.m. Andlisis ANOVA 2 vias
seguida de post hoc Holm-Sidak * taiep vs SD, p<0.05. Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley.

Andlisis de la expresion hipotalamica de kisspeptina, GhnRH y el receptor
Kiss1R por etapa del ciclo estral.

Expresion de kisspeptina en ARC por etapa del ciclo estral

Se observo la presencia IRcb a kisspeptina en el ARC de las ratas taiep y SD en las

diferentes etapas del ciclo estral (llustracion 8).
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a)

Corte coronal

Corte sagital

Bregma -3.30 mm

llustracion 8. Expresion de kisspeptina en ARC por etapa del ciclo estral. En a) se muestra el
esquema de la ubicacion del ARC, modificado de Paxinos y Watson, 1998. En b) se muestra un
control negativo de la expresion de kisspeptina y en c¢) se muestran las micrografias de kisspeptina
en ARC de las ratas SD y taiep en diestro, proestro y estro. Las flechas blancas sefialan los cuerpos
celulares inmunorreactivos. En los recuadros se muestran acercamientos con zoom 4x de los
cuerpos celulares inmunorreactivos sefialados con la flecha blanca. Abreviaturas: ARC: nucleo
arcuato, 3V: tercer ventriculo, SD: Sprague-Dawley.
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El nimero de IRcb a kisspeptina es mayor en las ratas taiep en comparacion con
las ratas SD (DF=1, F=30.366, p<0.001) y varia de acuerdo con el ciclo estral (DF=2,
F=44.354, p<0.001), el analisis también mostro la interaccién de ambas categorias
(DF=2, F=6.317, p=0.005). La prueba post hoc Holm-Sidak muestra que durante el
proestro disminuye el nimero de IRcb en ambas cepas y en el estro la rata taiep

presenta un aumento de IRcb en comparacién con la rata SD en estro (Gréfica 3 a).

La intensidad de fluorescencia de kisspeptina es menor en las ratas taiep en
comparacion con las ratas SD hembras de 90 dias (DF=1, F=11.118, p=0.001),
cambia de acuerdo al ciclo estral (DF=2, F=38.125, p<0.001), y con la interaccion
entre ambas categorias (DF=2, F=5.320, p=0.006). La prueba post hoc Holm-Sidak
mostro que la mayor intensidad de fluorescencia se presenta en el estro de ambas
cepas en comparacion con las demas etapas del ciclo estral; y que la rata taiep en
estro tiene menor intensidad de fluorescencia comparado con la rata SD en estro
(Gréfica 3 b). Esta disminucioén en la intensidad de fluorescencia se ve compensada
por el mayor nimero de IRcb que presentan las ratas taiep al compararse con las
ratas SD. No se observan cambios en las demas etapas del ciclo estral entre las

ratas taiep y SD.
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Graéfica 3. Expresion de kisspeptina en el ARC de la rata taiep y SD en las diferentes etapas del ciclo
estral. En a) se muestra el numero de IRcb a kisspeptina en las ratas taiep y SD en las diferentes
etapas del ciclo estral (total analizado: 288 cortes). En b) se muestra la intensidad de fluorescencia
de los IRcb de las ratas taiep y SD en las diferentes etapas del ciclo estral (total analizado: 360 IRcb,
n= 60 IRcb por grupo). Los valores mostrados en la grafica se presentan como la media + e.e.m. *
taiep vs SD, p<0.05; & comparacién entre las diferentes etapas del ciclo estral de la misma cepa,
p<0.05; analisis ANOVA 2 vias seguida de post hoc Holm-Sidak. Abreviaturas: IRcb: cuerpos
celulares inmunorreactivos, SD: Sprague-Dawley, D: diestro, P: proestro, E: estro.
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Expresion de kisspeptina en AVPV por etapa del ciclo estral

Se observo la presencia IRcb a kisspeptina en AVPV en las ratas taiep y SD a lo

largo del ciclo estral (llustracion 9).

a) b)

Corte coronal

Corte sagital

Bregma -0.30 mm

llustracion 9. Expresion de kisspeptina en AVPV por etapa de ciclo estral. En a) se muestra el
esquema de la ubicacion del AVPV, modificado de Paxinos y Watson, 1998. En b) se muestra un
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control negativo de la expresion de kisspeptina y en c¢) se muestran las micrografias de kisspeptina
en AVPV de las ratas SD y taiep en diestro, proestro y estro. Las flechas blancas sefialan los cuerpos
celulares inmunorreactivos. En los recuadros se muestran acercamientos con zoom 4x de los
cuerpos celulares inmunorreactivos sefialados con la flecha blanca. Abreviaturas: AVPV: Area
anteroventral periventricular, 3V: tercer ventriculo, SD: Sprague-Dawley.

Al analizar el numero de IRcb la prueba de ANOVA de 2 vias mostré que las ratas
taiep presentan un mayor numero de IRcb en comparacién con las ratas SD (DF=1,
F=8.977, p=0.005) y que varia de acuerdo con la etapa del ciclo estral (DF=2,
F=7.722, p=0.002), sin que exista interaccién entre ambas categorias (DF=2, F=2.6,
p=0.091). La prueba post hoc Holm-Sidak mostré6 que no hay diferencias
significativas entre el numero de IRcb de la rata SD a lo largo del ciclo estral. En el
caso de la rata taiep se observa un incremento del numero de IRcb durante el estro,
qgue fue significativo en la comparacién por pares. La rata taiep en estro presenta

mayor numero de IRcb en comparacion con la rata SD en estro (Gréafica 4 a).

Al analizar la intensidad de fluorescencia con el ANOVA de 2 vias se observé que
las ratas taiep presentan menor intensidad de fluorescencia en comparacion con las
ratas SD (DF=1, F=5.639, p=0.019) la cual varia de acuerdo con la etapa del ciclo
estral (DF=2, F=67.159, p<0.001), pero no se observd interaccidbn entre ambas
categorias (DF=2, F=2.717, p=0.07). La prueba post hoc Holm-Sidak indicé que la
mayor intensidad de fluorescencia se presenta en el estro de ambas cepas en
comparacién con las demas etapas del ciclo estral, ademas de que la rata taiep en
estro presenta menor intensidad de fluorescencia que la rata SD en estro (Gréafica
4 b). Esta disminucion en la intensidad de fluorescencia se ve compensada por el
mayor numero de IRcb que presentan las ratas taiep al compararse con las ratas
SD. Ademas de que no se observan cambios en las demas etapas del ciclo estral

entre las ratas taiep y SD.
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Grafica 4. Expresion de kisspeptina en AVPV de la rata taiep y SD en las diferentres etapas del ciclo
estral. En a) se muestra el numero de IRcb a kisspeptina en las ratas taiep y SD en las diferentes
etapas del ciclo estral (total analizado 288 cortes). En b) se muestra la intensidad de fluorescencia
de los IRch de las ratas taiep y SD en las diferentes etapas del ciclo estral (total analizado 180 IRcb,
n= 45 IRcb por grupo). Los valores mostrados en la gréafica se presentan como la media + e.e.m;
analisis ANOVA de 2 vias seguido de post hoc Holm-Sidak * taiep vs SD, p<0.05; & comparacion
entre las diferentes etapas del ciclo estral de la misma cepa, p<0.05. Abreviaturas: IRch: cuerpos
celulares inmunorreactivos, SD: Sprague-Dawley, D: diestro, P: proestro, E: estro.
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Diferencia en la poblaciéon de IRcb entre nucleos

Al comparar el nimero total de IRcb a kisspeptina observamos que tanto en la rata
taiep como SD el nucleo ARC presenta un mayor numero de IRcb en comparacion
con lo observado en AVPV (SD: 90.83+£18.47 vs 55.06+18.92, t=5.740, P<0.001;
taiep: 116.83+34.74 vs 74.72+28.23, t=3.991, P<0.001, prueba t —Student para
ambos casos). Al realizar el analisis considerando las etapas del ciclo estral

observamos que se mantienen esta diferencia (Grafica 5).
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Gréfica 5. Numero de IRcb en ARC y AVPV de la rata taiep y SD en las diferentres etapas del ciclo
estral. Los valores mostrados en la grafica se presentan como la media + e.e.m.; analisis t-Student
& comparacion entre el ARC vs AVPV entre las diferentes etapas del ciclo estral de la misma cepa,
p<0.05. Abreviaturas: IRch: cuerpos celulares inmunorreactivos, SD: Sprague-Dawley, D: diestro, P:
proestro, E: estro.
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Expresion de GnRH y Kiss1R en ME y AVPV por etapa del ciclo estral

Se observo la coexpresion de GnRH y Kiss1R en ME de las ratas taiep y SD a lo
largo del ciclo estral (llustracion 10). También se observé que no hay diferencia en
la localizacion de las fibras GnRH ni de la expresion de Kiss1R entre las ratas taiep

y SD (llustracion 11).
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llustracion 10. Merge de la expresion de GnRH y Kiss1R en la ME por etapa del ciclo estral de las
ratas SD y taiep. Las flechas blancas sefialan las fibras. Abreviaturas: ME: eminencia media, SD:
Sprague-Dawley, GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas, Kiss1R: receptor a kisspeptina 1.
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llustracion 11. Expresion de GnRH y Kiss1R en la ME por etapa del ciclo estral. En a) se observa el
esquema de la localizacién de la ME, modificado de Paxinos y Watson, 1998. En b) se muestran
controles negativos de la expresion de GnRH y Kiss1lR. En c¢) se muestran micrografias de la
presencia de GnRH y Kiss1R en ME de las ratas SD y taiep en las diferentes etapas del ciclo estral.
Las flechas blancas sefialan las fibras que expresan GnRH y Kiss1R. Abreviaturas: ME: eminencia
media, 3V: tercer ventriculo, SD: Sprague-Dawley, GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas,
Kiss1R: receptor a kisspeptina 1.

El andlisis mostro que no hay diferencias significativas en la intensidad de
fluorescencia de GhRH en ME entre ambas cepas (DF=1, F=0.809, p=0.371), pero
mostro que la intensidad de fluorescencia varia de acuerdo con el ciclo estral (DF=2,

F=12.313, p<0.001), tampoco se observod interaccion entre ambas categorias
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(DF=2, F=0.477, p=0.622). El analisis post hoc Holm-Sidak mostré que la mayor
intensidad de fluorescencia se presenta en el proestro en ambas cepas en

comparacion con las demas etapas del ciclo estral (Gréfica 6 a).

Al analizar la intensidad de fluorescencia de Kiss1R en ME, la ANOVA de 2 vias
mostré que no hay diferencias significativas entre las ratas taiep y SD (DF=1,
F=2.309, p=0.132)) pero se observa que la intensidad de fluorescencia varia de
acuerdo con la etapa del ciclo estral (DF=2, F=48.311, p<0.001), tampoco se
observo interaccion entre ambas categorias (DF=2, F=1.747, p=0.179). La prueba
post hoc Holm-Sidak mostré que la mayor intensidad de fluorescencia se presenta
en el proestro en ambas cepas en comparacion con las demés etapas del ciclo
estral. Ademas de que la rata taiep en diestro presenta mayor intensidad de

fluorescencia de Kiss1R en comparacion con la rata SD en diestro (Grafica 6 b).
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Grafica 6. Expresion de GnRH y Kiss1R en la ME por etapa del ciclo estral. En a) se muestran la
intensidad de fluorescencia de GnRH y en b) la intensidad de fluorescencia de Kissl1R (total
analizado 180 fibras inmunorreactivas por anticuerpo) de las ratas taiep y SD en diestro, proestro y
estro, respectivamente. Los valores mostrados en las graficas se presentan como la media + e.e.m.
Andlisis de la ANOVA 2 vias seguida de post hoc Holm-Sidak * taiep vs SD, p<0.05; & comparacion
entre las diferentes etapas del ciclo estral de la misma cepa, p<0.05. Abreviaturas: SD: Sprague-
Dawley, D: diestro, P: proestro, E: estro.

Se observo la expresion de GnRH y Kiss1R en AVPV de las ratas taiep y SD a lo

largo del ciclo estral (llustracion 12).
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llustracion 12. Expresion de GnRH y
Kiss1lR en AVPV por etapa del ciclo
estral. En a) se observa el esquema de
la localizacién del AVPV, modificado de
Paxinos y Watson, 1998. En b) se
muestra el control negativo de la
expresion de GnRH y Kiss1R. En c) se
muestran micrografias de la presencia
de GnRH y KisslR en la region del
AVPV de las ratas SD y taiep. Las
flechas blancas sefalan las fibras que
expresan GnRH o] Kiss1R.
Abreviaturas: AVPV: &rea anteroventral
periventricular, 3V: tercer ventriculo,
SD: Sprague-Dawley, GnRH: hormona
liberadora de gonadotropinas, KisslR:
receptor a kisspeptina 1.
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Al analizar la intensidad de fluorescencia de GnRH en AVPV, la ANOVA de 2 vias
no mostro diferencias significativas entre las ratas taiep y SD (DF=1, F=3.69,
p=0.057), pero si observamos que la intensidad de fluorescencia cambia
dependiendo de la etapa del ciclo estral (DF=2, F=21.476, p<0.001) y también
mostro interaccion entre ambas categorias (DF=2, F=4.546, p=0.012). La prueba
post hoc Holm-Sidak mostré que la mayor intensidad de fluorescencia se presenta
en el diestro de ambas cepas en comparacion con el estro. Ademas de que en las
ratas taiep en diestro hay menor intensidad de fluorescencia de GnRH en

comparacion con las ratas SD en diestro (Grafica 7 a).

Al analizar la intensidad de fluorescencia de Kiss1R en AVPV, la ANOVA de 2 vias
no mostro diferencias significativas entre las ratas taiep y SD (DF=1, F=3.782,
p=0.054), pero observamos que la intensidad de fluorescencia varia dependiendo
la etapa del ciclo estral (DF=2, F=6.461, p=0.002) y de la interaccion entre ambas
categorias (DF=2, F=6.002, p=0.003). De acuerdo con el analisis post hoc Holm-
Sidak se observa que las ratas taiep en estro tienen mayor intensidad de

fluorescencia de Kiss1R comparado con las ratas en SD en estro (Gréafica 7 b).
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Gréfica 7. Expresion de GnRH y Kiss1R en AVPV por etapa del ciclo estral. En a) se muestran la
intensidad de fluorescencia de GnRH y en b) la intensidad de fluorescencia de KisslR (total
analizado 180 fibras inmunorreactivas por anticuerpo) de las ratas taiep y SD en diestro, proestro y
estro, respectivamente. Los valores mostrados en las graficas se presentan como la media + e.e.m.
Analisis de ANOVA de 2 vias seguido de post hoc Holm-Sidak; * taiep vs SD, p<0.05; & comparacién
entre las diferentes etapas del ciclo estral de la misma cepa, p<0.05. Abreviaturas: SD: Sprague-
Dawley, D: diestro, P: proestro, E: estro.

60



Expresion de GnRH, Kisspeptina y KISS1R en la rata taiep | LPMT

Caracterizacion de los machos taiep (90 dias)
Peso corporal y de los 6rganos

Los machos taiep tienen menor peso corporal en comparacion con los machos SD
(Tabla 12). Con respecto al peso de los 6rganos se observaron diferencias
significativas tales como menor peso del cerebro, mayor peso de la hipdfisis, las
vesiculas seminales, la masa adrenal, la masa de los epididimos y el testiculo
izquierdo y derecho de las ratas taiep al compararse con el peso de los 6rganos de
las ratas SD (Tabla 12).

Tabla 12. Peso corporal (g), del cerebro (g), de la hipdfisis, las adrenales y de los érganos
reproductivos (mg/100gPC) de las ratas SD y taiep macho.

Diferencia de

SD taiep i t p
Peso corporal 441.97+7.01 308.27+5.15 133.70  15.36 <0.001
Cerebro 1.47+0.019 1.33+0.02 0.14 5.02 <0.001
Hipofisis 3.85+0.41 5.32+0.40 -1.47 -2.58 0.02
Masa adrenal 13.95+1.219 17.90+1.10 -3.95 -2.41 0.03
Vesicula seminal 284.43+17.88 428.23+£31.29 -143.80 -3.99  0.003

Masa de los epididimos | 309.92¢20.64 ~ 377.85:12.06  -67.93  -2.84  0.02

Izquierdo 416.38+16.43 521.42+19.71 -105.05 -4.09 0.002
Testiculos
Derecho 418.66+19.52 515.79+14.25 -97.13 -4.02 0.002

Los valores del peso se muestran como la media + e.e.m.; con una n=6 por grupo; las comparaciones
se hicieron mediante la prueba de t-Student, SD vs taiep. Abreviaturas: mg/100gPC: miligramos por

cada 100 g de peso corporal, SD: Sprague-Dawley.
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Concentracion séricade LH y testosterona

Se observo una menor concentracion sérica de LH en la rata taiep en comparacion
con las ratas SD; sin cambios en las concentraciones séricas de testosterona (Tabla
13).

Tabla 13. Concentracion sérica de LH y de Testosterona.

Diferencia

SD talep de medias t p
LH (ng/mL) 17.53+3.308 13.312+0.389 4.217 3.001 0.013
Testosterona
8.183+0.673 11.257+1.448 -3.073 -1.925 0.083
(ng/mL)

Los valores se muestran como la media + e.e.m.; con una n=6 por grupo; las
comparaciones se hicieron mediante la prueba de t-Student SD vs taiep. Abreviaturas:

SD: Sprague-Dawley.

Analisis de la expresion hipotalamica de kisspeptina, GnRH y el receptor
Kiss1R

Expresion de kisspeptina en ARC

En la llustracidon 13 se muestra la expresiéon de IRcb a kisspeptina en el ARC. Se
realizé el andlisis del dimorfismo sexual del nimero de IRcb a kisspeptina, para esto
se compararon los machos con las hembras en diestro, de acuerdo a lo reportado
en la literatura (Clarkson & Herbison, 2006; Takumi et al., 2011; Overgaard et al.,
2013; Marraudino et al., 2017).
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llustracion 13. Expresion de kisspeptina en el macho a nivel del ARC. En a) se muestra un esquema
con la localizacién dl ARC, modificado de Paxinos y Watson, 1998. En b) se muestra el control
negativo de la expresion de kisspeptina. En ¢) se muestran micrografias de la presencia de expresion
de kisspeptina del ARC de las ratas taiep y SD macho; en los recuadros se presenta una ampliacion
con zoom 4X de los cuerpos celulares. Las flechas blancas sefialan los cuerpos celulares
inmunorreactivos a kisspeptina. Abreviaturas: IRcb: cuerpos celulares inmunorreactivos; ARC:
nucleo arcuato, 3V: tercer ventriculo, SD: Sprague-Dawley.

Se observd la presencia de IRcb a kisspeptina en ARC de las ratas taiep y SD
macho (llustracion 13). Para analizar el numero de IRcb se realiz6 una prueba
ANOVA de 2 vias la cual mostré que las ratas taiep tienen mayor niamero de IRcb
en comparacion con las ratas SD (DF=1, F=10.052, p=0.005), no hay diferencia
entre los machos y las hembras en diestro (DF=1, F=2.647, p=0.119), ni interaccion
de ambas categorias (DF=1, F=1.514, p=0.233). Las ratas taiep macho tienen

mayor numero de IRcb en comparacion con las ratas SD macho (Grafica 8 a).
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Al realizar el andlisis de intensidad de fluorescencia la prueba de ANOVA de 2 vias
no mostro diferencias entre las ratas taiep y SD (DF=1, F=0.458, p=0.500), ni entre
los diferentes sexos (DF=1, F=0.137, p=0.712), pero observamos que si hay
interaccion entre ambas categorias (DF=1, F=7.807, p=0.006). El analisis post hoc
Holm-Sidak mostr6 que las ratas taiep macho tienen mayor intensidad de
fluorescencia en comparacion con los machos SD (Gréfica 8 b).
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Gréfica 8. Expresion de kisspeptina en el ARC de la rata taiep y SD macho. En a) se muestra el
nuamero de IRcb a kisspeptina en las ratas taiep y SD (total analizado: 192 cortes). En b) se muestra
la intensidad de fluorescencia de los IRcb de las ratas taiep y SD (total analizado: 240 IRcb, n= 60
IRcb por grupo). Los valores mostrados en la gréafica se presentan como la media + e.e.m. Analisis
de ANOVA 2 vias seguido de post hoc Holm-Sidak; * taiep vs SD, p<0.05; °© comparacion entre
machos y hembras en diestro de la misma cepa, p<0.05. Abreviaturas: IRcb: cuerpos celulares
inmunorreactivos, SD: Sprague-Dawley; D: diestro; 4: macho.

Expresion de kisspeptina en AVPV

En la llustracién 14 se muestra la expresion de IRcb a kisspeptina en el AVPV. Se
realizé el andlisis del dimorfismo sexual del nimero de IRcb a kisspeptina, para esto
se compararon los machos con las hembras en diestro, de acuerdo a lo reportado
en la literatura (Clarkson & Herbison, 2006; Takumi et al., 2011; Overgaard et al.,
2013; Marraudino et al., 2017).
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llustracion 14. Expresion de kisspeptina en el macho a nivel del AVPV. En a) se muestra un esquema
con la localizacion del AVPV, modificado de Paxinos y Watson, 1998. En b) se muestra el control
negativo de la expresion de kisspeptina. En c) se muestran micrografias de la presencia de expresion
de kisspeptina del AVPV de las ratas taiep y SD macho; en los recuadros se presenta una ampliacion
con zoom 4X de los cuerpos celulares. Las flechas blancas sefialan los cuerpos celulares
inmunorreactivos a kisspeptina. Abreviaturas: AVPV: area anteroventral periventricular, 3V: tercer
ventriculo, SD: Sprague-Dawley.

Se observo la presencia de IRcb a kisspeptina en AVPV del hipotalamo de las ratas
taiep y SD macho (llustracion 14). El numero de IRcb se analizé con una prueba
ANOVA de 2 vias la cual no mostr6 diferencias entre las ratas taiep y SD (DF=1, F=
4.131, p=0.056), pero se observa que el numero de IRcb es diferente entre los
machos y las hembras en diestro (DF=1, F= 8.431, p=0.009). No se observa
interaccién entre ambas categorias (DF=1, F=0.401, p=0.534). Las ratas SD macho
presentan un menor nimero de IRcb en comparacién con las ratas SD en diestro,

este efecto no se observa en las ratas taiep (Gréfica 9 a).
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La prueba de ANOVA de 2 vias no mostré diferencias en la intensidad de
fluorescencia entre las ratas taiep y SD (DF=1, F=3.653, p=0.059), o por sexo de
los animales (DF=1, F=3.509, p=0.064), pero observamos que si hay interaccién
entre ambas categorias (DF=1, F=9.749, p=0.002). El analisis post hoc Holm-Sidak
mostré que la intensidad de fluorescencia es mayor en los machos taiep en

comparacion a los machos SD (Gréfica 9 b).
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Gréfica 9. Expresion de kisspeptina en el AVPV de la rata taiep y SD macho. En a) se muestra el
numero de IRcb a kisspeptina en las ratas taiep y SD (total analizado: 192 cortes). En b) se muestra
la intensidad de fluorescencia de los IRcb de las ratas taiep y SD (total analizado: 120 IRcb, n= 30
IRcb por grupo). Los valores mostrados en la gréfica se presentan como la media + e.e.m. Analisis
de ANOVA 2 vias seguido de post hoc Holm-Sidak; * taiep vs SD, p<0.05; ° comparacion entre
machos y hembras en diestro de la misma cepa, p<0.05. Abreviaturas: IRcb: cuerpos celulares
inmunorreactivos, SD: Sprague-Dawley; D: diestro; 4: macho.
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Expresion de GnRH y Kiss1R en ME y AVPV

En la ME se observaron fibras que coexpresan GnRH y Kiss1R (llustracion 15). No
se observan diferencia en la distribucion de las fibras inmunoreactivas a GnRH y
Kiss1R en la ME (llustracion 16), ni en el AVPV del hipotalamo de las ratas taiep y

SD macho (llustracion 17).

GnRH Kiss1R Merge

SD

taiep

llustracion 15. Merge de la expresién de GnRH y Kiss1R en la ME del macho SD y taiep. Las flechas
blancas sefialan las fibras. Abreviaturas: ME: eminencia media, SD: Sprague-Dawley, GnRH:
hormona liberadora de gonadotropinas, Kiss1R: receptor a kisspeptina 1.

a) Corte coronal

Corte sagital

Bregma -3.30 mm

c) Kiss1R

llustracion 16. Expresion de GnRH y Kiss1R en el macho a nivel de la ME. En a) se muestra un
esquema donde se indica en verde la ME, modificado de Paxinos y Watson, 1998. En b) se muestra
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el control negativo de GnRH y Kiss1R. En ¢) se muestran micrografias de las fiboras GnRHérgicas y
de la expresion del Kiss1R en ME de las ratas SD y taiep macho. Las flechas blancas sefalan las
fibras inmunorreactivas. Abreviaturas: ME: eminencia media, GnRH: hormona liberadora de
gonadotropinas, Kiss1R: receptor a kisspeptina 1, 3V: tercer ventriculo, SD: Sprague-Dawley.

a) b)
@

Cor e sagital

Breg 1a -0.30 mm

B

c)

GnRH

R —— .

R a— g —

==

Kiss1R

llustracion 17. Expresion de GnRH y Kiss1R en el macho a nivel del AVPV. En a) se muestra un
esquema donde se indica el AVPV, modificado de Paxinos y Watson, 1998. En b) se muestra el
control negativo de GnRH y Kiss1R. En ¢) se muestran micrografias de las fibras GnRHérgicas y de
la expresion del Kiss1R en ME de las ratas SD y taiep macho. Las flechas blancas sefalan las fibras
inmunoreactivas. Abreviaturas: AVPV: area anteroventral periventricular, GnRH: hormona liberadora
de gonadotropinas, Kiss1R: receptor a kisspeptina 1, 3V: tercer ventriculo, SD: Sprague-Dawley.

No se observaron diferencias en la intensidad de fluorescencia de GnRH ni de
KisslR en la ME entre las ratas taiep y SD (GnRH: DF=1, F= 0.109, p=0.742;

KisslR: DF=1, F= 1.238, p=0.270). Ademas, el analisis mostr6 que los machos
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tienen una menor intensidad de fluorescencia de GnRH y Kiss1R que las hembras
en diestro (GnRH: DF=1, F=20.654, p <0.001; Kiss1R: DF=1, F=6.735, p=0.012).
No se observo interaccion entre ambas categorias (GnRH: DF=1, F=0.000403, p=
0.984; Kiss1lR: DF=1, F=3.926, p=0.052). Las ratas taiep y SD macho presentan
menor intensidad de fluorescencia de GnRH que las hembras en diestro; en el caso
de la intensidad de fluorescencia de Kiss1R solo la rata taiep macho mostré6 menor

intensidad al compararse con la hembra en diestro taiep (Grafica 10).
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Grafica 10. Expresion de GnRH y Kiss1R en la ME del macho SD vy taiep. En a) se muestran la
intensidad de fluorescencia de GnRH y en b) la intensidad de fluorescencia de Kissl1R (total
analizado: 60 fibras inmunorreactivas por anticuerpo) de las ratas taiep y SD macho y hembras en
diestro. Los valores mostrados en las graficas se presentan como la media + e.e.m. Andlisis de
ANOVA 2 vias seguido de post hoc Holm-Sidak, n= 6 animales por grupo; ° comparacion entre
machos y hembras en diestro de la misma cepa, p<0.05. Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley; D:
diestro; 4: macho.

Las ANOVAs de 2 vias no mostraron diferencias en la intensidad de fluorescencia
de GnRH o de Kissl1R en el AVPV entre las cepas taiep y SD (GnRH: DF=1, F=
3.620, p=0.061; Kiss1R: DF=1, F=0.529, p=0.469). Sin embargo, el analisis mostro
gue los machos tienen una menor intensidad de fluorescencia de GnRH y Kiss1R
que las hembras en diestro (GnRH: DF=1, F=36.817, p <0.001; Kiss1lR: DF=1, F=
322.817, p<0.001). No se observo interaccién entre ambas categorias (GnRH:
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DF=1, F=3.258, p=0.075; Kiss1lR: DF=1, F=0.00556, p=0.941). Las ratas taiep y
SD macho presentan menor intensidad de fluorescencia que las hembras en diestro
tanto para GnRH como para Kiss1R en AVPV; sin diferencias estadisticamente

significativas entre los machos ni entre las hembras (Grafica 11).
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Gréfica 11. Expresion de GnRH y Kiss1R en AVPV del macho SD vy taiep. En a) se muestran la
intensidad de fluorescencia de GnRH y en b) la intensidad de fluorescencia de KisslR (total
analizado 60 fibras inmunorreactivas por anticuerpo) de las ratas taiep y SD macho y hembras en
diestro. Los valores mostrados en las graficas se presentan como la media + e.e.m. Andlisis de
ANOVA 2 vias seguido de post hoc Holm-Sidak, n= 6 animales por grupo; ° comparacion entre
machos y hembras en diestro de la misma cepa, p<0.05. Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley; D:
diestro; 4: macho.

Morfologia testicular

Al realizar una comparacion preliminar en busca de diferencias entre las estructuras
presentes en los tubulos seminiferos de las ratas taiep y SD observamos en ambas
cepas la presencia de espermatogonias, espermatocitos, espermatides,
espermatozoides, sin alteraciones evidentes (llustracion 18).

Profundizando el andlisis de los tabulos seminiferos, éstos se clasificaron en 3
categorias segun lo descrito en la seccién de la metodologia “Morfologia de los
tubulos seminiferos” y de acuerdo con la Tabla 7.
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llustracién 18.
Composicién de
micrografias de los
tubulos seminiferos
de las ratas SD y
taiep. Se sefiala en
la imagen los
diferentes tipos
celulares presentes
en los tabulos
seminiferos.
Abreviaturas: SD:
Sprague-Dawley, L:
células de Leydig,
SC: células de
Sertoli, Sg:
espermatogonias,
Sp: espermatocitos,
Sm: espermatides,
S: espermatides
elongadas. Escalas:
500 100 y 50 um
respectivamente.
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Caracterizacion de los tubulos seminiferos de la categoria 1

El andlisis por pares del numero total de tabulos seminiferos mostro que las ratas
taiep tienen menor nimero de tubulos seminiferos que las ratas SD (Grafica 12
a). El analisis de ANOVA de 2 vias mostro que el numero de tabulos seminiferos
de la categoria 1 en las ratas taiep es menor en comparacion con las ratas SD
(DF=1, F=8.565, p=0.006), sin diferencias de acuerdo con el lado analizado del
que se trate (DF=1, F=1.031, p=0.318), ni interaccion entre ambas categorias
(DF=1, F=2.601, p=0.117). El testiculo izquierdo de las ratas taiep tiene un menor
namero de tubulos seminiferos de la categoria 1 en comparacion con el testiculo
izquierdo de las ratas SD (Gréfica 12 b).

El diametro, perimetro y area de los tubulos seminiferos de la categoria 1 es
mayor en las ratas taiep en comparacion con las ratas SD (Diametro: DF=1, F=
15.702, p <0.001; Perimetro: DF=1, F= 14.765, p <0.001; Area: DF=1, F=4.775,
p=0.029), (Gréfica 12 c, e, g). Ademas se observa que el testiculo izquierdo es
de mayor diametro, perimetro y area de los tubulos seminiferos en comparacion
con el testiculo derecho (Diametro: DF=1, F=10.081, p=0.002; Perimetro: DF=1,
F=8.720, p= 0.003; Area: DF=1, F=7.236, p= 0.007) y se observa interaccion
entre ambas categorias (Diametro: DF=1, F=9.078, p= 0.003; Perimetro: DF=1,
F=9.445, p= 0.002; Area: DF=1, F=6.266, p= 0.013). El andlisis post hoc Holm-
Sidak mostré que el testiculo izquierdo de las ratas taiep tienen tubulos
seminiferos con un mayor didmetro, perimetro y area en comparacion con el
testiculo contralateral de la rata taiep y con respecto al testiculo izquierdo de las
ratas SD (Grafica 12 d, f, h).
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Gréfica 12. Analisis morfolégico de los tubulos seminiferos de la categoria 1 de las ratas taiep y
SD. En a) se muestra el nimero total de tibulos seminiferos. En c), e) y g) se muestra el diametro,
perimetro y area del total de tabulos seminiferos. En b) se muestra el numero de tubulos
seminiferos por testiculo analizado. En d), f) y h) se muestra el diametro, perimetro y area de
los tubulos seminiferos por testiculo analizado. Los valores mostrados en las gréaficas se
presentan como la media + e.e.m. Andlisis de ANOVA 2 vias seguido de post hoc Holm-Sidak; *
taiep vs SD, ° comparacién entre el lado izquierdo y derecho de la misma cepa, p<0.05.
Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley, 1zq: Lado izquierdo, Der: Lado derecho.

Caracterizacion de los tubulos seminiferos de la categoria 2

El analisis por pares del numero total de tubulos seminiferos no mostro
diferencias entre las ratas taiep y las ratas SD (Grafica 13 a). El andlisis de
ANOVA de 2 vias no mostré diferencias entre las ratas taiep y las ratas SD
(DF=1, F=2.545, p=0.120), ni de acuerdo con lado analizado (DF=1, F=1.279,
p=0.266), ni interaccién entre ambas categorias (DF=1, F=0.000841, p=0.977),
(Grafica 13 b).

El diametro, perimetro y area de los tubulos seminiferos de la categoria 2 es
mayor en las ratas taiep en comparacion con las SD (Didmetro: DF=1, F=13.166,
p <0.001; Perimetro: DF=1, F= 14.736, p <0.001; Area: DF=1, F= 8.581, p=
0.003), (Gréfica 13 c, e, g). Ademas se observa que el testiculo izquierdo
presenta mayor diametro, perimetro y area de los tubulos seminiferos en
comparaciéon con el testiculo derecho (Diametro: DF=1, F= 13.474, p<0.001;
Perimetro: DF=1, F=10.532, p=0.001; Area: DF=1, F=10.794, p= 0.001). No se
observa interaccion entre ambas categorias en ninguno de los parametros
analizados (Diametro: DF=1, F=0.000615, p=0.980; Perimetro: DF=1, F=0.517,
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a)

Perimetro de los tubulos

p= 0.472; Area: DF=1, F=0.256, p= 0.613). El testiculo izquierdo de las ratas
taiep tienen tdbulos seminiferos con un mayor diametro y perimetro en
comparacion con su testiculo contralateral y con respecto al testiculo izquierdo
de las ratas SD (Gréfica 13 d, f); también se observa que el area de los tubulos
seminiferos del testiculo derecho de las ratas taiep es mayor en comparacion
con los tubulos seminiferos del testiculo derecho de las ratas SD (Grafica 13 h).
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Gréfica 13. Analisis morfoldgico de los tubulos seminiferos de la categoria 2 de las ratas taiep y
SD. En a) se muestra el nimero total de tibulos seminiferos. En c), e) y g) se muestra el diametro,
perimetro y area del total de tabulos seminiferos. En b) se muestra el numero de tibulos
seminiferos por testiculo analizado. En d), f) y h) se muestra el diametro, perimetro y area de
los tubulos seminiferos por testiculo analizado. Los valores mostrados en las gréaficas se
presentan como la media + e.e.m. Andlisis de ANOVA 2 vias seguido de post hoc Holm-Sidak; *
taiep vs SD, ° comparacién entre el lado izquierdo y derecho de la misma cepa, p<0.05.
Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley, 1zq: Lado izquierdo, Der: Lado derecho.

Caracterizacion de los tubulos seminiferos de la categoria 3

El andlisis por pares del numero total de tdbulos seminiferos no mostro
diferencias entre las ratas taiep y las ratas SD (Grafica 14 a). El analisis de
ANOVA de 2 vias no mostré diferencias entre las ratas taiep y las ratas SD
(DF=1, F=0.225, p=0.639), sin diferencias de acuerdo al lado analizado (DF=1,
F=1.183, p=0.285), ni interaccién entre ambas categorias (DF=1, F=0.225,
p=0.639), (Gréfica 14 b).
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El diametro, perimetro y area de los tubulos seminiferos de la categoria 3 es
mayor en las ratas taiep en comparacion con las ratas SD (Diametro: DF=1, F=
51.615, p<0.001; Perimetro: DF=1, F=45.904, p <0.001; Area: DF=1, F=13.257,
p<0.001), (Gréfica 14 c, e, g). El andlisis también mostr6 que el testiculo
izquierdo presenta mayor diametro, perimetro y area de los tubulos seminiferos
en comparacion con el testiculo derecho (Didmetro: DF=1, F= 9.257, p=0.002;
Perimetro: DF=1, F= 8.502, p= 0.004; Area: DF=1, F= 118.159, p<0.001) y la
presencia de interaccion entre ambas categorias en los diferentes parametros
evaluados (Diametro: DF=1, F= 16.311, p<0.001; Perimetro: DF=1, F= 16.518,
p<0.001; Area: DF=1, F= 5.249, p= 0.022). El andlisis post hoc Holm-Sidak
mostré que el testiculo izquierdo de las ratas taiep tienen tabulos seminiferos
con un mayor diametro, perimetro y area en comparacion con el testiculo
contralateral de la rata taiep y con respecto al testiculo izquierdo de las ratas SD
(Gréfica 14 d, f, h).
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Graéfica 14. Analisis morfolégico de los tubulos seminiferos de la categoria 3 de las ratas taiep y
SD. En a) se muestra el nimero total de tibulos seminiferos. En c), €) y g) se muestra el diametro,
perimetro y area del total de tubulos seminiferos. En b) se muestra el nimero de tdbulos
seminiferos por testiculo analizado. En d), f) y h) se muestra el diametro, perimetro y area de
los tubulos seminiferos por testiculo analizado. Los valores mostrados en las graficas se
presentan como la media + e.e.m. Andlisis de ANOVA 2 vias seguido de post hoc Holm-Sidak; *
taiep vs SD, ° comparacién entre el lado izquierdo y derecho de la misma cepa, p<0.05.
Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley, 1zq: Lado izquierdo, Der: Lado derecho.
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Analisis espermatico
Numero de espermatozoides

Con base en el analisis no se observaron diferencias significativas en el numero
total de espermatozoides presenten en 100uL de las muestras seminales
obtenidas del epididimo entre las ratas taiep y SD (Tabla 14). Al realizar el
analisis de ANOVA de 2 vias no se observaron diferencias entre las ratas taiep
y SD (DF=1, F=0.000108, p=0.992), sin importar el lado analizado (DF=1,
F=1.406, p=0.250) y tampoco se observo interaccion entre ambas categorias
(DF=1, F=0.00213, p=0.964), (Tabla 14).

Tabla 14. Niumero de espermatozoides en las muestras seminales de 100uL de las ratas SD y
taiep.

SD taiep DF t p

Total 590.50+83.09 591.67+67.28 10 -0.01 0.99
Lado Izquierdo 263.33+19.77 327.17+84.83 - - -
Derecho 261.33+24.57 330.33+66.04 - - -

Los valores se muestran como la media + e.e.m.; con una n=6 por grupo; la p mostrada se obtuvo
mediante la prueba de T-Studen, las demas comparaciones no se realizaron debido a los resultados
de la ANOVA 2 de vias. Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley.

Motilidad espermatica

Al analizar el porcentaje de espermatozoides mdviles progresivos, moviles no
progresivos y no moviles de las muestras totales no se observan diferencias

significativas entre la rata taiep y SD (Tabla 15).

Tabla 15. Evaluacion total de la motilidad espermética.

GRUPO SD taiep z P
% Espermatozoides 0.380
moviles progresivos 27.38 29.86 0.878
% Espermatozoides 0.061
moviles no progresivos 30.75 25.68 1871
% Espermat_ozoides no 41.87 44.46 0.840 0.401
moéviles ' '
%Total 100 100 - -

Los valores se muestran como porcentaje, la p mostrada se obtuvo mediante
la prueba de Z con respecto al nUmero de espermatozoides. Abreviaturas: SD:
Sprague-Dawley
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Al realizar los andlisis por lado de obtenciéon de la muestra, se observa que hay

un incremento en el porcentaje de espermatozoides no moviles y un decremento

de los espermatozoides moviles progresivos, en las muestras provenientes del

lado izquierdo de la rata taiep comparado con la rata SD; el efecto contrario se

observé en el lado derecho (Tabla 16).

Tabla 16. Evaluacion de la motilidad espermética analizado por lado de obtencion de la
muestra en las ratas SD vy taiep.

. SD x taiep SD x taiep
GRUPO SD taiep izquierdo derecho
Izquierdo | Derecho | lzquierdo | Derecho Z p Z p
% Espermatozoides 31.52 23.21 13.65 4591 5.14 <0.001 5.63 <0.001
moviles progresivos
% Espermatozoides
Tn6viles no 31.39 30.10 25.57 25.78 1.47 | 0.14 | 107 | 0.28
progresivos
% Espermatozoides 37.09 46.68 60.77 28.31 564 | <0.001 | 4.52 | <0.001
no moviles
% Total 100 100 100 100 - - - -

Los valores se muestran como porcentaje, la p mostrada se obtuvo mediante la prueba de Z con

respecto al nimero de espermatozoides. Abreviaturas: SD: Sprague-Dawley
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Resumen resultados

En la Tabla 17 se muestra el resumen de resultado obtenidos en el presente
trabajo.

Tabla 17. Resumen de resultados en la rata taiep.

Pardmetro analizado Resultado
Desmielinizacion
ARC-ME v
AVPV v
Hembras
Peso corporal 120%
Peso adrenales 140%
Peso 6rganos reproductivos =SD
Ciclo estral Irregular
Ovulacion v
LH 120%
Kisspeptina | Estro:
ARC: 1# |IF
AVPV: 1# |IF
GnRH =SD; 1Proestro
KISS1R =8D; 1Proestro
Machos
Peso corporal 130%
Peso adrenales 130%

Peso 6rganos reproductivos

Testiculo 124%
Vesicula seminal 150%
Epididimos 122%

LH 120%

Testosterona =SD
Kisspeptina ARC: =#11F
AVPV: 1# 1IF

GnRH =SD

KISS1R =SD

Tubulos seminiferos

1Tamainio total
1 Tamano testiculo izquierdo

Espermatozoides

=#

=Motilidad total

Muestra lado izquierdo
lmoviles progresivos
tno méviles

Muestra lado derecho
tmoviles progresivos
Lno moviles

Los porcentajes mostrados en la tabla se calcularon con base a los valores obtenidos en la
rata SD. Simbologia: v: indican la presencia del parametro evaluado, =SD: indica que se
observa el mismo valor en las ratas SD, =: indica que no hay cambio en el parametro
analizado, 1: indica aumento, |: indica disminucion. Abreviaturas: IRcb: cuerpos celulares
inmunorreactivos, SD: Sprague-Dawley, IF: intensidad de fluorescencia, #: nUmero de IRcb.
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Discusion

Los resultados del presente trabajo muestran que la rata taiep a nivel del ARC y
AVPV tienen menor presencia de mielina, lo cual apoyan nuestra hipotesis y los
reportes previos de que la rata taiep presenta la pérdida parcial de la mielina en
el sistema nervioso central (Duncan et al., 1992; O’'Connor et al., 2000; Alata et
al., 2021; Vargas-Castro et al., 2021). La pérdida de mielina junto con los
reportes del decremento del volumen cerebral (Alata et al., 2021), podrian ser la
razon del menor peso del cerebro en las ratas taiep que observamos en el
presente estudio. Por otro lado, la disminucién del peso corporal observada en
la rata taiep también se ha reportado en el modelo EAE (Milosevic et al., 2020),
y en los pacientes con MS (Reder et al., 1994; Bergamaschi et al., 2006) y
Huntington (Djousse et al., 2002; Aziz et al., 2008). Debido a que el proceso
desmielinizante descrito para la rata taiep es acompafado de neuroinflamacién
cronica y de la disminucion de TGFB1 a nivel central (Soto-Rodriguez et al.,
2015), es posible que ambos factores alteren algin mecanismo a nivel
hipotalamico que participe en el control del metabolismo, lo que llevaria a la
disminucién del peso corporal observado en nuestro modelo animal. Se ha
propuesto que la disminucion de TGFB1 a nivel del hipotdlamo medio basal
incrementa el metabolismo, resultando en una baja ganancia de peso y poca
acumulacion de grasa corporal en ratas alimentadas con dietas altas en grasa
(Mendes et al., 2018). En el modelo de rata taiep no se ha cuantificado el
porcentaje de grasa corporal, tampoco se han investigado los mecanismos de
control de la ingestién de alimentos, por lo que el profundizar el estudio de estos
pardmetros podria brindar informacion que complementen la explicacion del

menor peso corporal y no solo atribuirlo a un mayor gasto energético.

La disminucion del peso corporal observado en la rata taiep es mas pronunciada
en los machos que en las hembras, los machos taiep pesan 30% menos que los
machos SD, por el contrario, las hembras taiep pesan 20% menos que las
hembras SD. Este efecto se ha observado en humanos sometidos a dieta baja
en calorias (Trouwborst et al.,, 2021) esto podria deberse a que los

requerimientos energéticos son mayores en hombres que en mujeres debido a
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gue presentan una mayor masa corporal (Christensen et al., 2018) aunado al
hecho de que el ambiente hormonal, dado por las hormonas esteroideas, es
diferente entre ambos sexos afectando de forma diferenciada la perdida
muscular (Anderson et al., 2017). Como se menciond previamente no hay
estudios de la perdida de grasa corporal y la ingesta en la rata taiep tomando en
cuenta esto por ahora solo podriamos suponer que la pérdida de peso es
causado por los diferentes requerimientos energéticos y la diferencia en el
ambiente hormonal entre machos y hembras que llevarian a que el macho

presente una perdida mas rapida de peso que las hembras.

De acuerdo con nuestra hipétesis las ratas taiep de ambos sexos tuvieron mayor
peso de las glandulas adrenales, lo que se ha observado también en pacientes
con MS (Reder et al., 1994). El incremento del tamafio de la adrenal tanto en los
pacientes como en la rata taiep podria deberse a la constante activacion del eje
HHA causado por el proceso inflamatorio que lleva a la desmielinizacion. Lo cual
estaria acompafado de alteraciones en la concentracion de glucocorticoides,
cuya actividad antiinflamatoria modula la respuesta inmune (Trifunovic et al.,
2021), ademas de su actividad neuroprotectora (Sugimura et al., 2005). En el
caso de los pacientes de MS (Berg et al., 2004) y en el modelo EAE (Trifunovic
et al., 2021) se ha reportado un incremento de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Este incremento de ROS en el modelo EAE, es causado por el
decremento del ambiente antioxidante alrededor de la hipdfisis, produciendo
estrés oxidativo. Lo que resulta en el incremento de la concentracion de la
hormona adrenocorticotropica y de corticosterona (Trifunovic et al.,, 2021).
Considerando lo anterior, es posible que en la rata taiep el incremento de
citocinas proinflamatorias en el cerebro (Leon-Chavez et al.,, 2006; Soto-
Rodriguez et al., 2015), junto con posibles alteraciones en la presencia de ROS
a nivel de la hipdfisis, cause mayor secrecion de corticosterona lo que llevaria al
incremento del tamafio de la adrenal. Se sabe que la adrenal es una glandula
con gran capacidad regenerativa y de adaptacion a diferentes condiciones
fisiologicas y patologicas (Kanczkowski et al., 2017), por lo que, es posible que

el incremento en el tamario de la adrenal sea una adaptacion del érgano, que le
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permita mantener su funcion y mantener controlado el proceso inflamatorio ante
la desmielinizacion progresiva que presenta el modelo animal utilizado en la

presente investigacion.

En los roedores las neuronas kisspeptidérgicas que controlan la funcion
reproductiva estan presentes en las regiones del ARC y AVPV; ademas de que
se ha reportado una mayor poblacién de neuronas kisspeptidérgicas en el ARC
en comparacion del AVPV (Takumi et al., 2011; Overgaard et al., 2013; Kinsey-
Jones et al., 2014). De acuerdo con lo anterior, observamos que el proceso
desmielinizante presente en la rata taiep no altera la distribucion de las neuronas
kisspeptidérgicas en las regiones del AVPV y ARC, ademas de que se conserva
la diferencia en el nUmero de neuronas presente en ambas regiones, en el caso
de las ratas SD la diferencia entre ambos nucleos es de un 38% y para las ratas

taiep es de un 36% aproximadamente.

El AVPV presenta dimorfismo sexual con respecto a la presencia de neuronas
kisspeptidérgicas (Kauffman et al., 2007; Takumi et al., 2011), ya que el macho
tiene menor nimero de neuronas en comparacion con las hembras en diestro
(Marraudino et al., 2017). En el presente estudio obtuvimos un estimado del
namero de IRcb a kisspeptina, ya que no usamos métodos estereoldgicos que
nos permitieran aproximarnos a conteos absolutos, esto nos permite sugerir que
las ratas SD macho presentan un menor nimero de neuronas en comparacion
con las hembras en diestro; sin embargo, en la rata taiep no encontramos el
dimorfismo sexual que caracteriza al AVPV, ya que los machos y hembras (en
diestro) de esta cepa presentaron el mismo namero de IRcb a kisspeptina. Esto
posiblemente se deba a una disminucién de los andrégenos neonatales, ya que
se ha reportado que la castracién de ratas neonatas macho Wistar-Imamichi
provoca el incremento del numero de neuronas de kisspeptina en AVPV
(Clarkson & Herbison, 2006; Homma et al.,, 2009). Se desconocen las
concentraciones de andrégenos en la etapa neonatal de la rata taiep, lo cual es
algo que debera ser explorado en estudios futuros para determinar si es la razén
de la ausencia del dimorfismo sexual del AVPV.
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Las neuronas kisspeptidérgicas son estimuladas por las hormonas esteroideas
(Herbison, 2020) y los neuroesteroides sintetizados a nivel del sistema nervioso
central (Zwain & Yen, 1999). Los astrocitos sintetizan neuroprogesterona (Lloyd-
Evans & Waller-Evans, 2020) que, junto con estradiol, participa en la
estimulaciéon de las neuronas de kisspeptina (Micevych & Sinchak, 2008a,
2008b; Mittelman-Smith et al., 2018; Herbison, 2020). Debido a que la rata taiep
presenta astrocitosis y neuroinflamacion (Leon Chavez et al., 2001) es posible
qgue la presencia de neuroprogesterona esté incrementada, causando asi el
aumento en la intensidad de fluorescencia de kisspeptina observada en el
macho. Ademas también se tiene que considerar que se ha reportado un
incremento en la aromatasa y el estradiol a nivel del SNC como respuesta a
dafios o traumas (Crespo-Castrillo & Arevalo, 2020). Como la rata taiep cursa un
proceso desmilinizante que causa inflamacién, es altamente probable que tenga
incrementada la aromatasa a nivel del SNC por lo que una proporcién mayor de
testosterona circulante podria ser convertida en estradiol. El estradiol estimularia
la produccion de canales de sodio en las neuronas kisspeptidérgicas, lo que
incrementaria la conductancia del sodio y se traduciria en una mayor actividad
neuronal (Zhang et al., 2015), causando que se incremente la expresion de
kisspeptina en el macho taiep. Esta propuesta tendra que evaluarse

posteriormente en el modelo animal utilizado en este trabajo.

En el caso de la rata hembra ovariectomizada se ha reportado que el nimero de
neuronas en ARC incrementa respecto a las que se les administra estradiol, y en
AVPV se observa el efecto contrario (Kinsey-Jones et al., 2014). En un estudio
anterior se reporto que la rata taiep en estro tiene menor concentracion serica de
estradiol a los 90 dias (Mufioz-de-la-Torre et al., 2018); lo cual nos lleva a pensar
qgue el incremento en el numero de IRcb observados en este estudio a nivel del
ARC son consecuencia de la menor concentracion de estradiol. En contraste,
pese a la menor concentracion sérica de estradiol encontramos un mayor
namero de IRcb a kisspeptina en AVPV de la rata taiep en estro (respecto a su
par SD). Es posible que tal efecto sea causado por un aumento en la

disponibilidad de receptores a estrdgenos o incluso a un incremento en el
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neuroestradiol presente en dicha region, como consecuencia de la
neuroinflamacion que presenta nuestro modelo animal; ya que este tipo de
procesos causan el incremento del estradiol a nivel del SNC (Crespo-Castrillo &
Arevalo, 2020), el cual es capaz de incrementar la expresion de receptores a

estrogenos en astrocitos (Kuo et al., 2010).

Actualmente se ha postulado que el control de las neuronas de kisspeptina en
ARC y AVPV, es mediado por estradiol y progesterona (Kinsey-Jones et al.,
2014; Herbison, 2020). Durante la mafiana del proestro, los niveles crecientes
de estradiol comienzan a incrementan la actividad de las neuronas de
kisspeptina en AVPV, pero no es hasta la tarde del proestro (entre las 5-8 pm)
qgue las concentraciones de estradiol logran estimular la activacion de las
neuronas de kisspeptina del AVPV, con lo cual se estimula la liberacién del pico
de GnRH (Herbison, 2020). Por otro lado, a nivel del ARC las neuronas de
kisspeptina son estimuladas por estradiol mantenido asi el pulso de GnRH
durante el metaestro, diestro y proestro en la mafana; pero después de la
liberacion del pico de GnRH comienzan a incrementarse los niveles de
progesterona que junto con el estradiol van a inhibir la actividad de las neuronas
de kisspeptina del ARC, resultando en la disminucion del pulso durante el estro
(Herbison, 2020). En el caso de la rata taiep, no pudimos observar el aumento
en la actividad de las neuronas de kisspeptina del AVPV ni la disminucion de la
actividad de las neuronas de kisspeptina del ARC ya que nuestros animales
fueron analizados durante la mafiana del proestro. Lo que si pudimos notar es
gue en la mafiana del proestro no hay diferencia en la intensidad de fluorescencia
de kisspeptina entre las ratas taiep y SD, lo cual junto con el incremento en la
expresion de GnRH y Kiss1R observado en la ME nos permite sugerir que el
proceso de generacion del pulso de GnRH no se alter6 ya que si observamos
ovulacion, pero para ver si se llevé a cabo este pico es necesario evaluar durante

la tarde del proestro.

Al analizar las alteraciones en las neuronas de kisspeptina usamos dos variables;

el nimero y la intensidad de fluorescencia. Esto debido a que el nimero nos
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estaria hablando de si el proceso desmielinizante esta afectando el
mantenimiento de la poblacién neuronal y por otro lado la intensidad de
fluorescencia nos indica si el péptido esta presente en la misma proporcion que
en un animal sano. En nuestro modelo animal, la hembra taiep en estro presentd
un mayor numero de IRcb a kisspeptina acompafiado de una menor intensidad
de fluorescencia de kisspeptina en comparacién con las ratas SD, esto
posiblemente esté relacionado con la disminucion del estradiol plasmético
reportado previamente en el modelo animal (Mufioz-de-la-Torre et al., 2018).
Dado que estradiol estimula la sintesis de neuroprogesterona en los astrocitos
hipotalamicos (Sinchak et al., 2003; Micevych & Sinchak, 2008b), los bajos
niveles del estrogeno podrian resultar en menor produccién de progesterona,
esto llevaria a disminuir la activacion de las neuronas kisspeptidérgicas
(Micevych & Sinchak, 2008a, 2008b) o incluso resultaria en el decremento de la
produccién de canales de sodio a nivel de la neurona kisspeptidérgica, lo cual
disminuiria la corriente del ion (Zhang et al., 2015) resultando en la disminucién
de la expresion de kisspeptina. Aunado a esto es posible que el incremento en
el numero de IRcb a kisspeptina en este etapa del ciclo estral en la rata taiep sea
para intentar compensar la disminucién de estradiol, funcionando como un
mecanismo compensatorio, pero esta idea tendria que evaluarse en futuros

trabajos.

En ratas taiep de uno y otro sexo no se observaron cambios en la intensidad de
fluorescencia de GnRH lo cual no coincide con nuestra hipoétesis y coincide
parcialmente con lo previamente reportado en el modelo EAE (Milosevic et al.,
2020). Esta ausencia de cambios en la expresién de GnRH, a pesar de las
alteraciones de kisspeptina, esta relacionado con la necesidad de un decremento
mayor del 60% de la poblacion kisspeptidérgica para que se altere la periodicidad
del ciclo estral y la magnitud del pico de LH (Wang et al., 2019; Herbison, 2020).
Aunado a esto, confirmamos la hip6tesis de la disminucién de LH lo cual también
se observa en el modelo de EAE (Milosevic et al., 2020) y en pacientes con MS
(Safarinejad, 2008). Lo anterior nos hace pensar que, pese a una expresion
normal de la intensidad de fluorescencia de GnRH en la rata taiep, no se esta
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estimulando de forma adecuada la produccion de LH lo cual podria deberse a
una disminucion en la disponibilidad de los receptores de GnRH en los
gonadotropos, ya que se ha reportado que la exposicion continua a GnRH,
estradiol o progesterona, altera la expresion del receptor a GnRH (Quifiones-
Jenab et al., 1996; Lahlou et al., 2000; Cheng et al., 2003). No descartamos que
se haya inhibido la liberacién de la GnRH por accién del proceso inflamatorio en
la rata taiep, ya que se ha reportado que el incremento en las concentraciones
de IL-1B en la ME inhibe la secrecion de GnRH (Wu & Wolfe, 2012), produciendo

una disfuncion hipotalamica-hipofisaria (Milosevic et al., 2020).

En nuestro trabajo observamos menor concentracion de LH en la rata taiep, lo
gue aparentemente no tuvo efectos sobre la ovulacién, ni en el tamafio testicular,
ni en la espermatogénesis. En el caso de la rata taiep macho, podemos observar
que la menor concentracion de LH no causé disminucion del tamafio de las
gbnadas; por el contrario, observamos un incremento de tamafio que podria
estar relacionado con una mayor concentracion de FSH, ya que se ha reportado
gue la administracién de dicha hormona en ratas hipofisectomizadas incrementa
el tamafo testicular (O’Shaughnessy et al., 2010). En el caso de la hembra se
sabe que durante la tarde del proestro se presenta la mayor liberacion de LH lo
gue resulta en la ovulacion (Herbison, 2020). En este trabajo, los animales fueron
evaluados durante la mafiana por lo que no pudimos analizar el pico
preovulatorio de LH. Pero dado que el niumero de ovocitos liberados fue igual
entre el animal desmielinizado y la rata SD, es posible sugerir que la sefal
preovulatoria de LH en la tarde del proestro se presenté de manera normal o de

suficiente magnitud para permitir la ovulacion.

Las hembras taiep presentan el mismo porcentaje de cada una de las etapas del
ciclo estral que las ratas SD, pero al analizar la periodicidad del ciclo estral,
observamos que en algunos ejemplares hubo ausencia o repeticion de alguna
de las etapas del ciclo estral, interrumpiendo su continuidad de acuerdo con la
progresion esperada de proestro, estro, metaestro y diestro. Estos cambios

posiblemente estén relacionados con la disminucion del peso corporal que
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presentan estos animales, asi como, al reporte previo de una alta concentracion
de testosterona durante la etapa juvenil (Mufioz-de-la-Torre et al., 2018). Debido
a que se ha reportado en ratas que el bajo peso corporal (Castellano et al., 2011)
y la presencia de altas concentraciones de testosterona en etapa juvenil (Kim et
al., 2002; Anesetti & Chavez-Genaro, 2016), causan un retraso en el inicio del

ciclo estral y alteracion en su periodicidad.

En las enfermedades desmielinizantes como la MS, los hombres presentan una
progresion mas rapida de la enfermedad en comparacién de las mujeres
(Bergamaschi, 2006; Crespo-Castrillo & Arevalo, 2020), lo cual se ha relacionado
con el decremento en los niveles de testosterona (Bove et al., 2014; Glazer et
al., 2018), lo cual también podria afectar el tamafio o funcion de las génadas. Se
ha reportado que los machos taiep presentan una mayor frecuencia de episodios
de inmovilidad a comparacion de las hembras (Cortés et al., 2005) ademas de
gue en este trabajo observamos que los machos taiep tienen un mayor peso
relativo de los 6rganos reproductivos respecto a las ratas SD, mostrando que el
proceso desmielinizante afecta mas a los machos como se observa en los

pacientes con MS.

El incremento del peso de los 6rganos reproductivos podria ser derivado de la
interaccion de varios factores como testosterona, FSH y glucocorticoides.
Justulin y cols., reportaron el incremento del tamafio de la vesicula seminal en
ratas castradas que fueron tratadas con testosterona (Justulin et al., 2006) por lo
gue en el caso de la rata taiep el incremento del tamafio de la vesicula seminal
podria ser consecuencia de los niveles de testosterona ya que presentan una
tendencia al incremento que podria ser suficiente para causar este efecto.
Durante las diferentes etapas de desarrollo en diferentes mamiferos se observa
el incremento en las sefales del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-
1), que desencadenan vias de sefializacién intracelular mediadas por PI3K/AKT
y MAPK, las cuales participan en la actividad proliferativa a nivel testicular
desencadenada por la uniébn de FSH a su receptor en la célula de Sertoli

(Cannarella et al., 2018). En roedores, la administracion de FSH durante la
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pubertad causa un incremento del volumen testicular (Vihko et al., 1991;
O’Shaughnessy et al., 2010; Nurmio et al., 2012), por lo que es posible sugerir
que la rata taiep presente un incremento en la concentracion de FSH que al llegar
a nivel gonadal aumentaria la actividad de IGF1 originando este incremento de

tamafo gonadal.

El incremento en el tamafio de la gbnada correspondié con el incremento del
perimetro, area y didmetro en los tubulos seminiferos de los diferentes grupos
analizados en la rata taiep macho, lo que podria ser causado por un incremento
en las concentraciones de FSH (O’Shaughnessy et al., 2010; Oduwole et al.,
2021) y a la tendencia al incremento de testosterona. Al realizar el analisis por
testiculo, se observa claramente que los tubulos seminiferos del testiculo
izquierdo son los que presentan el mayor grado de alteracion, lo cual también se
ha observado en la rata hemicastrada donde el testiculo izquierdo secreta una
mayor concentracion de testosterona (Frankel et al., 1988; Brown & Chakraborty,
1991).

Las células de Leydig son las encargadas de sintetizar testosterona ante la
presencia del estimulo de LH (Zirkin & Papadopoulos, 2018) y si disminuye la LH
también disminuye testosterona (Oduwole et al., 2021). Debido a que la rata taiep
no presentd este comportamiento en la relacion LH/testosterona, es posible
sugerir que, el mantenimiento de la concentracion de testosterona esta dado por
el aumento en el numero de células de Leydig o por un incremento en la
disponibilidad de los receptores de LH en dichas células, lo cual tendria que ser
evaluado posteriormente. El incremento en la presencia de receptores a LH
podria ser consecuencia de un incremento en la secrecion de FSH, ya que se ha
reportado que en la rata, la administracion de dicha hormona incrementa el
tamafio de la gbnada, el nimero de receptores LH en la células de Leydig y es
capaz de mantener la espermatogéenesis en ausencia de la LH (Vihko et al.,
1991; O’'Shaughnessy et al., 2010; Oduwole et al., 2021).

Es bien aceptado que existe comunicacion entre el sistema nervioso central y las

gonadas, a través de los nervios espermaticos superior (SSN) e inferior (ISN),

87



los cuales llevan la informacion a la médula espinal y ésta, posteriormente al
encéfalo (Soon et al., 2002). Por otro lado, se ha descrito que en la MS se altera
la conectividad asociada al control motor debido a la pérdida de mielina y al
aumento de la inflamacion (Peterson & Fling, 2018). En el caso de la rata taiep
el proceso desmielinizante junto con el ambiente inflamatorio a nivel del sistema
nervioso central (Soto-Rodriguez et al., 2015), nos permite sugerir que la
transmision de la informacion del sistema nervioso central a las génadas esta
alterado, desencadenando los cambios observados a nivel testicular. Causando
alteraciones similares a las reportadas en el trabajo de Huo y cols. donde la
denervacion quirdrgica del SSN e ISN en ratas puberales resulta en la pérdida
de la espermatogénesis cuando el animal llega al estado adulto, observandose
una reduccioén del area de los tubulos seminiferos e incremento en la apoptosis
de las espermatogonias redondas y las células de Leydig (Huo et al., 2010). Por
otro lado, Chow y cols. evaluaron las alteraciones de la seccion del SSN y ISN
en ratas adultas, mostrando que primero existe una pérdida parcial de la
espermatogénesis y que después de 12 semanas se observa la ausencia de
espermatogonias proliferantes y espermatocitos en preleptoteno en el tejido de
los tubulos seminiferos (Chow et al., 2000). De acuerdo con lo anterior, es
posible que el proceso desmielinizante que sufre la rata taiep aunado a la
astrocitosis reactiva (Leon Chavez et al., 2001) afecten la transmision sinaptica
a la altura del tronco encefalico dificultando el correcto paso de la informacion a
través de la via neural hipotalamica testicular (Soon et al., 2002) provocando
que la informacion que llega de los nervios SSN y ISN al cerebro sea deficiente
causando el incremento del tamafio de los tibulos seminiferos y las alteraciones

espermaticas observadas.

En el presente estudio no encontramos cambios en el numero de
espermatozoides obtenidos del epididimo en la rata taiep, al compararse con la
rata SD; en lo que refiere a la movilidad se observa que al evaluar de forma
conjunta las muestras obtenidas de los epididimos, lo que equivaldria a un
eyaculado, no hubo cambios significativos, lo cual coincide con lo observado en

pacientes de MS (D’Amico et al., 2020). Considerando que existe una asociacion
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entre las concentraciones de LH y la motilidad de los espermatozoides (Sheth et
al., 1976; Meeker et al., 2006), es posible que ante la baja concentracion de LH
en la rata taiep macho se presente un incremento en la expresion de los
receptores a LH para mantener la motilidad de los espermatozoides. Pero al
realizar el analisis considerando si la muestra se obtuvo del epididimo derecho
0 izquierdo, observamos que, el lado izquierdo presentd una mayor cantidad de
espermatozoides no moviles, mientras que el epididimo derecho tuvo mayor
cantidad de espermatozoides moviles progresivos. Este efecto podria ser
causado por un incremento en el tiempo que los espermatozoides pasan en el
epididimo (Fernandez et al., 2008); posiblemente, la informacién que el
epididimo izquierdo recibe por parte del sistema nervioso es deficiente por la
desmielinizacion que presenta la rata taiep a nivel de los ganglios basales y el
cerebelo (Garduno-Robles et al.,, 2020; Lopez-Juarez et al., 2021), lo que
provocaria la disminucion de los movimiento peristalticos (Sakakibara, 2021) que
facilitan el transito de los espermatozoides. Cabe sefialar que estas alteraciones
asimétricas responden parcialmente a nuestra hipotesis, ya que no se observa
una clara alteracion que afecte la capacidad reproductiva del macho. Sin
embargo, nuestras evaluaciones fueron transversales, por lo que no se descarta
que estas alteraciones asimétricas puedan exacerbarse conforme pase el tiempo
y terminen provocando infertilidad, debido a que en la rata taiep los signos
motores y las alteraciones encefalicas derivados de la desmielinizacion se

incrementa con la edad (Lunn et al., 1997; Alata et al., 2021).

Contraste con otros modelos y el ser humano

Al revisar la literatura y comparar lo reportado en humano, en el modelo EAE y

lo obtenido en el presente trabajo observamos que:

e Enlos varones con MS se ha reportado disminucion de la concentracion
de LH, FSH y testosterona, junto con la disminucion en la motilidad
espermatica (Safarinejad, 2008). Aunque es importante mencionar que
existen reportes contradictorios, posiblemente por el tamafio de la
poblacién analizada (Diaconu et al., 2022).
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e El modelo EAE hembra presenta disminucion del ARNm de kisspeptina y
los machos disminucién del ARNm de GnRH (Milosevic et al., 2020). En
el macho se ha reportado disminucion en la secrecion de LH, sin presentar
cambios en la concentracion de testosterona, ni en el peso testicular
(Milosevic et al., 2021).

¢ En la rata taiep observamos que no se afecta la expresion de GnRH en
ambos sexos y que las alteraciones en Kkisspeptina son sexo
dependientes. El macho presenta disminucién de la concentracién de LH;
sin alteracion de las concentraciones de testosterona, acompafado del
incremento del peso testicular. Al analizar la muestra espermatica por

epididimo observamos alteracion en la motilidad espermatica.

Esta disparidad en lo observado en los diferentes modelos y el humano
posiblemente esté relacionado al tipo de proceso desmielinizante que cursan. El
modelo EAE usado en ese estudio, presenta signos similares a la MS tipo
recaida-remision. En el caso de la rata taiep es un modelo genético que presenta
signos similares a la MS tipo progresiva. Por otro lado, en los estudios en
humanos podemos encontrar aquellos que reportan pacientes con MS tipo

recaida-remision y aquellos que no diferencian entre tipos de MS.

Los resultados del presente estudio sugieren que en la rata taiep el proceso
desmielinizante junto con las alteraciones hormonales, dan como resultado
alteraciones del control hipotaldmico y de las funciones gonadales de forma sexo

dependiente (llustracién 19).

Estos datos proporcionan informacion Gtil que permitird entender el
funcionamiento del eje HHG en un organismo con desmielinizacion progresiva,
y también servird como informacion base de posibles terapias que mejoren la

calidad de vida de los pacientes con enfermedades desmielinizantes.

Limitaciones y perspectivas

Durante el desarrollo del presente estudio se presentaron algunas limitaciones,

la principal de ellas, el inicio de la pandemia de COVID19 ya que freno el avance
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del desarrollo experimental. Posteriormente, las complicaciones derivadas de
esta pandemia dificultaron la obtencion de animales para realizar el estudio. Con
respecto a nuestra metodologia, una de nuestras limitaciones fue el uso de
anticuerpos policlonales, los cuales tienen menor especificidad en comparacion
a los monoclonales. Sin embargo, se obtuvo informacion sobre la distribucion y
la presencia del péptido en las estructuras analizadas. Otra limitacion fue que no
se investigaron los niveles de expresion de receptores a LH y FSH a nivel
gonadal. Aunado a esto; no descartamos que la estimacion del numero de
neuronas y los niveles de fluorescencia pudieron estar influenciados por el
muestreo. Por otra parte, el fijador BNF10% que se utilizd durante el proceso de
inclusién de los testiculos limitd el andlisis histoldgico; ya que dificultd determinar
el estadio exacto del tubulo seminifero. Por esta razon; se decidié agrupar en
categorias mas amplias que nos permitieran ver alteraciones en diferentes

puntos de la espermatogénesis.

Considerando las limitaciones, nuestros resultados, y la interpretacion brindada,
del presente estudio se desprenden varias perspectivas, una de ellas, es el
andlisis de la presencia de interleucinas a nivel de la eminencia media, asi como,
la presencia de receptores a hormonas esteroideas en las neuronas
kisspeptidérgicas. En el caso de las hembras, proponemos realizar los mismos
analisis en un grupo sacrificado en la tarde del proestro, para obtener mayor
informacion de la expresion de kisspeptina, GnRH, KisslR y la secrecion de
hormonas esteroideas durante esta fase. En el caso de los machos, se plantea
realizar el analisis del numero de células de Leydig asi como un analisis mas
profundo de los diferentes tipos celulares del tubulo seminifero, lo que permitira
determinar los mecanismos subyacentes al proceso de espermatogénesis y sus
alteraciones en la rata taiep. También se propone analizar la presencia de
receptores a LH y FSH a nivel testicular para entender por qué la disminucién de

LH no afecta de forma critica la funcion testicular en la rata taiep.
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llustraciéon 19. Esquemas resumen. a) Esquema de la rata taiep hembra en estro. b) Esquema
de laratataiep macho. En negritas se indican las alteraciones mostradas en el presente estudio
respecto a las ratas SD. En rojo se indican los posibles cambios que explican lo observado en el
presente trabajo. Abreviaturas: AVPV: area anteroventral periventricular, ME: eminencia media,
ARC: nucleo arcuato, GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas, LH: hormona luteinizante,
FSH: hormona foliculo estimulante, E2: estradiol, P4: progesterona, T: testosterona, HHA: eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal, ROS: especies reactivas de oxigeno, IF: intensidad de
fluorescencia, LHR: receptor a la hormona luteinizante, 1ZQ: lado izquierdo.
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Conclusiones

Con base a nuestros resultados se concluye:

* La rata taiep tiene alteraciones sexo-dependientes en la expresion de
kisspeptina en el ARC y AVPV.

+ La rata taiep tiene una menor concentracion sérica de LH, en

comparacion de la rata SD.

* No se observan alteraciones en la expresion de GnRH ni KISS1R en las

ratas taiep de ambos sexos.

+ La rata taiep de ambos sexos tiene menos mielina en AVPV, ARC y ME,

en comparacion de la rata SD.

* La rata taiep de ambos sexos tienen una mayor masa adrenal y menor

peso corporal respecto a la rata SD.

+ La disminuciéon de LH no altera la concentracion de testosterona en el

macho taiep.

« ElI macho taiep presenta alteraciones a nivel testicular de forma

asimeétrica, siendo mas afectado el testiculo izquierdo.

* No se observan alteraciones en la motilidad espermatica de la muestra
total, pero si respecto al epididimo del cual se obtuvo la muestra siendo el
lado izquierdo el que tiene un mayor numero de espermatozoides

inmoviles.

+ Las hembras taiep no presentan cambios en el peso de los 6rganos
reproductivos, a comparacion de los machos taiep, que tienen mayor
peso de los dérganos reproductivos respecto al control; posiblemente

relacionados con las diferencias hormonales entre sexos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Demyelinating diseases, such as multiple sclerosis, decrease the quality of life of patients and can affect repro-

DEF‘FEH"ﬂ‘iﬂ“ duction. Assisted reproductive therapies are available, which although effective, aggravate motor symptoms. For

1;'@ . this reason, it is important to determine how the control of the hypothalamus-pituitary-gonadal axis is affected in
sspeptin

I order to develop better strategies for these patients. One way to determine this is using animal models such as the
taiep rat, which shows progressive demyelination of the central nervous system, and was used in the present
study to characterize the expression of gonadotrophin-releasing hormone (GnRH), Kisspeptin, and kisspeptin
receptor (Kiss1R) and luteinizing hormone (LH) secretion. The expression of kisspeptin, GnRH, and Kiss1R was
determined at the hypothalamic level by immunofluorescence and serum LH levels were determined by ELISA.
The expression of kisspeptin at the hypothalamic level showed sexual dimorphism, where there was an increase
in males and a decrease in females during oestrus. There was no change in the expression of GnRH or kisspeptin
receptor, regardless of sex. However, a decrease in serum LH concentration was observed in both sexes. The taiep
rat showed changes in the expression of kisspeptin at the hypothalamic level. These changes are different from
those reported in the literature with the use of animals with experimental allergic encephalomyelitis, this is
because both animal models represent different degrees of progression of multiple sclerosis. Our results suggest
that the effects on the hypothalamus-pituitary-gonadal axis depend on the differences between the demyelinating
processes, their progression, and even individual factors, and it is thus important that fertility treatments are
individualized to maximize therapeutic effects.

1. Introduction Walton et al., 2020; Zhang et al., 2020). Different studies have reported

the presence of reproductive problems in patients with MS, such as

Demyelinating diseases affect the quality of life of patients because
their symptoms complicate the performance of daily activities (Burg,
2018; Dahmardeh et al., 2021; Franek et al., 2019; Merghati-Khoei et al.,
2013; Mroskova et al., 2021). One of the most common demyelinating
diseases is multiple sclerosis (MS) (Canellas et al., 2007). This disease
can occur throughout an individual's life, with a higher presence in
populations aged 20-40 years (Dahmardeh et al., 2021; Love, 2006),
and its incidence has increased worldwide in recent years (Rivera, 2017;

increased gonadotropic hormone levels, decreased steroid hormone
levels, and altered gonadal function; these alterations show sexual
dimorphism and can lead to infertility (Bove et al., 2015; Cavalla et al.,
2006; D'Amico et al., 2020; Glazer et al., 2018; Pakpoor et al., 2014;
Sepiilveda et al., 2016).

Due to these reproductive problems, women with MS have opted to
use assisted reproductive techniques, which include the administration
of GnRH agonists and recombinant FSH (Correale et al., 2012). One side
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effect of these techniques are increased relapse episodes, which are
associated with an increase in CD4 + cells, which produce IL-8, [L-12,
IFN-y, and TGF- (Bove et al., 2020; Correale et al., 2012). It is necessary
to investigate possible alterations at the hypothalamic level in MS pa-
tients in order to develop successful fertility treatments that do not alter
the course of the disease.

Animal models are used to understand the reproductive alterations
caused by demyelination. One of the most widely used models is that of
experimental allergic encephalomyelitis (EAE) (Constantinescu et al.,
2011; Link and Xiao, 2001). Rats with acute monophasic EAE show
sex-dependent hypothalamic alterations, where males exhibit a
down-regulation of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) mRNA
and decreased testosterone levels, females exhibit a down-regulation of
kisspeptin mRNA and increased progesterone levels, and both males and
females exhibit decreased luteinizing hormone (LH) levels (Milosevic
et al.,, 2020). The EAE model is highly heterogeneous in terms of the
induction methods, the developed symptomatology, and the animal
models used, which implies certain limitations when compared with the
human disease (Constantinescu et al., 2011). Given that the develop-
ment of MS is influenced by the interaction of genetic and environmental
factors (Thompson et al., 2018), it is necessary to use animal models that
exhibit a demyelination of genetic origin which would allow us to
analyze the possible reproductive alterations that may occur in such
models.

In the present study, we used the myelin mutant taiep rat,which was
obtained by B. Holmgren and R.Urba-Holmgren at the Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla through selective crossbreeding of the
Sprague-Dawley (SD) rat (Holmgren et al., 1989). This animal exhibits
hypomyelination of the central nervous system (CNS), which evolves to
progressive demyelination in the adult stage, affecting regions such as
the optic nerve, the fasciculus gracilis, and the corticospinal tract
(Duncan et al., 1992; Lunn et al., 1997a; O’Connor et al., 2000).
Hypomyelination in the taiep rat is caused by an abnormal accumulation
of microtubules in the smooth endoplasmic reticulum (Couve et al.,
1997: Song et al., 1999) resulting from a mutation of the Tubb4a gene in
the Ala302Thr region of p — tubulin (Duncan et al, 2017;
Garduno-Robles et al., 2020). As a consequence of this mutation, the
taiep rat exhibits a progressive neurological motor syndrome charac-
terized by tremors, ataxia, immobility episodes, epilepsy, and hindlimb
paralysis, and the acronym of these signs is the name of the rat
(Holmgren et al., 1989). The symptoms start at 30 days of age with
tremors, then ataxia is observed at 4 months, immobility episodes and
epilepsy occur at 4-5 months, and it is until 7 months of age when
hindlimb paralysis is observed (Holmgren et al., 1989; Li et al., 2003;
Lunn et al., 1997b). In addition, the taiep rat has been shown to exhibit
sexual dimorphism in gripping-induced immobility episodes, with males
showing a higher incidence of these episodes (Cortés et al., 2005).

The taiep rat has been reported to show neurcinflammation caused
by increased nitrosative stress, lipid peroxidation, and presence of pro-
inflammatory cytokines (Leon-Chavez et al., 2006). A reduction in
remyelinating factors, such as FGF2 and CXCL1, has also been reported,
as well as a down-regulation of IL-1p, IL-10, TGFp1 (Soto-Rodriguez
et al., 2015; Soto-Rodriguez et al., 2012). These alterations are observed
in animals of 1 and 6 months of age, indicating that the taiep rat shows a

chronic neuroinflammation profile (Soto-Rodriguez et al., 2015). At the
reproductive level, both sexes of the taiep rat have been shown to be
fertile, but their fertility is lower compared to SD rats (Holmgren et al.,
1989). Females of 30 days of age have been observed to show increased
testosterone concentrations, delayed vaginal opening, and a reduced
follicular population accompanied by an increase in atretic follicles and
a decrease in the expression of ovarian catecholamines
(Munoz-de-la-Torre et al., 2018). Female taiep rats of 90 days of age
show irregular oestrous cycles, and rats in oestrus have been reported to
show increased progesterone and decreased estradiol concentrations,
increased follicular atresia, the presence of follicular cysts, and a
decrease in  the expression of ovarian catecholamines
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(Munoz-de-la-Torre et al., 2018). In the case of male rats, there are
currently no reports of reproductive alterations at the gonadal level.

Considering the evidence of reproductive alterations caused by
demyelinating problems both in patients and animal models, the present
study aimed to use the taiep rat to characterize the expression of kiss-
peptin, GnRH, and kisspeptin receptor (Kiss1R) in the hypothalamic
areas involved in the control of reproductive function: the anteroventral
periventricular area (AVPV), the arcuate nucleus (ARC), and the median
eminence (ME). In addition, we measured serum LH levels. The objec-
tive was to determine how progressive demyelination affects repro-
ductive function at the level of the CNS and contribute with useful
information for the implementation of therapies to improve the quality
of life of patients with demyelinating diseases.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

All experiments were performed according to the Mexican law of
protection and treatment of animals and followed the specifications of
the official Mexican standard NOM-062-Z00-1999, and the experiment
was approved by the committee for animal care and laboratory animal
use of the Benemérita Universidad Auténoma de Puebla under protocol
number 100274222-UALVIEP-20/1 to reduce as much as possible the
number of animals and prevent their suffering.

For this study, taiep rats were obtained from the Animal Facility of
the Institute of Physiology of the Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla, where they were obtained from taiep x taiep crosses, and the
colony is maintained by crossing F1 hybrids (Holmgren et al., 1989). We
used 48 animals, 24 taiep and 24 SD, which were distributed in 4 groups
(males, females in diestrus, females in proestrus, and females in oestrus),
with n = 6 animals per group. All animals were kept in boxes of 3 in-
dividuals (males and females were separated) under controlled
light-darkness conditions (12-12 hrs, lights turned on at 7 am), a tem-
perature of 22 + 2 °C, and free access to food and water. Vaginal smears
were performed on females for 2 weeks between 9:00-10:00 am prior to
sacrifice.

Male rats were sacrificed at 90 days of age. Females were sacrificed
at 90 + 2 days according to the oestrous cycle. Rats in oestrus were
sacrificed if it was preceded by proestrus, rats in proestrus were sacri-
ficed only if it was preceded by diestrus, and in the case of diestrus, only
if it was preceded by metestrus. The visible symptoms of taiep rats of
both sexes at sacrifice were tremors.

All the animals were weighed in a digital scale (Nahita, series 5041)
and sacrificed using an overdose of pentobarbital (63 mg/mL; normal
dosage 20 LU./100 g of body weight) between 9:00-11:00 hrs. The
reproductive organs were obtained and weighed fresh (ovaries and
testicles), and in the case of females in oestrus, the oviduct was obtained
to evaluate the number of oocytes released using standard laboratory
methodology (Morales-Ledesma et al., 2010; Morales et al., 1998).
Blood was collected and kept at ambient temperature for 30 min, then it
was centrifuged at 3500 rpm for 15 min. The serum was separated and
stored at — 20 °C in microcentrifuge tubes until LH quantification.

2.2. LH quantification

LH levels were quantified using ELISA kits following the manufac-
turer’s specifications (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA), which
use a mouse anti-LH monoclonal antibody that recognizes human and
rat LH. The intra-assay coefficient of variation was 5.3%, while the inter-
assay coefficient was 15.5%. The sensibility of the assay was 0.612 ng/
mL with a confidence limit of 2. The specificity of the assay was the
following: LH (100%), FSH (<0.004%), TSH (0.3%), and hCG (<
0.004%). Absorbance values were measured with a microplate reader
(ELx8"", BioTek instruments, Inc, USA) at 450 nm and the final con-
centrations are reported in ng/mL.
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2.3. Section preparation for immunohistochemistry

After dissection, the brains were fixed in 10% Formalin Neutral
Buffer, dehydrated, and embedded in paraffin. The tissue was obtained
following the methodology according to Salehi (2013) and the subse-
quent identification of the structures was made according to the Paxinos
& Watson atlas (Paxinos and Watson, 1998); AVPV: bregma — 0.26 to —
0.40; ARC-ME: Bregma — 2.12 to — 3.30 mm. For the analysis of each
structure (ARC-ME, AVPV), eight 10-pym thick sections were obtained
per animal (Table 1). The sections were mounted on gelatinized slides.

2.4. Tissue pretreatments and immunohistochemistry

The sections were subjected to antigen retrieval in citrate buffer (10
mM Citric Acid, 0.05% Tween 20, pH 6.0) for 2 min at 90 °C. They were
allowed to cool for 30 min and then rinsed with Tris-Buffered Saline
with Tween® 20 (TBST 10X, Cell Signaling technology, #9997). Finally,
the sections were blocked by incubation in 0.25% casein for 2 h.

In the case of the AVPV and the ARC, the sections were incubated
using a Cy5-conjugated rabbit kisspeptin polyclonal antibody (1:150;
Bioss Antibodies; bs-0749R-Cy5; this antibody detects the Kisspeptin-10
region of Kisspeptin). In the case of the ME, the sections were double-
labeled and incubated using a Cy3-conjugated KiSS1 receptor Poly-
clonal Antibody (1:150; Bioss Antibodies; bs-2501R-Cy3) and an Alexa
fluor 488-conjugated Gonadoliberin 1 Polyclonal Antibody, (1:150;
Bioss Antibodies; bs-10369R-A488). In both cases, samples were kept in
darkness for 24 h at 4 °C and then washed and mounted. Sections
without the antibody were used as a negative control.

2.5. Confocal microscopy

Fluorescent signals were studied with a Zeiss LSM5 PASCAL confocal
microscope. High resolution images were obtained using a plan-neofluar
40x/1.3 oil objective lens. Different fluorochromes were used and
detected with the following laser lines: 488 nm for Alexa fluor 488, 514
nm for Cy3, and 633 nm for Cy5. Emission filters were as follows: 530
nm for Alexa fluor 488, 560 nm for Cy3, and 650 nm for Cy5. Images
were captured using the Carl Zeiss Laser Scanning Systems LSM 510, Red
(For kisspeptin), Green (for GnRH), and yellow (for Kiss1R); the images
were saved and exported in TIFF format using LSM Image Browser
version 3.4.0.359.

2.6. Image analysis

The obtained images of the AVPV and the ARC were used to count
the number of kisspeptin-immunoreactive cell bodies (IRcb), which are
those that showed a defined oval shape. The color histogram tool of
ImageJ 1.50i (NiH, USA, https://imagej.nih.gov/ij/index.html) was
used to determine the fluorescence intensity, which is interpreted as an
approximation of the amount of kisspeptin, GnRH, or Kiss1R in the cell
bodies or fibers. A total of 720 IRcb were evaluated, 480 in the ARC and
240 in the AVPV. A total of 240 randomly selected areas of 1000px were
analyzed to determine the fluorescence intensity for GnRH and Kiss1R in

Table 1
Number of coronal sections used to analyze each area of interest per experi-
mental group.

Experimental Group AVPV ARC-ME

Taiep Male 48 48
Diestrus 48 48
Proestrus 48 48
Oestrus 48 48

sD Male 48 48
Diestrus 48 48
Proestrus 48 48
Oestrus 48 48
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the EM.
2.7. Statistical analysis

The obtained data were analyzed with a Shapiro-Wilk normality test.
The comparisons of number of IRcb, fluorescence intensity, and serum
LH concentration between the different groups were made with a two-
way ANOVA (@ = 0.05). The categories used in the ANOVA were
“Strain”, taiep and SD rats, and “Sex-Oestrus Cycle”, females in different
stages of the oestrus cycle and male rats. All pairwise multiple com-
parison procedures were performed using the Holm-Sidak method for
group comparisons. The comparisons of number of [Reb in the different
regions analyzed, body and reproductive organ weight, and number of
oocytes were made with a Student’s t-test. Differences in probabilities
equal or lower than 0.05 were considered statistically significant. All
analyses were performed in Sigma Plot 11.0 (Systat Software Inc.).

3. Results

The weight of male and female taiep rats was lower compared to SD
rats (Table 2). Male taiep rats showed increased testicular weight
compared to SD rats. Female taiep rats exhibited irregular estrous cycles
without changes in the percentage of each stage of the cycle (Fig. 1). No
differences were observed in ovarian weight or in the mean number of
oocytes released with respect to SD rats (Table 2).

3.1. Presence of kisspeptin in the ARC

The immunohistochemical analysis using Kisspeptin antibodies
showed numerous IRcb in the ARC sections (Fig. 2. a) of taiep and SD rats
from the four “Sex-Oestrus Cycle” groups; this is shown in Fig. 2. d.
When analyzing the count of IRcb with the two-way ANOVA, there were
statistically significant differences between the groups of “Sex-Oestrus
Cycle” (F= 27.446, p < 0.001) and “Strain” (F= 40.696, p < 0.001).
There was also a significant interaction between “Strain” and “Sex-
Oestrus Cycle” (F= 3.842, p = 0.017). Male taiep rats showed a higher
number of IRcb compared to male SD rats. In addition, taiep rats in
oestrus showed a higher number of IRcb compared to the other stages of
the oestrous cycle (Fig. 2. ¢).

In the case of fluorescence intensity for kisspeptin (Fig. 2. b), the
Two-way ANOVA identified a significant effect of “Sex-Oestrus Cycle”
(F= 38.682, p < 0.001) but no effect of “Strain™ (F= 1.270, p = 0.27).
There was also a significant interaction between “Strain” and “Sex-
Oestrus Cycle” (F=9.184, p < 0.001). A comparison between the four

Table 2

Body and organ weight of male and female taiep rats. The table includes the
number of oocytes found in the oviducts of taiep rats. Data are expressed as the
mean+SEM with units in milligrams per 100 g of body weight (mg/100gBW).
(Total number analyzed: 6 males and 18 females per group). Significant values
are marked with * .

taiep Sprague- df t P
Dawley value
Males
Body weight(g)  299.900 + 437.083 + -137.183  -14.243 <
4.538 8.495 0.001
*
Testicles (mg/ 1050.434 + 836.846 + 213.589 4.248  0.002
100gBW) 35.910 35.201 *
Females
Body weight(g)  216.739 + 275.800 + -59.061  -14.394 <
1.799 3.688 0.001
*
Ovaries (mg/ 45.717 40.822 = 4.895 1.615 0116
100gBW) 2.756 1.261
Number of 5.250 + 8.500 = 3.250 1.968 0.077
oocytesinthe  1.974 0.681
oviducts
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Fig. 1. Schematic diagram of the oestrous cycle of taiep and SD rats. a) Diagrams of the oestrous cycles of taiep and SD rats; red flags indicate the points where the
oestrous cycle was altered. O: oestrus, P: proestrus, D: diestrus, M: metestrus. b) Oestrous cycle of all the taiep rats used in this study and 6 SD rats. c) Percentages of

oestrous cycle stages; comparisons were made with a Z-test. SD: Sprague-Dawley.

“Sex-Oestrus Cycle” groups using the Holm-Sidak post hoc test showed a
higher fluorescence intensity in male taiep rats compared to male SD rats
(Fig. 2. b). In female rats, diestrus and proestrus showed no difference in
fluorescence intensity regardless of strain. The oestrus stage showed
lower fluorescence intensity in taiep rats compared to SD rats, but both
showed higher fluorescence intensity in this stage when compared to the
other stages of the oestrus cycle (Fig. 2. b).

3.2. Presence of kisspeptin in the AVPV

In both strains, the immunohistochemical analysis using Kisspeptin
antibodies showed IRcb (Fig. 3. d). When analyzing the count of IRcb
with the two-way ANOVA, we observed a significant effect of “Sex-
Oestrus Cycle” (F= 12.780, p < 0.001) and “Strain” (F= 12.633,
p < 0.001), but there was no interaction between these two factors (F=
2.092, p=0.117). Male taiep rats showed a higher number of IRcb
compared to male SD rats. Taiep rats in oestrus showed a higher number
of IReb compared to SD rats in oestrus (Fig. 3. ). In addition, taiep rats in
oestrus showed a higher number of IRcb compared to the other stages of
the oestrous cycle (Fig. 2. c).

In this area (Fig. 3. a), the Two-way ANOVA identified a significant
effect of “Sex-Oestrus Cycle” (F= 38.305, p < 0.001) and of the inter-
action between “Strain™ and “Sex-Oestrus Cycle” (F=4.991, p = 0.002)
on the expression of kisspeptin. However, there were no effects related
to “Strain” (F= 0.282, p = 0.596). The comparison of the four “Sex-
Oestrus Cycle” groups using the Holm-Sidak post hoc test showed that
female rats in oestrus exhibit the highest fluorescence intensity
compared to the other oestrus cycle stages and male rats (Fig. 3. b). Male
taiep rats showed higher fluorescence intensity compared to male SD rats
(Fig. 3. b). In female taiep rats, only the oestrus stage showed significant
changes, with lower fluorescence intensity compared to female SD rats
(Fig. 3. b), but higher intensity compared to the other stages of the

oestrus cycle.

3.3. Comparison of the number of IReb in the AVPV and ARC

There was a higher number of IRcb in the ARC in both taiep and SD
rats compared to that observed in the AVPV (Fig. 4).

3.4. Presence of GnRH and Kiss1R in ME

In the ME (Fig. 5. a), the Two-way ANOVA of the expression of GnRH
did not identify any effect of “Strain™ (F= 0.891, p = 0.346) or of the
interaction between “Strain”™ and “Sex-Oestrus Cycle” (F=0.579,
p = 0.629), but “Sex-Oestrus Cycle” showed a significant effect (F=
28.754, p < 0.001). The comparison of the four “Sex-Oestrus Cycle”
groups using the Holm-Sidak post hoc test showed that female rats in
proestrus exhibit the highest fluorescence intensity compared to the
other oestrus cycle stages (Fig. 5. b). Male taiep rats showed the lowest
fluorescence intensity compared to any of the oestrus cycle stages
(Fig. 5. b). The Two-way ANOVA of the expression of Kiss1R showed
only a significant effect of “Sex-Oestrus Cycle™ (F=70.715, p < 0.001),
but there was no effect of “Strain” (F= 0.631, p = 0.428) or of the
interaction between “Strain”™ and “Sex-Oestrus Cycle” (F=1.194,
p=0.313). The comparison of the four “Sex-Oestrus Cycle” groups
using the Holm-Sidak post hoc test showed the same results as those for
GnRH, where the highest fluorescence intensity can be observed in fe-
males during proestrus and the lowest intensity is observed in males
(Fig. 5.¢).

The immunohistochemical analysis using gonadoliberin 1 antibodies
showed immunoreactive fibers in the ME sections of males and of fe-
males in different oestrus cycle stages of both strains (Fig. 5. d). The use
of Kiss1R antibodies showed the coexpression of Kiss1R in the same fi-
bers (Fig. 5. e).

123



L.P. Munioz de la Torre et al.

Sagital slice

Bregma-3.30 mm ARC

b) v

120 . .

100 T
80 - =

60

il

'a“’ﬂ sD taiep
DleSIYUS

4

Fluorescence intensity
8

2

S

o

Male Proeslrus Oestrus

(2]
—

’
Hi o634 4 ¢

el .- .
8 w0
14 |
- 1001
(=}
@
o
E
S
=

w04

20 4

SD taiep sSD taiep SD taiep SD taiep
Male Diestrus Proestrus Oestrus

Journal of Chemical Neuroanatomy 123 (2022) 102120

d)

Proestrus Diestrus Male

Oestrus

Fig. 2. Analysis of kisspeptin in the arcuate nucleus(ARC) of taiep and Sprague-Dawley (SD) rats. a) Location of the ARC, modified from Paxinosand Wat (19

b) Fluorescenceintensity for kisspeptin; values are expressed as the mean + SEM of 60immunoreactive cell bodies (IRcb) per analyzed group (Tola] numbcr
analyzed:480 IRcb). ¢) Number of kisspeptin-IRcb; values are expressed as the mean + SEMof 8 sections per brain from 6 independent animals (Total number
analyzed: 48brain sections per group). d) Representative images of the ARC of the differentanalyzed groups showing kisspeptin-immunoreactive cell bodies;

4xmagnifications are shown on the upper right corner of each image.

3.5. Serum LH levels

The Two-way ANOVA identified a significant effect of “Strain” (F=
14.66, p < 0.001) but not of “Sex-Oestrus Cycle” (F=0.32, p = 0.72) on
serum LH levels, and there was also no effect of the interaction between
“Strain” and “Sex-Oestrus Cycle” (F=1.09, p = 0.35). Female taiep rats
showed low serum LH levels compared to SD rats and serum LH levels in
male taiep rats showed the same pattern (Fig. 6).

4. Discussion

Our results show that the taiep rat, a model of progressive demye-
lination of the CNS similar to progressive MS (Wilkins et al., 2010),
exhibits alterations in the fluorescence intensity for kisspeptin in both
sexes, with an increase in males and a decrease in females, without
changes in the expression of GnRH and Kiss1R. These findings differ
from those reported by Milosevic in the EAE model, since they described

a decrease in GnRH mRNA expression in males, while females showed a
down-regulation of kisspeptin mRNA (IViilose )). These
differences suggest that the hypothalamic alterations in reproductive
control observed in models of demyelination depend on the type of
demyelinating process, the animal species used, and the progression of
the disease.

ic et al., 2

In recent years, it has been established that kisspeptin neurons are
involved in repmduc[ive control at the hypothalamic level (Pinilla et al.,
2018). In the case of rats, two regions expressmg

these neurons have been identified: the ARC (Herb
et al., 2016) and the AVPV (Herb

et al.,
020), also known as the rostral periventricular region of the 3rd

somn, 2( leda

ventricle (H: et al., 2018). In our model, the demyelinating process
does not affect the distribution of kisspeptin-IRcb since they were
identified in both the ARC and AVPV. It has also been established that
the number of kisspeptin neurons in the AVPV of adult rats is lower
compared to the ARC (Kinsey-J¢ 3

irter

nes et al., 2014; Overgaard et al
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l'akumi et al., 2
rat.

Sexual dimorphism has been reported in the presence of kisspeptin
neurons in the AVPV (Kauffman et al., 2007; T 1), where
males show a lower number of kisspeptin neurons compared to females
in diestrus (Mar )17). In the present study, we were able
to corroborate this dimorphism in the AVPV of SD rats, but it was not
observed in taiep rats since males showed the same number of
kisspeptin-IRcb as female taiep rats in diestrus. Given that neonatal an-
drogens have been reported to be involved in the establishment of this
sexual dimorphism, since castration of neonatal male rats causes an
increase in the number of klsspeptm neurons in the AVPV (Clarkson and
Herbison,

11), which is consistent with that observed in the taiep

akumi et al., 20

raudino et al., 2(

Homma et al., 20

we can hypothesize that male
taiep rats exhibit a decrease in androgens during the neonatal stage,
which would have to be evaluated in future studies.

In addition to the alteration of an increased number of kisspeptin-
IRcb in male taiep rats, an increase in the fluorescence intensity for

kisspeptin was also observed in the AVPV as well as in the ARC,
compared to male SD rats. This increase in the fluorescence intensity for
kisspeptin in male taiep rats is likely caused by changes in the presence of
peripheral steroids and neurosteroids. It is known that neurosteroid
synthesis at the level of the CNS occurs in astrocytes, oligodendrocytes,
and neurons (L ans, 2020; Zwain and Yen,
1999). Furthermore, neuroproges[emne synthesized by astrocytes,
together with estradiol, has been described to be crucial for the stimu-

loyd-Evans a

lation of kisspeptin neurons in the ARC (Herbison, 2020; Micevych and
Sinchak, 2008; man-Smith et al., 2018). Given that the taiep rat
exhibits astrocytosis and neuroinflammation (Leon Chavez et a 1),

it is possible that neuroprogesterone is increased, resulting in an
increased fluorescence intensity for kisspeptin in the ARC. In adult male
mice, testosterone has been reported to up—regulate klsspeptm mRNA in
the AVPV and down-regulate it in the ARC (Smitl al., 2005). In the
case of the taiep rat, an inerease in testicular size suggesrs an increase in
peripheral testosterone, which could be responsible for the increased
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Fig. 4. Comparison of the number of kisspeptin-immunoreactive cell bodies (IRcb) between the arcuate nucleus (ARC) and the anteroventral periventricular area
(AVPV) of taiep and Sprague-Dawley (SD) rats. Values are expressed as the mean + SEM of 8 sections per brain from 6 independent animals per group (Total number
analyzed: 768 brain sections). The comparison of the number of IRcb between the ARC and AVPV was made with a Student’s t-test.

fluorescence intensity in the AVPV.

In the case of female rodents, reproductive control is more complex
due to the presence of the oestrous cycle (Herbison, 2020). Each stage of
the oestrous cycle shows differences in the presence of pituitary and
steroid hormones (Butcher et al., 1974). This variation causes changes in
kisspeptin neuron activity and number according to the stage of the
oestrous cycle (Herbison, 2020). A higher immunoreactivity to kiss-
peptin in the AVPV compared to the ARC has been reported in female
mice in diestrus, and the opposite effect is observed in oestrus, which is
explained by an increase in estradiol (Marraudino et al., 2017). This
effect was not observed in either taiep or SD rats, which could be due to
the type of model used, since the expression of kisspeptin neurons has
been reported to differ between mice and rats (Overgaard et al., 2013).
However, we do not discard that it may be related to the antibodies used
in the analysis, and thus it is necessary to use monoclonal antibodies to
evaluate this effect.

In the case of rats, neuron number has been reported to increase in
the ARC and decrease in the AVPV in the absence of estradiol (Kin-
sey-Jones et al., 2014). This effect can be partially observed in taiep rats
in oestrus, since an increase in the number of kisspeptin-IRcb is observed
in the ARC when there is a decrease in serum estradiol concentrations
(Munoz-de-la-Torre et al., 2018), but there is no decrease in IRcb in the
AVPV. In contrast, there is an increase in the number of kisspeptin-IRcb
in the AVPV of taiep rats in oestrus, possibly caused by an increase in the
availability of estrogen receptors o even an increase in the presence of
neuroestradiol in this region resulting from the neuroinflammation
observed in our animal model.

It is currently proposed that the control of kisspeptin neurons in the
ARC and AVPV is mediated by estradiol and progesterone (Herbison,
2020; Kinsey-Jones et al., 2014). At the start of proestrus, increasing
estradiol levels increase kisspeptin neuron activity in the AVPV, and
estradiol, combined with progesterone, which increases hours after the
start of proestrus, inhibits kisspeptin neuron activity in the ARC,
resulting thus in the generation of a GnRH/LH pulse (Herbison, 2020).
In the case of the taiep rat, no changes were observed in the proestrus
stage because the measurements were obtained in the morning, and thus
it is necessary to evaluate these parameters on the afternoon of proestrus
in future studies.

It is well established that kisspeptin neurons are involved in the
regulation of GnRH synthesis by GnRH neurons (Oakley et al., 2009; Roa
et al., 2006). It has been reported that a loss of over 60% of kisspeptin
neurons is necessary for there to be a change in GnRH expression in

females (Herbison, 2020; Wang et al., 2019). Given that taiep rats
showed an increase in the number of kisspeptin-IRcb and that the
decrease in fluorescence intensity for kisspeptin was not higher than
30%, we can propose that there are not enough changes in the regulation
of GnRH neurons by kisspeptin to modify the fluorescence intensity for
GnRH and Kiss1R in the ME of taiep rats. Our demyelinated model does
not show changes in the expression of the GnRH label in the ME; how-
ever, there is a decrease in LH secretion. Given that the taiep rat exhibits
a chronic neuroinflammatory profile (Soto-Rodriguez et al., 2015), it is
possible to suggest that there will be proinflammatory cytokines at the
level of the ME that inhibit GnRH secretion, causing a decrease in serum
LH, since the presence of proinflammatory cytokines, such as IL1f, has
been reported to inhibit GnRH release (Wu and Wolfe, 2012),

LH is a hormone that regulates spermatogenesis in males and
ovulation in females (Herbison, 2020; Kaprara and Huhtaniemi, 2018).
In rats with acute monophasic EAE, there is a decrease in LH secretion
(Milosevic et al., 2020), whereas mice with passive EAE show an in-
crease in this hormone (Foster et al., 2003). In our study, we observed a
decrease in LH secretion in demyelinated rats, which did not have
apparent effects on ovulation or testicular size. In the case of male taiep
rats, this decrease in LH was not observed to affect gonadal size, which
could be related to an increase in follicle stimulating hormone (FSH)
secretion, since the administration of this hormone in hypophysecto-
mized rats has been reported to increase gonadal size (O Shaughnessy
et al., 2010). In the case of females, it is known that the highest LH
release occurs during the afternoon of proestrus, which results in
ovulation (Herbison, 2020). In the present study, the animals were
evaluated in the morning, and thus we were not able to analyze pre-
ovulatory LH peaks. However, given the that the number of oocytes
released was similar between demyelinated and SD rats, it is possible to
suggest that the preovulatory LH surge occurred normally on the
afteroon of proestrus.

Taiep rats of both sexes showed a decrease in body weight, which has
been observed in other animal models of demyelination (Milosevic et al.,
2020) and MS patients (Bergamaschi, 2006; Reder et al., 1994). Body
weight loss could be a result of the crossbreeding to obtain the animal
model. However, we suggest that the decrease in body weight may be
related to a down-regulation of TGFf1 at the central level (Soto-Ro-
driguez et al., 2015), since a decrease in TGFp1 at the hypothalamic
level has been reported to increase locomotor activity and reduce adi-
pose tissue (Mendes et al., 2018).
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of GnRH and Kiss1R.

5. Conclusion

In the present study, we characterized the presence of kisspeptin-
IRcb, the fluorescence intensity for kisspeptin, GnRH, and Kiss1R, as
well as serum LH concentrations in female and male taiep rats. We show
that our animal model with progressive demyelination exhibits sex-
dependent alterations in the expression of kisspeptin and suggest that
the presence of neuroinflammation and proinflammatory cytokines in-
fluence the process of GnRH release, affecting thus the release of LH. Our
data are consistent with the hypothesis that reproduction is altered
differently according to the origin and type of progression of the
demyelinating process. This is relevant because it allows to identify
action points for the development of assisted reproductive therapies
according to the type of demyelinating disease that the patient presents.
According to our results, future studies in taiep rats should focus on

determining which proinflammatory cytokines are affecting GnRH
release and determining neurosteroid and steroid hormone concentra-
tions at different developmental stages of the animal to clarify the origin
of the alterations observed in the present study.
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