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Abreviaturas utilizadas:

ARC: Ndcleo arqueado

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero
AVPV: Nucleo anteroventral del hipotdlamo
BAOT: Ndcleo del lecho del tracto olfatorio accesorio
BNST: Nucleo del lecho de la estria terminal
BO: Bulbo olfatorio

BOA: Bulbo olfatorio accesorio

BOP: Bulbo olfatorio principal

CG: Células granulares/ capa granular

CM: Celulas mitrales/ capa mitral

DA: Dopamina

E#: Dia de desarrollo embrionario

FSH: Hormona foliculo estimulante

GABA: Acido gamma-aminobutirico

GH: Hormona de crecimiento

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas
HHG: Eje hipotalamo-hipofisis-gbnadas
JAK: Janus kinase, proteina cinasa Janus
LH: Hormona luteinizante

MeA: Amigdala medial

MeAV: Amigdala medial anteroventral



MePD: Amigdala medial posterodorsal

MPN: Nucleo preoptico medial

OVN: Organo vomeronasal

P#:. Edad posnatal (dias)

PG: Células periglomerulares

PI3K: Fosfatidil inositol-3 cinasa

PKC: Proteina cinasa C

PMCo: Nucleo amigdaloide posteromedial cortical
PRL: Prolactina

PRLR: Receptor de prolactina

PRLR-L: Receptor de prolactina (isoforma larga)

RT-qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, PCR cuantitativa, por método de

retrotranscripcion
SNC: Sistema nervioso central

STAT: Signal transducer and activator of transcription, activador de la transcripcion y

transductor de sefial.
VIP: Péptido vasoactivo intestinal
VMHUvI: nacleo ventromedial del hipotdlamo ventrolateral

ZSV: Zona subventricular del hipotalamo
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Resumen

La prolactina (PRL) tiene descritas méas de 300 funciones, las cuales incluyen su participacion en
en procesos reproductivos. La PRL puede verse alterada por la percepcion de olores, los cuales
a su vez interfieren en el funcionamiento de la via vomeronasal y el eje reproductivo. Aunado a
esto, existen evidencias de la expresion de receptores de PRL (PRLR) en el bulbo olfatorio (BO)
durante el desarrollo. En este proyecto se dio un seguimiento a la expresion del ARNm de PRLR
(Prir-1) en el BO de ratones hembra de diferentes edades a lo largo de la maduracion sexual. Se
realiz6 una estimulacion olfatoria con un estimulo sexualmente relevante a una hembra adulta
virgen tras un tratamiento agudo de PRL. Encontramos que si bien el Prir-l y la Prl no tienen
niveles de expresion especificos para cada etapa; el tratamiento con PRL potencia de manera
significativa con la respuesta tipica del BO ante un estimulo sexual y favorece la activacion de la
region anterior del bulbo olfatorio accesorio (BOA), regién encargada del procesamiento de
estimulos sociales y sexualmente relevantes. La PRL también parece estar promoviendo la

exploracion olfatoria ante un estimulo sexualmente relevante.

Abstract

Prolactin (PRL) has more than 300 functions, including its participation in reproductive processes.
PRL function can be altered by odors related to vomeronasal pathway and the reproductive axis.
Furthermore, data support the expression of PRLR in the olfactory bulb (BO) during development.
In this project, the expression of mMRNA of PRLR (Prlir-I) in BOduring different stages of sexual
maturation has been followed. We also stimulated adult female mice with sexual relevant odors
after a PRL treatment. We found that the expression of Prl and Prlr-I had no specific levels along
reproductive stages, however, PRL treatment interfered with previously described responses.
PRL also facilitated differential activation of anterior region of accessory olfactory bulb (BOA),
which is the region specialized in processing sexual stimuli and other social odors. PRL seems to

be promoting the olfactory exploration of a sexual relevant stimuli.



INTRODUCCION

La reproduccién ha permitido a las especies asegurar su supervivencia a través de su trayectoria
evolutiva. A lo largo de su desarrollo individual, los organismos pasan por una serie de
adaptaciones que los preparan para llevar a cabo la reproduccion (Norris, 2013). En los
vertebrados, los procesos fisiol6gicos relacionados a la reproduccion estan regulados por la
glandula hipofisiaria, y las hormonas que libera la misma, como las gonadotropinas, la hormona
luteinizante (LH, por sus siglas en inglés) y la hormona foliculo estimulante (FSH, por sus siglas
en inglés). A su vez, la actividad de la hip6fisis esta mediada por la actividad de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés), que es secretada por un grupo
de neuronas en la zona preéptica del hipotalamo a la eminencia media donde interacciona con

el tallo hipofisiario y asi modula la actividad de la hipofisis (Plant, 2002).

El olfato estd4 estrechamente ligado con la reproduccion, ya que permite la identificacion de
seflales sexualmente relevantes; moléculas volatiles y no volatiles que pueden modular
diferentes respuestas hormonales relacionadas a la reproduccion. En hembras, el sistema
olfatorio puede inducir la secrecion de GnRH (Yoon, Enquist, & Dulac, 2005) o potenciar la
liberacion de LH. Este ultimo proceso ocurre via disrupcion de la liberacion de prolactina (PRL),
gue puede a su vez inducir la receptividad de las hembras e incluso el inicio de la pubertad (Li et
al., 1990; Lomas & Keverne, 1982; Rosser et al., 1989). Sin embargo, no se sabe mucho sobre
el papel de la PRL en la relacion olfato-eje reproductivo. Este proyecto pretende contribuir con la
generacién de conocimiento sobre el papel de la PRL en la respuesta del bulbo olfatorio (BO) en
la reproduccién, en este caso particular, durante la maduracion sexual. A lo largo de este trabajo
se describirdn detalladamente las propiedades de los sistemas implicados (el eje reproductivo,
el sistema olfatorio y generalidades de la PRL), asi como la posible relacion estrecha que guardan

la PRL, el olfato y la fisiologia sexual, que hasta ahora esta apoyada con pocas evidencias.



ANTECEDENTES GENERALES

Maduracién sexual

Durante el periodo previo a la pubertad (etapa infantil/juvenil) en los mamiferos la actividad de
gonadotrdpos en el eje hipotdlamo-hipdfisis-génadas (HHG) es la encargada de la liberacion de
FSH. En la etapa juvenil la liberacion de FSH disminuye conforme se alcanza la madurez sexual,
y el eje HHG comienza a hacerse sensible a la liberacion de estradiol que el ovario comienza a
secretar hasta este periodo. Aunque la estimulacion no ha sido muy alta, comienza a haber una

retroalimentacion positiva del eje (Gilbert, 2005; Prevot, 2014).

En etapas peripuberales, los cambios en los pulsos de liberacién de LH son importantes para el
desarrollo de los ovarios, estimulandolos para producir estradiol y progesterona. A su vez, la
liberacion de LH se ve favorecida por los cambios en la produccién de estradiol. En esta etapa
existe una liberacién diferencial de FSH y LH, debido a que tienen una sensibilidad distinta a las
pulsaciones de GnRH; FSH responde a pulsaciones de menor frecuencia y LH lo hace a mayor
frecuencia (Dalkin et al., 1989; Prevot, 2014). En ratas, la secrecién de LH es pulsétil también en
la transicién juvenil-prepuberal, incrementando durante el dia conforme el animal se acerca a la
pubertad (Fig. 1).

Hay diversas moléculas que influyen la actividad de las neuronas que secretan GnRH, como el
glutamato, el &cido gamma aminobutirico (GABA), la norepinefrina, la dopamina (DA), el
neuropéptido Y, los opioides enddgenos, la melatonina y kisspeptina (Terasawa & Ojeda, 2009).
El momento en que el ovario es capaz de secretar altos niveles de estr6genos en un periodo
corto, es un evento clave para que se eleven los niveles de FSH/LH/GnRH preovulatorios. Los
cambios en los estrégenos son indispensables para activar el eje HHG al estimular los receptores
de estrogenos localizados en las neuronas kisspeptidérgicas, que, a su vez, estimularan a las
neuronas de GnRH para promover la posterior liberacion de FSH y posteriormente el pico
preovulatorio de LH; en esta etapa los cambios en las gonadotropinas estan mediados por una
activacion del eje HHG completamente dependiente de las hormonas del ovario (Prevot, 2014).
Ademas, la liberacion de gonadotropinas esté altamente regulada por la innervacion de neuronas
kisspeptinérgicas, que en los roedores, se encuentran principalmente en el nicleo anteroventral
periventricular del hipotalamo (AVPV) y en el nicleo arqueado (ARC) (Terasawa, E. & Ojeda, S.
2009). El péptido kisspeptina y su interaccibn con el receptor GPR54 modulan esta

retroalimentacion hormonal (de Roux et al., 2003). Mutaciones en el gen del receptor pueden



producir pérdida de la funcién del GPR54 y generar hipogonadismo hipogonadotropico en

ratones (Seminara et al., 2004).

En ratas, ademas de la estimulacién por LH y FSH en la maduracion del ovario, el desarrollo
prepuberal del mismo esta influenciado por la actividad de otras hormonas que pueden estimular
la respuesta a estrégenos del ovario, como la hormona de crecimiento (GH) y la PRL (Terasawa,
E.; Ojeda, 2009). El desarrollo de los foliculos esta promovido por la sefializacién de los diferentes
receptores de PRL (Russell & Richards, 1999). Los niveles de GH en suero aumentan en una
retroalimentacion positiva con las hormonas esteroideas, ademas de que su incremento esti
relacionado también con el crecimiento corporal general. Su incremento llega a ser hasta el doble
durante esta etapa prepuberal (Saenger, 2003). Aparte de la influencia hormonal, también se ha
descrito que dos neurotransmisores, norepinefrina y el péptido vasoactivo intestinal (VIP) (via
innervacion extrinseca) estimulan al ovario. Estos neurotransmisores tienen un efecto
estimulador en la esteroidogénesis del ovario (Terasawa & Ojeda, 2009). Entre todos los cambios
gue ocurren, aproximadamente para el dia postnatal 20 (P20), las neuronas GnRH se vuelven
particularmente sensibles a la kisspeptina, incluso se le ha atribuido el papel como iniciador de
la pubertad y su activacion en este sentido es sensible al estado metabdlico del organismo
(Herbison, De Tassigny, Doran, & Colledge, 2010; Vazquez et al., 2018)
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Figura 1. Perfil hormonal y maduracién del ovario de acuerdo con la edad en el raton. Fluctuaciones hormonales durante el
desarrollo del ovario. Hay un pico de prolactina que promueve la maduracion del foliculo. Ademas en la etapa peripuberal, ocurren
fluctuaciones de LH con un ritmo pulsétil, el cual es mayor por la tarde que por la mafiana, estas fluctuaciones eventualmente inducen

el pico preovulatorio de LH. Imagen creada en BioRender.com.
En ratas, la apertura vaginal esta asociada con el primer estro que refleja la primera ovulacion y

la madurez sexual de la hembra; sin embargo, en ratones, la apertura vaginal refleja el inicio de

la pubertad, en este momento no ocurre el estro, si no, alrededor de diez dias después (Gorski
4



& Schwartz 1977). El inicio de la pubertad y la maduracion sexual son un indicador del aumento
en los niveles de estradiol. La madurez sexual esta estrictamente correlacionada con la

capacidad de poder reproducirse (Prevot, 2014).

Una vez que las hembras alcanzan la madurez sexual comienzan a experimentar periodos de
receptividad sexual (periodo de ovulacion o celo) de manera ciclica. Esta ciclicidad es conocida
como ciclo estral y estd comprendido por una fase folicular o estrogénica y una fase luteinica. La
fase folicular esta a su vez dividida en proestro y estro, y es la etapa de receptividad (iniciada en
el proestro tardio). En el proestro comienza la maduracién de los foliculos ovaricos, en el estro,
el foliculo maduro libera el ovocito, este proceso es conocido como ovulacion. La siguiente fase
es la luteinica que estéa dividida en metaestro y diestro, en el metaestro se forma el cuerpo luteo
posterior a la ovulacién. El diestro es la etapa més larga y es una etapa de inactividad sexual en
la que el cuerpo luteo (también llamado cuerpo amarillo) madura y desaparece. El ciclo se repite,
cambiando su frecuencia entre especies, en el ratén tiene una duracion de 4-5 dias (Byers et
al., 2012; Caravaca, 2005).

Sistema olfatorio
El sistema olfatorio no es una estructura anatémica unificada, si no un grupo de subsistemas,

con distinta anatomia, receptores, mecanismos de transduccion y proyecciones centrales con la
funcién de detectar moléculas quimicas (volatiles y no volatiles) y transducirlas en sefales
nerviosas. La relevancia del sistema olfatorio radica en sus funciones que van desde la
identificacion de alimento, del medio ambiente, de conespecificos, de presas, de depredadores,
de parejas potenciales, de madres, de crias, etc. Todas estas funciones vitales ponen al olfato
como un sistema de procesamiento de informacion critico para la supervivencia y la reproduccion
(Trimmer & Mainland, 2017). El olfato media la sensibilidad y la recepcion de mensajes quimicos
y pueden proveer informacion especifica dependiendo de la concentracion de ciertas moléculas

o la combinacién especifica de las mismas (Wilson, 2006).

El sistema olfatorio en mamiferos estd conformado por el sistema olfatorio principal, el sistema
olfatorio accesorio, el 6rgano septal y el ganglio de Grueneberg. Este tltimo s6lo ha sido descrito
en ratones y esta localizado bilateralmente en el vestibulo nasal, responde a feromonas de
alarmay bajas temperaturas (Kensaku, 2016). El érgano septal esta en la parte anteroventral del
epitelio olfatorio, tiene algunos receptores a odorantes pero su funcion especifica no es clara
(Fig. 2) (Kensaku, 2016). En el sistema olfatorio principal, la primera aferencia y componente
sensorial proviene de la capa mucosa donde las moléculas odorantes son detectadas por
receptores localizados en las neuronas olfativas sensoriales bipolares localizadas en el epitelio
olfatorio; sus axones desde la lamina basal atraviesan la placa cribiforme y sus sinapsis conectan

con las principales células del bulbo olfatorio principal (BOP). En el sistema olfatorio accesorio,
5



el 6rgano vomeronasal (OVN), tiene conexiones con el bulbo olfatorio accesorio (BOA) y
funcionalmente se distingue del sistema olfatorio principal en la deteccién de moléculas que no
son volatiles (Lledo et al., 2009; Trimmer & Mainland, 2017). Ambos sistemas difieren también
en su conectividad central; las conexiones del BOP van hacia diferentes nucleos como el nicleo
olfatorio anterior, la corteza piriforme, el tubérculo olfatorio, la amigdala lateral y la corteza
entorrinal, mientras que las fibras del BOA van a la amigdala, posteriormente, al hipotalamo
primordialmente (Fig. 3) (Lledo et al., 2009).

El sistema olfatorio accesorio es el que se encarga de la deteccidn, codificacion e interpretacion
de mensajes quimicos socialmente relevantes (Breer et al., 2006; Dulac & Torello, 2003; Halpern
& Martinez-Marcos, 2003). Tales mensajeros pueden ser feromonas, las cuales son sefiales
guimicas que pueden ser proteinas, péptidos o fragmentos de éstos, que transmiten informacién
biol6gicamente relevante, modulan desde la conducta agresiva y/o sexual hasta procesos
neuroendocrinos (Rodriguez & Boehm, 2009). ElI BOA est4d organizado funcional y
anatdbmicamente en porcion anterior y posterior, recibe desde el OVN informacion de receptores
y proteinas particulares (VR1 y VR2, respectivamente), y el procesamiento de esta informacion
desencadena una activacion celular y conductual distinta (Halpern & Martinez-Marcos, 2003). La
region anterior responde preferencialmente a estimulos quimicos del sexo opuesto, por lo que
se le ha atribuido una funcién relacionada a la reproduccion (Kumar et al., 1999), en contraste
con la parte posterior que esta relacionada con la deteccion de olores provenientes de un
depredador o conspecificos (animales de la misma especie) que representen un peligro y de

mediar conductas agresivas y de defensa (Kumar et al., 1999; McGregor et al., 2004).

Las dos porciones del BOA tienen proyecciones a diferentes areas centrales como el nucleo
amigdaloide posteromedial cortical (PMCo), complejo amigdaloide medial (MeA) y capas
superficiales del nucleo del lecho del tracto olfatorio accesorio (BAOT, por sus siglas en inglés);
en algunos mamiferos (como ratas y conejos), se han descrito proyecciones diferenciales; la
parte anterior proyecta a la division medial del nucleo del lecho de la estria terminal (BNSTm), la
parte posterior proyecta a regiones mas profundas del BAOT y el nicleo amigdaloide medial
anteroventral (MeAV) (Mohedano-Moriano et al., 2007). Sin embargo, en el ratén, las
proyecciones a los diferentes nacleos convergen entre las dos porciones (Von Campenhausen
& Mori, 2000). Ademas algunas regiones centrales que proyectan de manera centrifuga a ambas
porciones del BOA son el BAOT, el ndcleo del lecho de la estria terminal (BNST), amigdala
medial posterodorsal (MePD), y el PMCo que proyecta solo a la parte posterior, pero no a la

anterior (Martinez-Marcos & Halpern, 1999).
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Figura 2. Representacion sagital de los bulbos olfatorios junto con sus componentes sensoriales, epitelio olfatorio y 6rgano
vomeronasal. Via de entrada de las sefiales quimicas, y otros componentes como el érgano septal y el ganglio de Gruenenber.
Editada de Kensaku, 2016.

Organizacion celular del BO
La red neural del BOP estéa dividida en capas, las cuales son de lo mas externo a lo interno: la

capa del nervio olfatorio, la capa glomerular, la capa plexiforme externa, la capa de células
mitrales (CM) (que son las células principales y de proyeccion), la capa plexiforme interna, y la
capa de células granulares (CG) (Fig. 4). La capa del nervio olfatorio se compone de un epitelio
olfatorio que alberga a las neuronas olfativas sensoriales, que estan conectadas a los glomérulos
de la siguiente capa. Esta estructura esta formada por las dendritas apicales de las CM vy los
axones de las neuronas olfativas sensoriales; ahi mismo, en los glomérulos se encuentran una
serie de interneuronas, de las cuales las principales son las células periglomerulares (PG) y las
células de axon superficial corto (Nagayama et al., 2014). Las siguientes capas (mitral y
plexiforme interna), también tienen diferentes interneuronas como las positivas a parvoalbumina
gue estan recibiendo sefales de las CM (cuyos somas estan en la capa mitral) y empenachadas
(capa plexiforme externa). La CG esta conformada por interneuronas con un soma pequefio,
aunque también pueden estar en la capa plexiforme interna, donde también se encuentran las

de axén corto profundo, que proyectan a diferentes capas del BO (Nagayama et al., 2014).



Amigdala iriforme

Figura 3. Representacion de los sistemas olfatorios (principal y accesorio). Las flechas indican conexién entre las estructuras,
verde para sistema olfatorio principal, azul para sistema olfatorio accesorio. La flecha roja indica la conexién entre la amigdala e
hipotdlamo. OT: Tracto olfatorio, OB: Bulbo olfatorio, AOB: Bulbo olfatorio accesorio, AON: Ndcleo olfatorio anterior, LOT: Tracto

olfatorio lateral. D; Dorsal, V: Ventral, A: Anterior, P: Posterior. Modificada de Suarez, Garcia-Gonzalez & de Castro 2012.

La organizacion celular del BOA es esencialmente la misma que en el BOP; sin embargo, existe
una disposicion particular, por lo que se ha propuesto la siguiente nomenclatura: capa del nervio
vomeronasal, capa glomerular (mas densa que en el BOP), capa celular externa, tracto olfatorio
lateral, capa celular interna. La capa celular interna une las capas glomerular externa, plexiforme
externa y mitral, debido a la disposicién celular mas heterogénea que existe en el BOA (Fig. 5)
(Larriva-Sahd, 2008).

El procesamiento de la informacion olfatoria es resultado de una compleja red de comunicacion
entre las CM y las células empenachadas que son las células principales y de proyeccién del
BO, interactuando con un gran grupo de interneuronas (granulares, periglomerulares, de axén
corto) que utilizan GABA como su principal neurotransmisor. Existe un balance excitatorio e

inhibitorio en las diversas capas del BO (Lledo et al., 2009).
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Figura 4. Organizacion tisular de las capas que conforman el BOP. Aferencias provenientes del epitelio olfatorio y conexiones
con las células mitrales (células principales de proyeccion central) e interneuronas formando las estructuras circulares de la primera
capa, la glomerular. En la capa plexiforme externa estan las células empenachadas, que junto con las células mitrales son células
de proyeccion. Posteriormente los somas de las células mitrales en la capa mitral; seguido de una capa mas con las dendritas de las
células granulares, y finalmente la capa granular, donde se encuentran los somas de las interneuronas que estan regulando la
actividad de las células mitrales. ONL Capa del nervio olfatorio. GL capa glomerular, EPL capa plexiforme externa, MCL capa de

células mitrales, IPL capa plexiforme interna, GCL capa de células granulares. Modificada de Nagayama et al., 2014.

Desarrollo del BO

Al momento del nacimiento el BO estéd casi completo aunque diferentes capas, asi como su
funcién, se terminan de establecer en etapas postnatales tempranas. Si bien desde etapas
embrionarias se forman las CM, y las interneuronas (granulares, PG y de axén corto), es en
etapas posnatales cuando las CG y las PG consolidan sus conexiones y establecen una
estructura madura. La maduracioén funcional de las CG y las PG dentro del BO se completa hasta
los dias P28 y P42, respectivamente (Lledo et al., 2009; Martin-Lépez et al., 2012; Ravi et al.,
2017).

Las capas celulares del BO aumentan su tamafio debido a ajustes sinapticos que ocurren desde
el nacimiento y durante la madurez sexual. Una de las regiones que mas destacan en su
crecimiento es la capa glomerular, ya que las CM aumentan su densidad dendritica y por ende
los glomérulos aumentan su tamafo hasta cuatro veces, desde el nacimiento hasta la semana

12 de vida (Pomeroy, LaMantia, & Purves, 1990). En general el BO aumenta su tamafo hasta un
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60% durante el primer afio de vida (Platel et al., 2019). Ademas, las CG que son las células que
estan siendo constantemente afiadidas al BO por el proceso de neurogénesis, durante la etapa
postnatal adquieren una morfologia tipica al acoplarse al circuito; esta morfologia comienza a
cambiar a una morfologia caracteristica adulta después de P40 y no antes (Platel et al., 2019; N.
Ravi et al., 2015).

Figura 5. Estructura transversal del BOA. Disposicion de las capas celulares en el BOA, se puede ver la diferencia que tienen con
las capas presentadas anteriormente del BOP, las capas son escencialmente las mismas, sin embargo, parecen tener una estructura
o disposicion mas homogénea en cuanto a la localizacion de las diferentes células. VNL: Capa del nervio vomeronasal, GL: Capa
glomerular, ECL: Capa celular externa, LOT: Tracto olfatorio lateral, ICL: Capa celular interna, y MOB: BOP. Tomada de (Larriva-
Sahd, 2008).

Prolactinay su receptor
La PRL es una hormona polipéptidica de cadena sencilla que fue descubierta en 1930 por Oscar

Riddle (Freeman et al., 2000). La PRL es sintetizada por las células lactotropas de la hipofisis
anterior. El gen que codifica para PRL en el humano se encuentra en el cromosoma 6, es de 10
kb, y tiene 5 exones y 4 intrones. EIl ADN humano tiene 914 nucleétidos, codificando a la
prohormona de 227 aminoacidos, el péptido sefial tiene 28 aminoacidos, y la hormona madura
consta de 199 aminoé&cidos, arreglada en una cadena sencilla con tres puentes de disulfuro entre
seis residuos de cisteina (Cys4-Cysl11, Cys58-Cysl174 y Cys191-Cys199). El 50% de la cadena
de aminoacidos esta estructurada en alfa-hélices. La hormona contiene cuatro fragmentos largos
alfa hélice dispuestos antiparalelamente. Las modificaciones postraduccionales de la hormona
PRL que pueden modificar su actividad biolégica son la dimerizacion, la polimerizacion, la
fosforilacion, la glicosilacion, la sulfacién, y la deamilacién (Freeman et al., 2000). La secrecién
de PRL estd mediada por la actividad de diversos neurotransmisores provenientes del
hipotalamo, como la serotonina (5-hidroxitriptamina o 5-HT), DA y GABA y algunos péptidos
opiaceos. Su secrecion en la hipdfisis anterior es inhibida por neuronas dopaminérgicas

tuberoinfundibulares, cuyos somas se encuentran en el nlcleo arqueado del hipotalamo,
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mediante la activacion de los receptores D2 produciendo un efecto inhibitorio en los lactotropos
(Nemeroff, 2006).

El receptor de PRL (PRLR) es un receptor de la superfamilia de citosinas tipo | que activa
predominantemente la via JAK2-STATS (también activa STAT3/STATL1), aunque puede activar
otras vias de comunicacion intracelular (Gorvin, 2015). EIl gen que codifica para PRLR esta en el
cromosoma 5 y contiene al menos 10 exones. A través de splicing alternativo se da lugar a
isoformas; en ratén se han descrito una isoforma larga y tres cortas, de las cuales la mas
estudiada es la isoforma larga (PRLR-L) (Bole-Feysot, et al., 1998). En la via candnica de
comunicacion intracelular, la unién de la molécula de PRL con un receptor promueve la unién y
formacion del dimero de receptores, que una vez formado recluta a la proteina JAK2 que
posteriormente fosforilard a STAT5 (Fig. 6). Es necesario que existan motivos ricos en prolina en
la porcién intracelular del receptor y que se lleve a cabo la homodimerizacion inducida por ligando
de receptores dimerizados de PRLR. También este receptor puede activar la via Ras/Raf/MAP

kinasas y c-Src y Fyn (Freeman et al., 2000).

El papel fisioldgico de la PRL va mas alla de su rol clasico en la glandula mamaria y la produccién
de leche. La PRL tiene un papel importante en la maduracion del ovario, regulando la lutedlisis y
la secrecion de progesteronay en la conducta reproductiva, asi mismo, juega un papel importante
en el sistema inmunitario, en la osmorregulacion y la angiogénesis (Arce, 2006). Son tantas sus
acciones emergentes que se ha propuesto como una hormona pleiotrépica, debido a sus

diferentes vias de sefalizacion y diversidad en receptores (Freeman et al., 2000).

Debido a que son tantas las funciones que se le han asociado a la PRL y aunado a los diferentes
efectos intracelulares (por la variedad de isoformas y vias de sefializaciébn que activa), no se
conoce a profundidad el efecto que induce en la membrana o en la actividad celular en el SNC
(Belugin et al., 2013). Se sabe que produce una rapida activacion en las neuronas
tuberoinfundibulares del arqueado, favoreciendo la entrada de Ca* y asi una rapida
despolarizacion (Georgescu, Ladyman, Brown, & Grattan, 2020; Lyons, Hellysaz, & Broberger,
2012). Sin embargo la via clasica es la de JAK2-STAT5 y generalmente est4 asociada con una
respuesta mas lenta y de largo plazo, ya que esta via promueve la expresion de diferentes genes.
Esto es debido a que la isoforma més abundante del receptor es la larga (la que promueve la via
STATS5), y su expresion se ha descrito mas en el SNC (Cabrera-Reyes, Limon-Morales, Rivero-
Segura, Camacho-Arroyo, & Cerbdn, 2017). Por otro lado, de la isoforma corta (de neuronas del
trigemino en ratas), se encontré que promueve la via PI3K o PKC, e incluso la co-expresion de

ambas isoformas puede llegar a producir una inhibicién entre ambas (Belugin et al., 2013).
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PRL
PRLR

Figura 6. Mecanismo de activacion del PRLR. En la via candnica de sefializacion de PRLR, La dimerizacion del PRLR recluta a la
proteina cinasa Janus kinase 2, que, a su vez, fosforila a la proteina STAT, la cual se dimeriza y promueve la transcripcion de nuevos

genes y llevar a cabo la sintesis de proteinas. Modificada de Grattan & Tissier, 2015.

ANTECEDENTES DIRECTOS

Se ha encontrado la expresion de PRL y PRLR en regiones cerebrales como el BO, la corteza
cerebral, el cuerpo calloso, los plexos coroideos, el BNST, varias regiones del hipotalamo, el
hipocampo, el tdlamo, la amigdala, los ganglios basales, el ndcleo rafé y el cerebelo; se sugiere
gue la hormona participa en procesos de neurogénesis, suefio, aprendizaje y memoria, ademas
se ha visto que tiene un efecto neuroprotector. Inclusive se ha propuesto que tiene un papel en
el desarrollo embrionario en diferentes 6rganos (Bridges & Grattan, 2018; Cabrera-Reyes et al.,
2017; Goffin et al., 2002; Morales, 2011).

En el aflo 1996, Freemark y cols., mediante hibridacién in situ, RT-PCR e inmunohistoquimica,
observaron la expresion de PRLR (ambas isoformas) en el BO de ratas desde etapas
embrionarias (E), alrededor del E18, mostrando una alta expresiébn en el neuroepitelio
periventricular, y en las las CM y las células empenachadas del BO. En etapa postnatal, alrededor
del dia P5 encontraron igualmente una alta expresion del PRLR en estas mismas células ademas

del nucleo olfatorio anterior y la corteza piriforme, que son estructuras que forman parte del
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sistema olfatorio. La PRL tiene un papel importante como hormona lactogénica y podria estar
regulando la interaccién entre madre y crias, ya que también se ha encontrado ARNm de PRLR
en la CM de ratas lactantes (Freemark et al. 1996). Este receptor podria estar participando en el
desarrollo no solo del olfato, si no de diferentes tejidos, como se ha descrito en el humano
(Freemark et al., 1997). En el caso de la PRL, solo ha sido encontrada en el BO de ovejas
mediante RT-gPCR (Cabrera-Reyes et al., 2017). Actualmente no hay informacion disponible
respecto a la expresiéon de esta hormona en el BO de ratones, que nos indique que esté

llevandose a cabo una sintesis local, como en otras regiones.

Los mecanismos por los cuales la PRL ingresa al sistema nervioso central no son claros.
Candnicamente la entrada es via transporte mediado por receptor (Bole-Feysot et al., 1998), sin
embargo se ha encontrado que puede ingresar independientemente de la presencia del receptor
(Rosemary S.E. Brown et al., 2016) posiblemente por via vascular. Este proceso podria ser
promovido dependiendo de la condicion fisiol6gica, ya que se ha encontrado que en algunas
condiciones patologicas la concentracion de PRL en el liquido cefalorraquideo aumenta
considerablemente (Tani et al., 2018), y que incluso la inhibicién farmacolégica de PRL puede
aumentar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, y por tanto comprometer la integridad
del SNC (Rosas-Hernandez, et. al., 2015).

Prolactina, olfato y reproduccion
Las sefiales olfatorias que activan al sistema olfatorio accesorio pueden modular procesos

neuroendocrinos en el hipotdlamo relacionados con la reproduccion (Hashikawa et al., 2016;
Yoon et al., 2005). Esto es a través de las neuronas kisspeptinérgicas de la amigdala y del
hipotalamo que responden a estimulos olfatorios sexualmente relevantes que pueden regular
tanto al eje reproductivo como a la conducta sexual (Hellier et al., 2018; Pineda et. al., 2017). La
region anterior del BOA esta principalmente enfocada en la deteccion de los estimulos sexuales
y/o sociales, y posteriormente se activan el resto de las regiones centrales que forman parte del

sistema olfatorio vomeronasal (Kumar et al., 1999; McGregor et al., 2004).

Las feromonas de los machos pueden alterar la maduracion sexual de las hembras, el
mantenimiento de la pefiez, promover la neurogénesis del BO y la supervivencia de estas nuevas
células (Bruce, 1960; Mak et al., 2007; Oboti et al., 2017; Vandenbergh, 1969) y se cuenta con
reportes acerca de la participacion de la PRL en estos procesos. Por ejemplo, en el llamado
efecto Bruce que ocurre en ratones, en donde en hembras prefiadas, al percibir las sefales
olfativas de un macho diferente con el que copularon, se produce una interrupcion en la prefiez

(Bruce, 1960; 1959). Este efecto parece ser debido a que las sefiales olfatorias codificadas tanto
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por el BOA como por el BOP incrementan los niveles de DA, y en consecuencia ocurre una
inhibicion en la liberacion de PRL, que es fundamental para mantener la implantacion. El
incremento en los niveles de DA promueve un aumento en la actividad de las neuronas
tuberoinfundibulares, modulando la liberacién de PRL a la baja a través de la activacion de los

receptores D2 en los lactotropos (Rosser et al., 1989; Serguera et al., 2008).

En la neurogénesis del BO, por ejemplo, la PRL en ratones hembra virgenes promueve la
proliferaciéon en la zona subventricular (ZSV), de modo que se genera un mayor nimero de
células nuevas que migrardn al BO para incorporarse en sus circuitos. Este efecto ocurre
igualmente en ratonas madres (en etapas especificas de la prefiez y posteriores al parto) (Shingo
et al., 2003). Esta proliferacion celular en ZSV e incorporacién de nuevas células al BO también
puede inducirse por la exposicién de feromonas de los machos, y este efecto también esta siendo
regulado, en gran medida, por el PRLR (Mak et al., 2007).

La PRL y algunas sefiales olfatorias clave (juntas o aisladas) también son importantes durante la
maduracién sexual, como se ha descrito en el efecto Vandenbergh (Vandenbergh, 1974; 1969).
Este efecto consiste en la aceleracion del inicio de la pubertad en hembras que son expuestas a
feromonas de los machos. Esta interaccion de las hembras en etapas peripuberales con
feromonas de machos puede incluso promover la preferencia dirigida a los olores de los machos
durante la etapa adulta (Jouhanneau, Cornilleau, & Keller, 2014). En ratas hembra,
coincidentemente durante la etapa peripuberal, se ha descrito un aumento de los niveles de PRL
que comienza a partir del dia 37 (Dohler & Wuttke, 1974).

En ratas, las lesiones en el OVN pueden inhibir el efecto Vandenbergh, y este efecto a su vez
puede revertirse con la administracion de bromocriptina (agonista de receptores D2) en el dia 26,
pero no en el 23. Sin embargo, existe un efecto paraddjico, ya que el aumento de PRL producido
al administrar domperidona (antagonista de receptores D2), no retrasa el inicio de la pubertad, e
incluso se ve adelantada comparada con los grupos sham (Lomas & Keverne, 1982). La
administracién de PRL en la eminencia media en el dia P23 tiene también un efecto acelerador
en la pubertad, la cual no involucra cambios en los niveles de gonadotropinas (Advis, J. P;
Andrews, 1982).

En otros experimentos en ratas prepuberes con implantes de hipdfisis de ratas tanto adultas
como inmaduras se observa la aceleracion de la pubertad, pero solo en las que reciben la
hipdfisis de ratas maduras ocurre un incremento de PRL (Gonzalez et al., 1986; Gonzalez, L, &
Aguilar, 1983). La poblacion de células kisspeptinérgicas del ARC (las cuales modulan a las
neuronas GnRH) (Gottsch et al., 2004; Smith et al., 2005) responden a la administracién de PRL

a través de la via de STAT5; en experimentos con animales prepuberes, se ha demostrado que
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la activacion de esta via tiene un efecto inhibidor en el inicio de la pubertad (Silveira et al., 2017).
De manera interesante, en nuestro laboratorio observamos que la administracion cronica de PRL
durante la etapa juvenil retrasa el inicio de la pubertad en ratones hembra, ademas de interferir
con la respuesta de actividad basal (evaluada con la inmunorreactividad a c-Fos, marcador de
activacion celular) en las células granulares ante un estimulo sexualmente relevante (Corona et
al., 2020). En su conjunto, todos estos antecedentes sugieren que la PRL participa en la
maduracion fisiol6gica de las hembras.

JUSTIFICACION

La expresion de los PRLR se ha encontrado principalmente en la CM del BO durante el desarrollo
embrionario y durante la lactancia, sugiriendo que su activacién podria estar involucrada en
procesos determinantes tanto de la maduracion sexual y eventos reproductivos. Aunado a esto,
existe evidencia de que la regulacion de la PRL por el procesamiento de olores promueve
alteraciones neuroendocrinas en el eje reproductivo. Ademas de que se ha reportado la
expresion de PRL local en diferentes zonas del SNC. Este trabajo contribuye con datos que
aportan al acervo de informacion (poco abundante) de los mecanismos basicos por los cuales la
PRL se relaciona con el olfato (principalmente a través de la activacion del BOA-anterior);
contribuye también con informacion que se explora por primera vez, como la expresion de Prly
su receptor Prlr-l, en contexto de la maduracion sexual y otros estadios reproductivos de la

hembra.

HIPOTESIS

1. Los genes Prly Prir-I se expresan en el BO durante cada una de las diferentes etapas
relacionadas con la maduracién sexual en el raton hembra.
2. La administracion de PRL exdgena aumenta la activacion celular del BOA anterior ante

un estimulo sexualmente relevante.

OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar los niveles de ARNm de Prl y de Prir-l en el BO durante la maduracién sexual del
ratobn hembra y evaluar la activacion celular en el BO inducida por un estimulo olfatorio

sexualmente relevante tras un tratamiento agudo de PRL.
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Objetivos especificos

1. Determinar y cuantificar por gPCR los ARNm para Prir-l y Prl en el BO, en diferentes
etapas de la maduracion sexual y experiencia reproductiva de la hembra.

2. Evaluar mediante la expresion de c-Fos (marcador de activacion celular), si la
administracion aguda de PRL en ratones adultas modifica la activacion de las CM y CG
del BOA ante un estimulo olfatorio sexualmente relevante.

3. Evaluar la expresion de c-Fos en las CM y CG de las regiones anterior y posterior del

BOA ante un estimulo olfatorio sexualmente relevante.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos

Se utilizaron ratones hembra silvestres de la cepa C57BL/6 de diferentes edades y condiciones
fisiolégicas: inicio de pubertad (IP), maduraciéon sexual (MS), adultas virgenes (AV) y adultas
lactantes (AL). Los ratones se obtuvieron del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). Todos los animales se mantuvieron en un
ciclo de luz/oscuridad invertida de 12h/12h, con agua y alimento ad libitum, temperatura de 21
°C y humedad controlada a 32%. Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de
Bioética del Instituto de Neurobiologia de la UNAM Campus Juriquilla con el proyecto 049 y 104.
Siguiendo los Lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de animales de
laboratorio (NOM-062-Z00, 1999).

Disefio experimental.

Caracterizacion de la expresion de Prly Prir-|
Se le dio un seguimiento especifico (explicado detalladamente mas adelante) a cada hembra

dentro de los grupos mencionados previamente: IP, MS, AV y AL para determinar que se

encontraran en las etapas de interés y asi sacrificarlas para la evaluacién por gPCR.

Se utilizaron cuatro grupos de hembras de la cepa C57BL/6 como se explica a continuacion.
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Grupos.
Inicio de la pubertad (IP)
Para este grupo se seleccionaron 15 ratones hembras de 21 dias de edad, recién destetadas

(P21) y se hicieron seguimientos de la estructura externa de la vagina mediante observacion,
determinando el inicio de la pubertad por la apertura vaginal (Gorski Firlit & Schwartz, 1977).
Alrededor del dia P30-35.

Madurez sexual (MS)
Este grupo se determiné por el primer estro de 15 hembras, el cual fue identificado mediante un

seguimiento de los cambios citol6gicos-vaginales que ocurren de manera ciclica durante el ciclo
estral. Una vez establecida la apertura vaginal, todos los dias, a la misma hora (11:00 am), se
hicieron lavados vaginales con agua desionizada para evaluar bajo el microscopio Optico la
citologia vaginal. El primer estro se determin6é cuando se encuentre en la muestra tomada del
lavado vaginal la mayoria de las células cornificadas, indicando que la primera ovulacion ya
ocurrié (Byers et al., 2012; F. Nelson et al.1990a; b). Esto ocurre aproximadamente 10 dias

después de la apertura vaginal (P40-45).

Adultas virgenes (nuliparas; AV)
Se seleccionaron 10 hembras adultas de 12-13 semanas de edad, sacrificadas en la etapa en la

gue presentaron el estro. Un grupo alterno de estas hembras (19 sujetos) se utilizé para la

exposicion olfatoria, el cual se detallard mas adelante (Carlitz et al., 2019; Drickamer, 1983).

Adultas lactantes (primiparas; AL)
Para este grupo se utilizaron 10 hembras adultas primiparas-lactantes, de 12 a 16 semanas de

edad, se sacrificaron en el dia 3 posterior al parto, debido a que es durante los primeros 5 dias
de lactancia el momento que los niveles de PRL se encuentran mas altos (Anderson, S. M. et
al. 2014).

Niveles del ARNm de Prlr-l y de Prl
Para la cuantificacién de la expresion del Prir-l y de Prl se uso tejido fresco de las regiones de

interés. Se obtuvo el cerebro fresco del animal sacrificado por decapitacion, se extrajo el BO
como principal tejido de interés, y adicionalmente se extrajo el ovario para utilizarlo control
positivo. El tejido extraido se almacen6 en 1 mL de solucién TriZol (Invitrogen), agente que
permite mantener el ARN integro durante la lisis celular. Una vez homogenizado, se agregaron
200uL de cloroformo y se centrifugd a 10,000 rpm durante diez minutos; el sobrenadante se
recuperd para extraer el ARN total con un kit comercial (Zymo Research). La cuantificacion del
ARN se hizo con un espectrofotometro (Nanodrop Thermofisher Scientific), donde se verificé la
concentracion y pureza del ARN para poder proceder con la sintesis del ADNc. Se mezcl6 en un

tubo libre de nucleasas 1pL de cada uno de los siguientes reactivos: random primers, ARN total,
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mix de 10mM de dNTPs; llevé a volumen final de 12uL con agua libre de nucleasas. Esta mezcla
se incub6 a 65°C durante 5 min, posteriormente se provoc6 un choque térmico en hielo, seguido
de un pulso de centrifugacion. Posteriormente se afiadieron 4pL de buffer de primera hebra 5X,
2L de ditiotreitol 0.1 M y 1pL de inhibidor de ribonucleasas. Esta segunda mezcla se incubo por
2 minutos a 37°C, para posteriormente afadir 1uL de retrotranscriptasa de virus de leucemia
murina moloney M-MLV. Una vez afadida la retrotranscriptasa se incubé 10 min a 25°C, 50 min
a 37°C, 70°C durante 15 minutos para detener la reaccion. Para la reaccion de gPCR, se afadio
en un microtubo 5uL del master mix de SYBR Green (Thermofisher Scientific), 0.5uL de forward
primer, 0.5uL reverse primer, 1uL de agua libre de nucleasas y 3uL de ADNc en dilucién. Se
incubd la muestra por 2 minutos a 94°C para desnaturalizar. Llevando a cabo 40 ciclos de PCR.
Los oligunucleétidos cebadores utilizados para la isoforma larga de Prlr-I fueron forward (5’ a 3)):
ACC TGC ATC TTT CCA CCA GTT y reverse (5’a 3): CCA GAG TCA CTG TCG GGA TCT.
Estos cebadores son especificos para la isoforma larga del receptor. Para Prl, se usaron los
siguientes cebadores, forward: ACC CTG ATC CTC AGT TTG TGT y reverse: CTC CAA TCT
CTT TGG CTC TTG. Como gen constitutivo se identifico la expresion de la unidad 18S del

ribosoma.

Es importante mencionar también que se hicieron pools de animales, para obtener una lecturas
de concentracion de ARN suficientes para llevar a cabo la PCR. Los animales de edad adulta se

organizaron en pools de dos animales, y los mas jovenes, en pools de tres.

Andlisis de los datos obtenidos por qPCR

Los datos fueron analizados en el software Excel (Microsoft Office 365) realizando los céalculos
de acuerdo con el método de cuantificacion para datos de gPCR 2-delta delta ct method
(Schmittgen, T. D., & Livak, K. J., 2008).

Administracion aguda de PRL, exposicion olfatoria a un estimulo sexualmente
relevante y cuantificacion de la activacion celular por expresion de c-Fos

Esta prueba se hizo con el fin de determinar la activacion celular inducida por PRL y la exposicion
olfatoria a un estimulo sexualmente relevante. Se le di6 seguimiento a la ciclicidad, presentando
el estimulo olfatorio en el dia del estro. El estimulo utilizado fue aserrin donde vivieron (al menos
una semana) machos expertos (o sea que ya han copulado varias ocasiones) y como control
aserrin limpio; el estimulo se presenté durante 90 minutos. Los animales recibieron una
administracion de PRL ovina (2.5 mg/kg) y vehiculo (solucion salina 0.9% NacCl) via i.p., 1:30 h
antes del estimulo olfatorio para evaluar el efecto de la administracion aguda. Treinta minutos
antes del estimulo los animales se habituaron a la caja (Fig. 7). Finalmente, y posterior al

estimulo, los ratones se perfundieron (como se describe en la siguiente seccion) para obtener el
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tejido para inmunohistoquimica para c-Fos y cuantificar la activacion en las diferentes capas del
BOA (proceso descrito en siguiente seccion). Adicionalmente, los animales fueron videograbados
durante la exposicion para hacer un analisis de la conducta exploratoria y la permanencia en el

estimulo de cada grupo.

- ’.
-~ / Habituacion | Exposicion olfatoria 90 min

ATy . %;; ,—‘ | ? l sacrificio
S { - 1

11:00 12:00 13:30 15:00

Hembras adultas Pm/:;)s 3 & e
mg, } > *  Aserrinde mac (aserrin
12-16 semanas *  Vehiculo machos expertos, al menos
En estro una semana sucio)
- * Aserrinlimplo
— *  Sin estimulo

Figura 7. Cronograma del protocolo de estimulacidn olfatoria. Se observa el tiempo entre cada paso y los criterios de seleccion
de individuos para el experimento, donde a animales dentro del rango de edad, se les hacen lavados vaginales para determinar la
fase de estro. Una hora después reciben la administracion de vehiculo o PRL ovina. Pasado una hora los sujetos se habittan durante
treinta minutos al estimulo olfatorio correspondiente. Los ratones expuestos son sacrificados posterior a los 90 minutos de exposicion
olfatoria, salvo los ratones del grupo de no estimulados que permanecen en su caja habitacion hasta pasadas tres horas. Imagen
hecha con Biorender.com.

Localizacion de c-Fos en tejido por inmunohistoquimica

Obtencién del tejido
El marcaje inmunohistoquimico para c-Fos se realiz6 en secciones sagitales de BO que se

obtuvieron a partir de tejido perfundido y post-fijado. Previo a la perfusion, los ratones se
anestesiaron con pentobarbital (Pisa Pharmaceutical: 6.3% de pentobarbital sddico), inyectando
viai.p. 100 mL/kg. La perfusion se realiz6 exponiendo la cavidad toracica e insertando una aguja
en el ventriculo izquierdo que esta vinculado a la arteria aorta que suministraria al cuerpo sangre
oxigenada. Se suministré con ayuda de una bomba peristaltica el buffer de fosfatos 0.1 M (PBS:
500 mL de agua desionizada, 115 mL de 0.2 M sodio fosfato monobasico y 385 mL de 0.2 M
sodio fosfato dibasico; por litro de solucién) limpiando de sangre el sistema circulatorio y
posteriormente se perfunde con una solucién fijadora de paraformaldehido (PFA) al 4% en agua
desionizada. Una vez iniciada la perfusion se cortd la auricula izquierda para que la sangre
tuviera flujo de salida. Se extrajo el cerebro y se dejo en post-fijacion durante 24 h en la misma
solucién de PFA 4%. Pasado este tiempo se cambio la solucion a sacarosa al 30% para crio-
proteccion del tejido. Los cerebros se cortaron sagitalmente en un microtomo de congelacion
(Leica SM 2000R), en rebanadas de 30 um de grosor y se colectaron a cuatro series de todo el
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cerebro, para facilitar el manejo de la rebanada. Los tejidos se organizaron en cuatro pozos de
cajas de cultivo celular. Los cortes se almacenaron sumergidos en solucién anticongelante
(sacarosa 30%; etilenglicol 60%; diludo en PBS 0.5M) a -20°C hasta ser procesados para

inmunohistoquimica.

Protocolo de inmunohistoquimica
El marcaje de c-Fos se realiz6 mediante un protocolo de inmunohistoquimica por flotacion, en

donde las secciones sagitales de BO se lavaron inicialmente 2 veces por 10 minutos con solucion
de buffer de fosfatos salino con potasio 0.02 M (KPBS: fosfato potasio monobasico 0.04%; fosfato
potasio dibasico 0.3%; NaCl 0.9%, disuelto en agua desionizada) para eliminar los residuos de
la solucién de anticongelante donde se encontraban almacenadas. Posteriormente, se incubaron
con una solucion de perdxido de hidrégeno al 1% en agua desionizada durante 10 minutos. En
el siguiente paso las secciones de tejido se incubaron con borohidrato de sodio al 1% en KPBS
gue se utiliza para eliminar aldehidos libres en el tejido por el tratamiento de la fijacion. Se lavo
nuevamente con KPBS hasta que las burbujas (y por lo tanto los residuos de borohidrato)
desaparecieran. Se incub6 el anticuerpo primario (1:10,000 c-Fos SC-52, Santa Cruz
Biotechnology) en una solucion en KPBS + Tritobn 1% durante 1 hora a temperatura ambiente y
48 horas a 4°C. Una vez pasado este tiempo, se realizaron dos lavados de 10 min KPBS para
lavar el exceso de la solucion del anticuerpo primario. El anticuerpo secundario biotinilado anti-
conejo (BA-1000, Vector) en KPBS + Triton al 1% se incubé durante 2 h. Se lavé nuevamente
con KPBS (2 veces por 10 min) se incub6 con solucion que permitira la formacién del complejo
avidina biotina peroxidasa (solucion ABC) durante 1 h. La solucion ABC se prepar6 en KPBS: 30
mL con 14 uL de solucion Ay 14 uL de solucion B. Esta solucion tiene gran afinidad de unirse al
anticuerpo secundario biotinilado. Se hicieron dos lavados de diez minutos con KPBS. Se
enjuagd con buffer de acetato de sodio 0.1 M con pH de 6.0 dos veces durante 10 min, y se
prepard para el revelado con 3,3 -diaminobezidina (DAB). La solucién de revelado se incubd
hasta que el complejo cambi6 de color debido a la reaccién provocada con el tratamiento con
ABC, durante aproximadamente 20 min. La reaccion se detuvo con buffer de acetato de sodio al
0.1M con pH de 6.0, haciendo tres lavados con esta misma solucion durante 5 min. Después tres

lavados mas con KPBS de 5 min., se montaron los tejidos en laminillas gelatinizadas.

Antes de cubrir las laminillas se dejaron secar una noche, luego se pasaron por un tren con agua
desionizada (5 min.), alcohol al 50%, 70%, 95% y 100% para deshidratacion (3 minutos cada
cubeta con alcohol) y xileno para remover grasas (5 minutos), finalmente el tejido se cubrié con

un cubreobjetos con medio de montaje (Entellan, Merck).
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Cuantificacion de células positivas para c-Fos
Una vez realizados los marcajes por inmunohistoquimica, se obtuvieron imagenes en el

microscopio (Axio Scope Al Carl Zeiss) con ayuda del software Zen Lite 2011 (Zeiss) bajo el

objetivo de 5x.

Se utilizé el programa Fiji de ImageJ (NIH) para la cuantificacién de la inmunoreactividad a c-
Fos. Se hicieron delimitaciones de las areas de interés (ROI, por sus siglas en inglés) (Fig. 8),
donde se seleccioné la capa de CM y CG ademas la division anterior y posterior de las mismas.
Tomando como referencia la linea alba de la capa glomerular (de acuerdo con Larriva-Sahd,
2008) para hacer la distincion entre anterior y posterior. Una vez teniendo seleccionadas las
areas, se hizo sustraccion del fondo (Fig. 8), seguido de un ajuste en el contraste donde se
seleccionaron valores homogéneos en todas las imagenes (rango de negros/blancos 100-
150/255). Se selecciond la opcién de Gray morphology para delimitar de manera mas clara 'y en
forma circular las regiones més oscuras en la imagen, con el fin de facilitar la deteccién de las
células en el umbral. Después se llevo a cabo una eliminacion de bordes exteriores al ROI, para
gue el programa mostrara Unicamente las areas seleccionadas y fuera mas facil seleccionar el
umbral (Fig. 8). Los rangos del umbral utilizados en las imagenes estuvieron entre el 100 y el 150
(igual que en el contraste). En la seccion de procesos se utilizé la opcion de Binary para binarizar
los colores de la imagen (Fig. 8), y en el mismo apartado las opciones de dilatar (para hacer mas

grandes todos los puntos) y watersheed para hacer separacion de cllsters.
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Figura 8. Procesamiento de imagen para conteo de nucleos. (A) Seleccion de ROI's (B) Sustraccion de fondo y ajuste de
morfologia de grises (C) Seleccién de umbral. (D) Binarizacion y separacion de cllsters.

Finalmente se utilizo la herramienta de conteo de particulas, seleccionando previamente un ROI
a la vez. Los valores obtenidos por esta herramienta fueron los que se tomaron como namero de
conteo celular. Ademas cabe destacar que la separacién de cllsters se hizo tnicamente bajo el
criterio y capacidad que tiene el programa para poder identificar células individuales. Las células

gue el programa no identific6 como dos (0 mas), se contaron como una.

Analisis de exploracion del estimulo olfatorio
Los animales fueron videograbados para poder comprobar que el animal efectivamente

interactuara con el estimulo presentado ya sea aserrin limpio o aserrin de machos. El estimulo
fue presentado por 90 minutos. El video fue capturado desde una vista lateral, con una ligera
inclinacién hacia arriba con una camara web (Logitech C170). La inclinacién superior fue
suficiente para poder observar el desplazamiento del animal en la profundidad de la caja. El video
fue transformado a cuadros, editado y cortado (a la seccion de la primera media hora) con el
programa Adobe Premiere CC 2017, ademas de una edicion en el color, seleccionando los
pardmetros adecuados de contraste, forma, intensidad, saturacion, etc., adecuados a cada video.
La edicion se hizo de manera individual en cada video, para poder obtener un contraste adecuado

entre el raton y el fondo. Se eliminaron los cuadros iniciales, ya que solo se consideraron los
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cuadros posteriores a la colocacion del estimulo, posteriormente los finales, de modo que el
ndamero de cuadros fuera equivalente a 30 minutos, considerando la velocidad de captura en
cuadros por segundo (por sus siglas en inglés, FPS), descartando los demas. En este momento,
la secuencia de imagenes estd lista para comenzar el analisis de trayectoria del ratén en la caja;
para esto se utiliza el plug-in Animal Tracker (Gulyas et al., 2016) para Fiji (NIH). En este plug-
in, se selecciono un area de interés (Fig. 9) correspondiente a la de la ubicacién del estimulo y
un area total a rastrear; se ajusté un umbral (Fig. 9) que le permitioé al programa seguir al animal
por diferencia de contraste. Se hicieron ajustes con las diferentes herramientas del apartado
Post-processing del plug-in, eliminando marcas de fondo con el fin de que el fondo quedara en
negro y la figura del ratdn en blanco, esto es particular y diferente en cada video. Una vez
terminado el ajuste, se usoé la opcidon Show blobs, para indicarle al programa el objeto a rastrear.
Al finalizar el analisis, se verific6 manualmente que el programa hubiera completado el
seguimiento de la trayectoria del ratén en la totalidad de la secuencia de imagenes, de lo contrario
se editaba el seguimiento de la trayectoria con la herramienta Tracking Editor para poder hacer
una interpolacion del rastreo que el programa hace automaticamente y en linea recta tras haber

seleccionado los dos puntos donde se perdio el rastreo.

Finalmente, en otra opcion del plug-in se utilizoé la herramienta Tracking Analyzer para poder
cargar los archivos dados por el programa; se ajustan los valores de FPS y se configuraron los
pardmetros para que el programa diera resultados en sumatoria y por area. Finalmente, para
evaluar la permanencia en el sitio, se tomaron en cuenta el valor total del tiempo en el area de

interés, y para la exploracién activa se resta el tiempo inmavil.

Andlisis estadistico
Se usaron las siguientes pruebas: para la comparacién de los pesos y edades de los grupos de

IP y MS, se uso la prueba no paramétrica de U Mann Whitney. Para la comparacién del Prl y Prlr-
| se usaron las pruebas de Kruskal Wallis y post-hoc Dunn’s para datos no paramétricos La
comparacion de la relacion del ligando-receptor se hizo con una correlaciéon de Spearman. Tanto
los datos de conducta exploratoria, como los de conteo celular se analizaron mediante la prueba
paramétrica ANOVA de dos vias (factor 1; factor 2); la prueba post-hoc utilizada fue Bonferroni y
Tukey respectivamente. Todos los datos se analizaron con el programa estadistico GraphPad
Prism 8, tomando el valor p<0.05 como estadisticamente significativo. Ademas de que se hicieron
distinciones de los valores de p con *= p>0.05, **=p>0.01, ***=p>0.001, ****=p>0001. Los datos
se analizaron de acuerdo a su distribucién. La prueba de normalidad utilizada en todos los datos
fue Shapiro-Wilk (p>0.05).

23



Fig 9. Procesamiento de imagen para rastreo de la
trayectoria del sujeto.. Usando la herramienta de zone
designer del plug-in Animal Tracker, se seleccioné el area total
de la caja y dentro de este el cuadrante que abarca
aproximadamente la tercera parte del area total de la caja, donde
se coloco el estimulo (a). Delimitacion de area de estimulo para
rastrear (b) Imagen representativa del ajuste del umbral para el
rastreo de la trayectoria del raton. (c) Imagen representativa del
seguimiento de la trayectoria (linea amarilla).

RESULTADOS

Cuantificacion del ARNm de Prly Prir-l en el BO.

Se corroboré que todos los ratones del grupo de IP y MS fueran homogéneos y mutuamente
excluyentes en edad y peso (Anexo 1, Fig. A). Posteriormente se analizaron 5 pools por grupo;
conformados de la siguiente manera: tres animales por pool para los grupos de IP y MS, mientras
en los grupos de AV y AL, dos animales para cada pool. Los datos fueron convertidos a su valor
log (10) debido a la dispersion que presentaban y para facilitar su manejo; se utilizo la prueba no
paramétrica Kruskal Wallis, debido a lo obtenido por la prueba de normalidad Shapiro Wilk

previamente realizada (Anexo 2, tabla 1).

En las comparaciones que se hicieron de Prl y el Prir-1 en el BO, la prueba utilizada no arrojo
diferencias estadisticamente significativas [H=1.606, p=0.6581; H=2.897, p=0.4078] (Anexo 3,
tabla 1) (Fig. 10a, b) entre los diferentes grupos, indicando gque la expresion tanto de la hormona

como del receptor son constantes y no presentan cambios que dependan del curso de las

24



diferentes etapas de maduracion sexual de las hembras en los grupos analizados. Ademas de
esta estructura, se analizd la expresién presente en el ovario, ya que esta glandula esta
directamente relacionada con los cambios asociados a la maduracion sexual en cada edad y
muestra una alta expresion de Prly Prir-I. En el ovario no se observaron diferencias significativas
en la expresion de la hormona ([H=3.389, p=0.3355] (Anexo 3, tabla 1) (Fig. 10c), pero si se
encontraron diferencias en el receptor [H=11.78, p=0.0082] (Anexo 3, tabla 1) (Fig. 10d) en el
grupo de MS comparado con el grupo AL de acuerdo a la prueba post hoc de Dunn’s (p=0.0139),

llegando el primero a alcanzar valores hasta diez veces menores que el segundo.

Posteriormente y con la intencién de observar la relacion del ligando y el receptor en cada
estructura se hizo una correlacion de Spearman, sin embargo, no se encontr6 correlacion entre
el ligando y el receptor del BO (Fig. 10e, f) [OB: R=-0.8, p=0.333] (Anexo 3, tabla 2).
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Figura 10. Tasa de cambio de la expresion del ARNm de Prl y Prir-I. A) Tasa de cambio de la expresién de Prl en el BO (p>0.05).
B) Tasa de cambio en la expresion de Prir-l en el BO (p>0.05). C) Tasa de cambio de la expresion de Prl en el ovario (p>0.05). D)
Tasa de cambio de la expresion de Prir-I en el ovario, donde se observa una menor expresion en el grupo MS comparado con el
grupo AL (*p<0.05). E) Analisis de correlacion de ligando y receptor en OB R=-0.8 (p>0.05). n=5, IP: Inicio de Pubertad, MS: Madurez
sexual. AV: Adultas Virgenes y AL: Adultas Lactantes. Los grupos de IP y MS estan representados cada pool con tres animales cada
uno, mientras que en los grupos de AV y AL estan representados cada pool con dos animales. La tasa de cambio se calcul6 con
respecto al grupo AV y se muestran en escala log (10).
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Permanencia y exploracion del sitio de estimulo
Se analizo la distribucion de los datos con la prueba de normalidad de Shapiro Wilk, y de acuerdo

con el resultado (Anexo 2, tabla 2) se procedi6 a analizar con una ANOVA de dos vias, definiendo
como factores el tratamiento (vehiculo o PRL) y la condicién a la que el animal estuvo expuesto
durante el experimento (aserrin limpio o aserrin de machos/sucio), ademas de evaluarse la
interaccion entre las variables. Se analizo el tiempo en el que el animal hizo una exploracion
activa y por otro lado el porcentaje de tiempo que permanecio en el sitio, independientemente de
gue estuviera o no inmovil. La prueba arrojé diferencias significativas para el tratamiento tanto
para la exploracion activa [Finteraccion (1, 15)=1.943, p=0.1837; Fcondicien (1,15)= 2.45 p=0.1314 ;
Frratamiento (1,15)= 5.3794, p=0.0294] (Anexo 3, tabla 3) como para la permanencia en el sitio
[Finteraccion (1, 15)=1.1791, p=0.1791; Fcondicisn (1,15)= 0.05964, p=0.8104; Frratamiento (1,15)= 6.427,
p=0.0229] (Anexo 3, tabla 3). No parece haber efecto en la interaccion entre las variables.
Utilizando la prueba post hoc Bonferroni, en ambos pardmetros analizados se observaron
diferencias en el tratamiento dentro de la condicion de aserrin de machos (p=0.0286; p=0.0231,
exploracion y permanencia respectivamente). El tratamiento con PRL produce una conducta
exploratoria y una preferencia por un periodo de tiempo significativamente mas prolongado que
el vehiculo en los animales que fueron sometidos al estimulo olfatorio de aserrin de machos (Fig.
11).
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Fig. 11. Exploracién activa y permanencia en el sitio de estimulo. A) Exploracién activa del estimulo olfatorio presentado. En la
exploracién activa se encontraron diferencias entre el vehiculo (VEH) y el tratado con PRL en la condicion de aserrin de macho
(p<0.05). B) Permanencia en el sitio. Sin considerar la actividad motora del animal, los animales tratados con PRL permanecen un
mayor porcentaje del tiempo total en el aserrin de macho comparado contra el vehiculo (p<0.05). Datos mostrados como media +

SEM. n = 5, excepto en aserrin limpio tratado con PRL, donde n= 4.
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Conteo de células positivas para c-Fos
Los grupos de conteo celular se dividieron en tres grupos: los que no tuvieron ninguna exposicion,

los que se expusieron a caja limpia y los que se expusieron a caja sucia (con aserrin de machos
expertos). La cuantificacion se realiz6 en la totalidad de la CM y CG, y en las porciones anterior

y posterior.

Debido al disefio del experimento se opté por utilizar una ANOVA de dos vias, ya que es el
andlisis estadistico que mas se ajusta al disefio experimental. Este analisis permitio evaluar la
relacion entre las variables y dentro de ellas. En este caso, se organizaron las variables de la
misma manera que en el resultado anterior (Interaccion: entre las dos variales evaluadas;

condicién:; exposicion o caja; tratamiento: vehiculo o PRL).

En el andlisis de capas completas (Fig. 12a), para la CM se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas de los animales en términos de condicidn [ Finteraccisn (2, 22)=
0.1365 p=0.8732; Frratamiento (1, 22) =0.01315 p=0.9097; Fcondicion (2, 22) = 15.40 p<0.0001, (Anexo
3, tabla 4). En el tratamiento con PRL, caja sucia, mostré diferencias comparando contra el grupo
sin estimulo (p=0.0012) y para los animales tratados con vehiculo, la condicion de caja sucia tuvo
diferencias estadisticamente significativas con la caja limpia (p=0.0303) y la condicién de no
estimulo (p=0.0051).

En la CG completa (Fig. 13a) no hay distinciones en la respuesta de activacion celular
comparando entre caja limpia y caja sucia, ni efecto por la interaccion entre ambar variables
[Finteraccion (2, 22)=0.3547, p=0.7053; Frratamiento (1, 22) = 0.7257 p=0.4035; Fcondicion (2, 22) = 8.468
p= 0.0019] (Anexo 3, Tabla 4). En el vehiculo los animales tuvieron diferencia estadisticamente
significativa solo en las condiciones de no estimulo comparado con caja de macho (p= 0.0276),
mientras que los tratados con PRL fueron diferentes en la condicién de no estimulo comparado
con caja de macho (p=0.0230). No se encontraron diferencias entre caja limpia y aserrin de

macho, ni diferencias entre los tratamientos dentro de las condiciones.

Ademas debido a la division anatomo-funcional del BOA (Kumar et al., 1999; Larriva-Sahd, 2008;
McGregor et al., 2004), se analiz6 el patrén de respuesta de las porciones anterior y porciones
posterior de cada capa celular ante las diferentes condiciones. En la CM anterior (Fig. 12b), las
variaciones se vieron entre las condiciones y no entre los tratamientos, o la interaccion de ambos
([Finteraccion (2, 22)=0.1419 p=0.8685; Frratamiento (1, 22) = 0.1976, p=0.6610; Fcondicion (2, 22) = 12.22,
p=0.0003] (Anexo 3, Tabla 4), tanto vehiculo y tratamiento con PRL son distintos en la condicion
no estimulo contra caja con aserrin de macho (p=0.0229, p= 0.0017). En la capa posterior (Fig.
12c) también se encontraron diferencias Unicamente entre condiciones [Finteraccion (2, 22)= 1.234,
p=0.3106; Frratamiento (1, 22) = 0.5911, p=0.4502; Fcondicion (2, 22) = 19.44, P<0.0001] (Anexo 3,
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tabla 4). El vehiculo tuvo diferencias en los animales sin estimulo contra los de caja de aserrin
de machos (p= 0.0003), y los de caja limpia contra los de aserrin de macho (p= 0.0013). Los
animales tratados con PRL mostraron un efecto estadisticamente diferente en las condiciones
de no estimulo contra caja sucia (p=0.0023). La CG anterior (Fig. 13b) muestra solo diferencias
el grupo tratado con PRL entre las condiciones [Finteraccion (2, 22)=0.2430, p=0.7864; Frratamiento (1,
22) = 1.170, p=0.2910; Fcondicisn (2, 22) = 6.404, p=0.0064] (Anexo 3, tabla 4). comparando el
grupo de caja sucia contra el que no estuvo expuesto a estimulo (p=0.0452). La porcién posterior
(Fig. 13c) tuvo diferencias en los tratamientos de vehiculo (p=0.0093) y PRL (p=0.0167)
comparando caja sucia contra no estimulo; no se observaron diferencias entre tratamientos
dentro de las condiciones, ni en la interaccién de ambas variables [Finteraccion (2, 22)=0.5207,
p=0.6012; Frraamiento (1, 22) = 0.09708, p=0.7583; Fcondicion (2, 22) = 9.950 p=0.0008] (Anexo 3,
tabla 4).

Se hizo adicionalmente una ANOVA de dos vias para comparar la actividad entre las porciones
anterior y posterior de la CM en las cajas de estimulo. Lo encontrado en la actividad de la
comparacion de ambas porciones en la caja limpia nos hablaria de la activacién basal ante la
administracién del tratamiento. En la caja limpia no se encontraron diferencias comparando las
dos porciones [Finteraccion (1, 16)=0.02680, p=0.8720; Frratamiento (1, 16) = 0.3535, p=0.5605; Frorcion
(1, 16) = 4.100, p=0.0599] (Fig. 12d). Mientras que cuando se compararon las porciones de la
CM en la caja sucia si se mostré una respuesta diferencial entre las porciones o regiones del
BOA [Finteraccion (1, 14)=0.5960, p=0.4530; Frratamiento (1, 14) = 0.001769, p=0.9670; Frorcion (1, 14)
=8.092, p=0.0130], los animales tratados con PRL mostraron una activacién mayor en la porcion
anterior comparada con la porcién posterior (p=0.0334) (Fig. 12e). Estos efectos no fueron vistos
en la CG al comparar las porciones en caja limpia (Fig.13d) [Finteraccisn (1, 16)=0.2617, p=0.6159;
Frratamiento (1, 16) = 1.705, p=0.2101; Fporcion (1, 16) = 1.756, p=0.2037] y caja sucia (Fig. 13e)
[Finteraccion (1,14)=0.1925, p=0.6676; Frratamiento (1, 14) = 0.001599, p=0.9687; Fporcion (1, 14) =
1.750, p=0.2071]. La PRL esté& promoviendo una activacion diferencial (mayor) en la CM anterior

de los animales analizados.
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Figura 12. Analisis de células inmunorreactivas para c-Fos en la capa mitral. A) Conteo de células positivas a c-Fos de la capa
mitral (total) donde se observan diferencias del aserrin sucio (de machos) comparado con los controles sin estimulo p<0.05. No hubo
diferencias entre tratamientos por condiciéon. Se muestra diferencias entre caja sucia y caja limpia solo para el tratamiento con
vehiculo p<0.05. B) Conteo de células positivas a c-Fos de la capa mitral anterior, donde existen diferencias significativas entre los
animales que estuvieron en la caja con el aserrin sucio y los animales que no fueron expuestos a ningun estimulo p<0.05. C) Conteo
de células positivas para c-Fos en la capa mitral posterior. Hay diferencias entre los animales de caja sucia contra los animales que
no fueron expuestos a estimulos. Ademas de una diferencia que se presento entre la caja sucia y la caja limpia en los animales
tratados con vehiculo p<0.05. D) Comparacién de las dos regiones de la capa mitral en la condicién de caja limpia, donde no se
observaron diferencias en la activacion celular en ambas porciones. E) Comparacion de la region anterior y posterior en los animales
que fueron estimulados con las cajas sucias. Se observ6 un cambio que fue estadisticamente significativo en los animales tratados
con PRL, presentando una mayor activacion en la parte anterior, comparado con la posterior. n=5 en cada condicién excepto vehiculo
caja sucia donde n=4.
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Figura 13. Andlisis de células inmunorreactivas para c-Fos en la capa granular. A) Conteo de células positivas para c-Fos en la
capa granular total. Activacién mayor en animales estimulados con caja de aserrin de machos, comparado con el control sin estimulo
p<0.05 (ambos tratamientos) B) Regién anterior, se observaron diferencias estadisticamente significativas en los animales tratados
con PRL comparando la caja sucia contra animales sin estimulo p<0.05. C) Regién posterior. Se encontraron diferencias en la
activacién de los animales expuestos a caja sucia comparados con los que no tuvieron exposicion p<0.05. D) No hubo efecto en las
porciones anterior y posterior en la caja limpia p>0.05. E) No hubo efecto en las porciones anterior y posterior al ser comparadas en
los animales expuestos a las cajas sucias p>0.05. n=5, excepto en caja sucia y vehiculo, donde n=4.
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DISCUSION

El BO mantiene una expresion celular constante de Prl y Prir-l durante la maduracion
sexual

Existen pocas evidencias de la expresion de los PRLR en el BO. Algunas demuestran una
relacion de la hormona con la alteracion de procesos neuroendocrinos asociados con la
reproduccién que son mediados por el olfato. Sin embargo, no se conoce el mecanismo exacto
de estas a nivel del BO. Uno de los objetivos del presente trabajo fue caracterizar la expresion
del receptor Prir-l en el BO durante los momentos clave de la maduracion sexual en las hembras,
edades en las que comienzan a adentrarse a la etapa reproductiva, cuando se es plenamente

madura para la reproduccion y cuando finalmente se ha llevado a cabo.

De acuerdo con las evidencias, sabemos que las hembras tienen mayor concentracién de PRL
en suero durante la lactancia (Brown, Herbison, & Grattan, 2014); los Prlr cambian sus niveles
de expresion de acuerdo a la fase del ciclo estral en ratas y en diferentes 6rganos (Nagano &
Kelly, 1994), y que hay expresion de los Prir (en el BO y en diferentes 6rganos) en etapas
embrionarias (Freemark et al., 1996, 1997). De modo que en el presente trabajo, al no haber
datos previos donde se explorara la expresion de Prl y Prir-l en el BO, se esperaba ver algun
patron que respondiera a los estadios fisioldgicos de cada etapa reproductiva, o ver cambios en
la expresion del ARNm de Prly Prir-l en el BO asi como en el control positivo (ovario). Sin
embargo, los niveles de expresiéon de Prl y Prir-l no cambiaron en ninguna de las condiciones

estudiadas.

Los niveles de PRL en suero varian en el ratbn hembra de acuerdo a la etapa reproductiva en
gue se encuentran. En el periodo de pubertad los niveles rondan los 30-40 ng/mL (Michael,
Kaplan, & Macmillan, 1980); en una hembra que ya es sexualmente madura aumenta en el
periodo del estro, teniendo niveles entre los 50-100 ng/mL (Michael, 1976; Sinha, Salocks, &
Vanderlaan, 1975); y en la lactancia llega hasta 200-280 ng/mL (Brown et al., 2014). Sin embargo,
se desconocen los niveles de PRL en hembras durante la etapa de maduracion sexual. De
acuerdo a los resultados obtenidos, la expresion de los ARNm de Prly de Prir-l en el BO no sigue
los patrones de los niveles de PRL en suero; contrario al caso de lo observado en el ovario. Los
niveles de expresion de Prir-I en el ovario aumentan en las hembras adultas, que ya son maduras
sexualmente (AV) y esto parece mantenerse en la siguiente etapa (AL). La expresion de Prl en
el ovario es alta en periodos juveniles y disminuye cuando ocurre la primera ovulacion sugeriendo
gue después de este periodo, esta expresion se mantiene estable (Imaoka et al., 1998); esta
evidencia coincide con lo encontrado en este trabajo ya que no observamos diferencias

significativas en los niveles de expresion de Prl en los periodos evaluados. Por otro lado, no se
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observo una relacion entre ligando y receptor en BO que nos permitiera comenzar a entender la
dindmica de comunicacion celular a nivel local mediada por PRL en estas etapas, a este nivel

anatomico.

En ratones hembra lactantes existe un aumento en la expresion de los Prilr en el BO con respecto
a hembras conspecificas de la misma edad sin experiencia sexual (Canavan, Mayes, & Treloar,
2011). Esta expresion incrementada se observa en particular en el BOA. Asi mismo, los Prlr
muestran una tendencia a disminuir su expresién conforme se avanza en los dias de la lactancia
(dia cero, uno y dos post-parto) en el BOP, la cual coincide con el decremento de los niveles de
PRL en suero de las mismas hembras (Amenomori et al., 1969; Canavan, Mayes, & Treloar,
2011). La expresion de los Prlr en el BO de las hembras de ratas lactantes esta regulado a la
alta por mecanismos epigenéticos (acetilacion de la histona H4) promovidos por la conducta
materna, ya que las hembras que tienden a lamer mas a sus crias tienen mayor expresion del
receptor que las hembras que presentan un decremento en esta conducta (de Moura et al., 2016,
2015). Estas dos evidencias nos dicen que la ausencia del aumento en la expresién del Prir-l en
el BO en las lactantes que se esperaba pudo haberse visto afectado por alguna de estas dos
situaciones, ya los animales lactantes se sacrificaron en el dia tres de la lactancia, el cual se
determind respecto a los niveles en suero (Anderson, S. M. et al., 2014), podria haber influido
gue ya hubiera disminuido la expresion del BOP. Esto pudo intervenir en el momento de hacer
la deteccidn de la expresion, ya que se evaluo el BO total. Sin mencionar que los patrones de

conducta materna no fueron evaluados.

La expresion de Prl asi como del Prir-1 en el BO fue constante, ya que no se observaron cambios
mediados por efecto de la edad ni por alguno de los estadios reproductivos evaluados.
Podriamos sugerir, ademas, que los niveles de Prl y Prlr-I no estan siendo influenciados a nivel
local por las concentraciones séricas de PRL. Estos resultados nos permitieron cuestionarnos si
a nivel de activacion celular habria un efecto particular mediado por PRL, asi que se hizo una
evaluacion de la activacion de las células del BO por PRL ante un estimulo sexualmente relevante
Unicamente en la edad adulta. Aprovechando la evidencia existente en la relacién que hay entre
el sistema vomeronasal, la reproduccion y la influencia de la PRL (mencionada detalladamente
en los antecedentes de este proyecto), se disefid un experimento en el cual las hembras
recibieron la administracion aguda de PRL y se expusieron a un estimulo olfatorio con relevancia

sexual.
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La PRL interfiere con la respuesta celular normal de la capa mitral ante un estimulo

olfatorio sexualmente relevante y promueve la activacion de la regidon anterior del BOA

Cuando una hembra esta expuesta al aserrin donde un macho ha habitado, se activan una serie
de respuestas fisioldgicas y conductuales que ya han sido descritas y revisadas, entre estas
podemos destacar una activacién mayor (expresién de c-Fos) de la porcién anterior del BOA, y
una actividad principal de las CM, siendo esta respuesta especifica al sexo (Guo, Zhou, & Moss,
1997; Inamura, Kashiwayanagi, & Kurihara, 1999; Kimoto & Touhara, 2005; Norlin, Gussing, &
Berghard, 2003). Esta respuesta puede verse afectada por la experiencia sexual, las hembras
sin experiencia tienen una mayor activaciéon de la CM gque las que ya han tenido experiencia

sexual (Marco-Manclus et al., 2020).

Interesantemente, en este trabajo encontramos una activacion diferencial entre la regién anterior
comparada con la posterior en la CM del BOA en los ratones tratados con PRL. En este protocolo
el vehiculo no replicé la respuesta descrita en el parrafo anterior. Sin embargo, es importante
mencionar que la activacion celular puede estar influenciada por fibras centrifugas. Como se
menciond en la introduccién de esta tesis, existen fibras centrifugas que conectan varias regiones
centrales con el BOA de manera reciproca (Martinez-Marcos & Halpern, 1999). Uno de los
ndcleos centrales involucrados en estas conexiones reciprocas con la regién anterior del BOA
es la MePD, que estd enviando a esta region proyecciones de células kisspeptinérgicas,
ejerciendo un efecto inhibitorio en la CM mediado por la CG (Pineda et al., 2017). Ademas se ha
descrito que la kisspeptina esta fuertemente implicada en el control de la conducta sexual
mediada por el olfato, por las conexiones que también tiene con varias regiones del hipotalamo
(Hellier et al., 2018). Existen regiones que participan en la via olfatoria accesoria donde se ha
reportado la expresion de PRLR, entre ellas la MeA y el nucleo ventrolateral del hipotalamo
ventromedial (VMHVI), las cuales son también nucleos kisspeptinérgicos (Hellier et al., 2018;
Kokay et al., 2018; Pineda et al., 2017), de modo que no podemos descartar que exista una
participacién a nivel central de estas regiones kisspeptinérgicas debido a la respuesta que tengan
a PRL.

Algo todavia mas interesante es el efecto que se observo en la exploracion del estimulo olfatorio
(aserrin de machos), donde se vio que los ratones tratados con PRL tuvieron una mayor
exploracion y permanencia del estimulo, lo cual podria indicarnos que la respuesta conductual
puede estar asociada a esta activacion diferencial de la regioén anterior de la CM en el BOA. Mas
adelante se discutira la relevancia de llevar a cabo un andlisis de las estructuras centrales
involucradas para poder explicar a fondo cual es el papel de la PRL en esta via olfatoriay en la

respuesta que induce.
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De acuerdo con la evidencia, la hip6tesis particular en este experimento es que en los animales
tratados con PRL se observaria un efecto potenciador de la activacion celular entre los estimulos
de caja limpia contra los que fueron expuestos al aserrin de machos. Las diferencias observadas
en el vehiculo, no se presentaron en los animales tratados con PRL en el andlisis total de la CM
y la parte posterior de esta capa. Indicando que la PRL esta haciendo que se pierdan los cambios
entre el aserrin limpio y de macho (que se vieron en el vehiculo). El tratamiento agudo de PRL
mostré un incremento en la activacion celular en la CM no lo suficientemente mayor como para
gue la activacion fuera distinta al vehiculo en la misma condicion (caja limpia), pero si lo suficiente
como para evitar que se replicara la respuesta diferencias esperadas. Interesantemente, en otro
resultado del laboratorio (Corona et al., en preparacidon), se observo, en registros
electrofisiol6gicos de campo in vitro, que la administracion de PRL incrementa la actividad basal
en la CM de la regidn posterior del BOA, efecto que no se observa en animales que fueron
expuestos a un tratamiento cronico de PRL previo al registro. De modo que este cambio en la
respuesta del tratamiento agudo de PRL podria estar estimulando a la CM de esta regién y de
ese modo, inhibir la respuesta diferencial ante las condiciones. Los resultados del presente
trabajo sugieren que la administracion aguda de PRL a nivel sistémico es suficiente para replicar
el efecto que se observa en la actividad eléctrica poblacional de las CM en un registro de campo

(Corona et al., en preparacion).

En la region anterior de la CG del BOA también se observé un efecto entre animales no tratados
comparado con animales expuestos al aserrin de machos, teniendo una mayor activacion en la
CG de los ratones que fueron expuestos al aserrin de macho. Sin embargo, no se observaron
diferencias entre los animales expuestos al aserrin limpio comparados con los expuestos al
aserrin de los machos. Esto coincide con resultados obtenidos en el laboratorio, en donde
animales tratados en el periodo juvenil con PRL no muestran diferencias en la activacion de la
CG (a nivel total) al ser expuestas al aserrin de macho comparado con a aserrin limpio (Corona
et al., 2020). La diferencia que se observé en la activacion celular en el presente proyecto fue
con el grupo de hembras que no fueron tratadas, es decir con un control adicional que no fue
utilizado en el trabajo de Corona y cols. (sometido a revisién), de modo que el efecto podria
atribuirse a una semejanza entre el tratamiento crénico y el tratamiento agudo de PRL o0 a la
ausencia del control sin estimulo donde se observé la activacion diferencial. Las diferencias
metodoldgicas entre ambos experimentos dificultan analizar con mayor profundidad la inhibicién

de esta respuesta.

El tratamiento agudo de PRL promovié una activacion diferencial en la CM ante el estimulo
sexualmente relevante, en particular, en la regién anterior comparada con la region posterior del
BOA. Este efecto no fue observado en la CG. Se puede concluir hasta ahora que el tratamiento
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con PRL inhibe la activacion diferencial de la CM total cuando los ratones son expuestos al
aserrin de los machos comparado con la exposicion al aserrin limpio. Asi mismo, la ausencia de
activacion diferencial en la CG nos indica que este grupo de interneuronas no parece estar

participando en la inhibicion de las CM por efecto de la PRL.

La respuesta diferencial de la CM y CG ante el estimulo de la caja con aserrin de macho contra
la caja del aserrin limpio puede variar dependiendo las condiciones hormonales de las hembras.
Marco-Manclus, y cols., (2020) recientemente demostré que la activacion diferencial de las CM
y CG ante estimulos sexuales puede alterarse por condiciones como el reemplazo hormonal o el
hecho de que el estimulo esté compuesto por aserrin de varios machos, como fue el caso en el

presente trabajo, en donde se usé como estimulo la mezcla de aserrin de dos machos expertos.

Laadministracion de PRL promueve la exploracién y permanencia en un estimulo olfatorio

sexual

Como se explicé a detalle en la metodologia de esta tesis, se verific6 que los animales
interactuaran con el estimulo que se les presentd. Interesantemente los resultados respecto a la
activacion diferencial que se observaron en la regién anterior del BOA (encargada de la
percepcion de olores sociales) coinciden con los resultados obtenidos en la exploracion del
estimulo olfatorio, en donde las hembras tratadas con PRL no solo pasaron méas tiempo
explorando este estimulo si no que también permanecieron mas tiempo en este sitio
independientemente de su actividad. La PRL podria estar participando en promover una
conducta social mediada por la comunicacion del BOA con estructuras centrales. En cuanto a
esto, trabajos como el de Donhoffner et al., en 2017, han demostrado que la PRL favorece el

reconocimiento y aprendizaje social en ratas macho.

El efecto observado en el presente estudio podria indicar un cambio conductual asociado con la
actividad de las células de la CM de la region anterior del BOA e incluso con los nicleos centrales
con los que esta conectado, como son la MeA, BNSTp, el BAOT y el PMCo (Mohedano-Moriano
et al., 2007; Hashikawa et al., 2016). La actividad de la MeA o su influencia tanto en la activacién
como en el despliegue de la conducta esta dada por su conexién con diferentes estructuras
hipotalamicas relacionadas a la conducta sexual, VMHvI (Hashikawa et al., 2016; Mohedano-
Moriano et al., 2007)

A este nivel es complejo determinar la ruta o mecanismo por el cual la PRL estaria ejerciendo su
efecto, ya que la expresion genética observada fue a nivel total del BO. Existen diferentes

estructuras centrales que forman parte del sistema olfatorio en las cuales recientemente se han
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encontrado también los PRLR, como el VMHuvI, el MPN (nucleo predptico medial), MeAy BNSTp
(Kokay et al., 2018). El BNST y el MeA, forman parte de las estructuras que envian fibras
centrifugas de regreso al BOA y podrian interferir con la activacion diferencial a través de su

comunicacion con las CG (Mohedano-Moriano et al., 2007).

Los olores sexuales también tienen un componente motivacional y de recompensa. Dos vias de
recompensa podrian estar implicadas, una de ellas inicia con la activacion de la amigdala
vomeronasal, la cual esta conectada con la amigdala basolateral y con estructuras relacionadas
con la recompensa en el estriado ventral, principalmente el tuberculo olfatorio, las islas de calleja
y el nlcleo accumbens, la cual se mantiene activa y es independiente a la via clasica de
recompensa, mediada por el area tegmental ventral (Lanuza et al., 2008). Otra via podria estar
dada por el MPN, el cual tiene conexiones directas al area tegmental ventral y éste al nucleo
accumbens. Ademas se agrega la evidencia de una via motora directa desde el hipotalamo, ya
gue tanto el VMHvI y el MPN tienen conexiones con la sustancia gris periacueductal, el cual
también tiene expresion de PRLR (Hashikawa et al., 2016; Kokay et al., 2018).

Conclusiones

Los datos experimentales generados en esta tesis nos permiten concluir que el ARNm de Prly
del Prlr-1 no varia durante la maduracion sexual en el BO, si no que se mantiene constante. Por
otro lado, en una hembra adulta la respuesta que puede tener la administracion aguda de PRL
muestra que a nivel de la CM (total y posterior) se interfiere la activacion que promoveria un
estimulo olfatorio del sexo opuesto, esto podria deberse al efecto potenciador de la activacion
celular que tuvo la PRL observada en los animales expuestos al aserrin limpio. Sin embargo,
esta misma capa mostré una activacion diferencial entre la region anterior comparada con la
posterior de las CM, region que también estd implicada en la interpretacion y respuesta ante
ferdbmonas sexuales. Esto parece coincidir con la motivacion o la exploracion al estimulo que se
observo en el experimento: la prolactina promueve la activacion de la CM anterior y la exploracion
olfatoria en un estimulo sexual. Aln asi, el efecto de PRL pudo haberse dado en varias regiones
del cerebro que participan en la via vomeronasal debido a que la via de administracion utilizada

fue intraperitoneal.
Perspectivas

Son necesarios experimentos posteriores donde se analice la participacion individual de los
nucleos centrales del hipotdlamo y la amigdala que participan o que tienen relacion con el sitema

olfatorio. Ademas es necesario hacer evaluaciones a nivel de proteina de PRLR-L, ya que esto
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nos permitiria evaluar de manera mas certera si la PRL esta ejerciendo un efecto funcional en el
BO. Si bien, se ha reportado la dificultad de identificar los PRLRs en el SNC, existen otros
métodos en los que se podria detectar la expresion de diferentes proteinas relacionadas a las
vias de sefializacion activadas por PRL. Ademas, es pertinente analizar en estudios posteriores,
los niveles de PRL en suero de los animales, ya que los datos se compararon con estudios que
no estan actualizados. Analizar la concentracion en suero, tanto la expresiéon en BO de los
mismos animales, nos podria brindar una informacion valiosa de la dinamica molecular que esta

siendo efectuada por la PRL en las diferentes etapas reproductivas de interés de este estudio.

Estos experimentos adicionales ayudarian a dilucidar el nivel o la ruta por la cual la PRL altera o
en este caso potencia sus efectos en el cerebro cuando, la interpretacion y conducta ante un
estimulo sexualmente relevante, e incluso de los procesos neuroendocrinos sexuales

mencionados en la introduccién de esta tesis
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ANEXOS
Anexo 1.

Corroboracion de pesos y edades. Se uso la prueba de normalidad Shapiro-Wilk que arrojé como
resultado que los datos no presentaban una distribucién normal (Edades: p=0.1487 en IP,
p=0.0070 en MS; Pesos: p=0.9218 en IP, p=0.0330 en MS), posteriormente, ambos parametros
se evaluaron con una prueba no paramétrica de U Mann Whitney encontrando diferencias

significativas en ambos caso (Pesos: U=9, p=0.0040; edades: U=0, p<0.0001) (Fig. A).

Grupo
Grupo

MS- — — « Ms- — -

T T T T T 1 T T T 1
10 12 14 16 18 20 22 30 35 40 45 50

Peso (g) Dias posnatales

Figura A. Comparacién de los pesos (Izquierda) y edades (Derecha) en los grupos de Inicio de Pubertad y Madurez Sexual. IP: Inicio de la
Pubertad. MS: Madurez sexual. Los grupos son significativamente distintos en ambos parametros (p<0.05 en ambos casos de acuerdo con la prueba
Mann-Whitney). n= 9.

Anexo 2.
Pruebas de normalidad.

Tabla 1. Valores de p en la prueba log-normal Shapiro Wilk para resultados de gPCR. IP=lInicio
de pubertad, MS=Maduracion Sexual, AV=Adulta lactante, AL=Adulta lactante.

Gen (Region) IP MS AL AV

Prl (BO) 0.8115 0.9362 0.0025 0.3064
Prlir-1 (BO) 0.9042 0.1373 0.0015 0.8117
Prl (ov) 0.2711 0.8613 0.0071 0.5092
Prir-1 (ov) 0.2402 0.9769 0.1488 0.4323
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Tabla 2. Valores de p en la prueba de normalidad de Shapiro Wilk (sin agrupar). VEH= Vehiculo,
PRL= Prolactina

VEH caja limpia | VEH caja sucia | PRL caja limpia | PRL caja
Grupo sucia
Valor p 0.9713 0.3201 0.0776 0.3323
Anexo 3

Tabla 1. Mediay error estandar de la media (SEM) para muestras de BO y ovario (tasa de cambio
transformada a log10) usadas en la prueba de gPCR. Indique la n para cada variable analizada

Media; +/- | Media; +/-
ARNmM Grupo SEM SEM
(OB) (ovario)
P -0.8044; | -0.422:
1.039 0.4603
0.2819: | 0.6817:
Pri s 0.9198 | 0.6901
AV 0.009238: | 0.01496:
0.007326 |0.01135
AL -0.2589; | 1.058:
0.8189 | 0.8195
P 0.1584: | -0.4469:
0.1284 | 0.2369
-0.01618:; | -0.6215:
Prir-l | MS 01005 | 0.1796
AV 0.01971: | 0.004477:
0.01692 | 0.002522
AL 20.02382; | 0.433:
0.1257 | 0.1728
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Tabla 2. Media y SEM de OB en el analisis de correlacion.

Media;
ARNmM Grupo +/- SEM
(OB)
-0.422:
P 0.460
0.682;
H S 0.690
0.015:
A 0.011
1.058;
AL 0.820
-0.447:
P 0.237
20.622:
s 0.180
Prir-| 0.004:
A 0.003
0.433.
AL 0.173

Tabla 3. Media y SEM de la exploracién y permanencia ante estimulo olfatorio.

Media;  +/- | Media; +/-
Condicion | Tratamiento | SEM SEM
(Exploracion) | (Permanencia)

. veh 377.073; 45.025;

Caja_ de 72.935 11.909
aserriin V= TE
limpio -900, .

p PRL 95 183 53.624; 4.768
Caja de veh  |392293 |35 121; 4,850
aserrin 70.255 '
de .

L s PRL | of3385 1 66.260; 5.199
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Tabla 4. Media y SEM de conteo de células inmunorreactivas a c-Fos en el BOA.

Jl\r/}?dlgizM Media; m(.adlg;EM Media; +/- -I\r/fdlg;EM Media; +/-
Condicion | Tratamiento (CM +/- SEM (CM SEM (CM (CG SEM (CG
total) (CG total) anterior) posterior) anterior) posterior)
5.33; 6.417; 3.833; ) 3.750; _
No Ven 1.934 2.343 1.101 2 Ly 1.397 e 4
estimulo PRL 3.133; 15.267; 2.533; 0.600; 11.200; 4.067;
1.153 8.111 1.250 0.194 6.357 1.845
: Veh 14.800; 48.733; 11.00; 3.800; 29.933; 18.800;
g:é?rg]e 5.020 5.187 3.964 1.088 4.385 3.895
limpio PRL 19.40; 84.467; 13.933; 5.467; 54.800; 29.667;
7.998 35.596 6.311 1.722 23.520 12.699
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