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Resumen

En el Sistema Nervioso Central (SNC), la mielinizacion es la formacién de capas
concéntricas de la membrana de los oligodendrocitos alrededor de los axones
neuronales; la mielina acelera la conduccion de los potenciales de accion
permitiendo el ensamble de los circuitos neuronales. La prolactina (PRL) regula la
mielinizacion. En hembras de raton gestantes, cuando los niveles de PRL son
elevados, existe una alta tasa de proliferacion de las células precursoras de
oligodendrocitos (OPCs) asi como en la produccion de la mielina. De igual manera,
el tratamiento con PRL estimula la reparacion de la mielina en un modelo de
desmielinizacidon en meédula espinal. Ademas, en un trabajo de nuestro grupo se
demostré que ratones neonatales (P12) carentes del receptor de prolactina (PRLR-
KO) presentan hipomielinizacion en cuerpo calloso (CC) y fimbria. Por lo que en
este trabajo exploramos si este fenotipo de hipomielinizacion se extiende a edades
del desarrollo posteriores y si se correlaciona con alteraciones conductuales. Para
esto, evaluamos la mielinizacion en ratones PRLR-KO en P28 y P56, mediante
tinciones con Black Gold Il (BGII) e imagenes de difusidn por resonancia magnética
(dMRI), asi como la conducta de los animales mediante prueba de campo abierto y
rotarod. Las histologias mostraron que la condicion hipomielinizante en CC y fimbria
se mantiene en P28. Ademas de esto, el analisis mediante dMRI revel6 cambios
significativos en ratones PRLR-KO en P56, con disminucion en el valor de la fraccidon
de anisotropia y en la difusividad axial de la corteza motora comparada con los
ratones silvestres, sugiriendo asi alteraciones en la microestructura axonal. Por su
parte, el analisis conductual mostré que los ratones PRLR-KO en P28 comparados
con los silvestres (PRLR-WT), recorren menos distancia y presentan menor
velocidad de movimiento, mientras que los de edad P56 gastan menos tiempo en el
cuadrante del centro del campo abierto. En conjunto, todos estos resultados
sugieren fuertemente que la hipomielinizacion temprana en ratones PRLR-KO tiene

consecuencias a largo plazo en el desarrollo del sistema nervioso central.



Summary

Myelination is the formation of concentric sheets of oligodendrocyte cell membrane
surrounding neuronal axons; myelin accelerates action potential conduction allowing
the assembly of complex neural circuits. Evidence suggests that prolactin (PRL) has
a regulatory role in myelination. In pregnant mice, when PRL levels are elevated,
there is a higher rate of oligodendrocyte precursor cell proliferation and myelin
production. Also, systemic PRL treatment fosters myelin repair in a model of spinal
cord demyelination. Moreover, we have shown that neonatal mice (P12) with PRL
receptor (PRLR) deficiency (knockout: PRLR-KO) present hypomyelination in the
corpus callosum and fimbria areas. Here, we explored whether this phenotype
extends to older ages and impacts behavioral outcomes. To this end, we evaluated
PRLR-KO mice myelination, at P28 and P56, staining with Black Gold Il (BGlI),
diffusion-weighted magnetic resonance imaging (dMRI), and explored possible
behavioral alterations using open field and rotarod tests. BGII staining showed that
the hypomyelinating condition in CC and fimbria is maintained in p28 animals. dMRI
analysis revealed significant changes in PRLR-KO at P56, with decreased values of
fractional anisotropy and axial diffusivity in the motor cortex area compared to WT
mice, suggesting alterations in the axonal microstructure. Behavioral analysis
showed that PRLR-KO mice at P28, compared to their WT pairs, traveled less
distance and had a lower speed of movement, while at P56 explored less time at the
center of the open field. Together, these results strongly suggest that early
hypomyelination in PRLR-KO mice has long-term consequences in SNC

development.
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CNPase: 2’,3’-nucledtido
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PO: proteina cero
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1. Introduccién.

La evolucién del sistema nervioso (SN) de los vertebrados dio lugar a dos
estrategias que en conjunto propiciaron el aumento en la velocidad de conduccién
de los impulsos nerviosos. Estas estrategias son 1) el incremento en el tamafo del
axon junto con la disminucion en la resistencia interior y 2) la disminucion de la
capacitancia a través de la mielinizacion (Nave et al., 2014). Estas caracteristicas
aportaron una gran ventaja evolutiva a los organismos, permitiéndoles responder de

manera rapida a los estimulos del ambiente.

De manera particular, la mielinizacién, ademas de maximizar la velocidad de la
conduccion axonal, es vista también como sustrato para el control de la
sincronizacion en las entradas de sefales durante el desarrollo postnatal y en los
circuitos neuronales adultos, ademas de participar en los mecanismos de
plasticidad cerebral, en donde sufre reorganizacién estructural en respuesta a la
actividad y asi, esta mielinizacion dependiente de la experiencia, contribuye a la
funcién motora, el aprendizaje espacial y motor, el comportamiento social, y las

emociones afectivas (Long et al., 2021; Salzer et al., 2016).

1.1. Mielinizacion en el sistema nervioso

La mielinizacion es la formacion de una envoltura de capas concéntricas de
membrana celular, que permite el recubrimiento y aislamiento eléctrico de los
axones neuronales. Este proceso se lleva a cabo tanto en el Sistema Nervioso
Central (SNC) como en el periférico (SNP). En el SNC, son los oligodendrocitos los
encargados de la mielinizacion, recubriendo hasta 30 diferentes axones al mismo
tiempo, mientras que en el SNP las células de Schwann cumplen esta funcion

envolviendo solamente a un axén a la vez (Salzer et al., 016).

Ambos tipos celulares mielinizan a los axones por segmentos, teniendo asi regiones
de la membrana plasmatica expuestas al espacio extracelular conocidas como

nodulos de Ranvier (figura 1). Este tipo de organizacion incrementa la velocidad con



la que son conducidos los impulsos nerviosos mediante el mecanismo de

conduccion saltatoria (Salzer et al., 2016).

Las células mielinizantes tienen un reacomodo especifico; dentro de los nddulos de
Ranvier estan presentes uniones paranodales especializadas que funcionan como
sitios de anclaje entre los axones y este tipo de células gliales. Estas uniones sirven
como barrera de difusion en la membrana, lo que promueve la acumulacion de
canales de Na* dependientes de voltaje (NaV, los principales efectores del potencial
de accidén) en los nédulos y los separa de los canales de K* dependientes de voltaje
en las uniones juxtaparanodales (figura 2). Debido a esta disposicion, la densidad
de NaV es 50 veces mas alta en esta zona que en las regiones mielinizadas
(internodos) (Salzer et al., 2016).

SNP SNC

— Linea intraperiodo

I — Linea principal densa

Figura 1. Comparacion de la mielinizacién en el SNP y SNC. El esquema ejemplifica el
proceso de mielinizacion en el sistema nervioso periférico (SNP) (lado izquierdo), el cual es
realizado por las células de Shwann quienes son capaces de mielinizar a un segmento de
un solo axén, mientras que en el sistema nervioso central (SNC) (lado derecho), el proceso
es realizado por los oligodendrocitos que pueden recubrir segmentos de hasta 30 diferentes



axones al mismo tiempo. La compactaciéon de las capas de mielina (abajo), forman
estructuras entre las membranas conocidas como linea intraperiodo y linea principal densa
(modificado de Salzer et al., 2016).

Las vainas de mielina estan compuestas por aproximadamente 70% de lipidos,
conteniendo altos niveles de acidos grasos de cadena larga saturada, ademas de
estar enriquecidas con glucoesfingolipidos (~20% de los lipidos totales) y colesterol
(~40% de los lipidos totales). El 30% restante esta integrado por proteinas (Salzer
et al., 2016; Stadelmann et al., 2019). La composicion protéica varia entre el SNC y
el SNP, sin embargo, la proteina basica de la mielina (MBP), que se une a los
fosfolipidos en el interior de la membrana plasmatica neutralizando sus cargas, esta

presente en ambos (Salzer et al, 2016).

En el SNP se expresa, ademas, la PO (proteina cero); una molécula de adhesion
transmembranal que promueve la union entre las capas de mielina, junto con la
proteina hidrofébica PMP22 (Salzer et al., 2015). Por otro lado, en el SNC esta
presente la proteina proteolipidica (PLP), que también actua como proteina integral
de membrana (Simons et al., 2016). La mielina formada por oligodendrocitos
representa el 15% del peso total del cerebro de roedores y el 50% del de humanos
(Salzer et al., 2016).

De manera interesante, tanto la MBP como la PLP, han sido implicadas como
importantes autoantigenos contra los que puede reaccionar el sistema inmune y
contribuir al desarrollo de la esclerosis multiple; una enfermedad desmielinizante
(Kandel et al., 2001).
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Figura 2. Organizacién de las zonas de mielinizacién en axones de SNC. En el
esquema se presenta la estructura formada por las células mielinizantes del SNC, las cuales
tienen zonas especificas dentro de las capas de mielina. Seguido a los nédulos de Ranvier
(nodo), estan presentes uniones paranodales que funcionan como sitios de anclaje entre
los axones y las células gliales. Estas uniones sirven como barrera para la acumulacién de
NaV separandolos de los KV en las uniones yuxtaparanodales. La proteina basica de la
mielina (MBP) es esencial en la formacion de las capas de mielina al compactar superficies
citoplasmaticas cercanas. 2',3'-nucleétido ciclico 3'-fosfodiesterasa (CNP) interactua con la
actina del citoesqueleto y contrarresta las fuerzas de unién de polimerizacion de MBP,
generando asi canales citoplasmaticos dentro de la vaina de mielina. Las uniones Gap
conectan los bucles paranodales en los bordes laterales de la mielina. La glicoproteina
asociada a la mielina (MAG) se encarga de comunicar y unir al axén y la capa de mielina
mas interna que recubre la zona del internodo (modificado de Stadelmann, 2019).



1.1.1. Los oligodendrocitos durante el proceso de mielinizacién en el
SNC

Durante el desarrollo embrionario, las células progenitoras neurales (CPN) dan
origen a las células precursoras de oligodendrocitos (OPCs), quienes migran desde
la zona subventricular hacia el cerebro, en donde se diferencian a oligodendrocitos
mielinizantes. Existen diferentes marcadores especificos que identifican a estas
células a lo largo de su desarrollo y maduracion. La figura 3 esquematiza la
presencia de cada uno de estos durante el proceso de diferenciacion (Kuhn et al.,
2019). El papel del linaje oligodendroglial, ademas de ser fundamental para la
formacién y renovacion de la mielina, es critico para la regeneracion de ésta cuando
ocurre algun dafo estructural, como por ejemplo en las lesiones que genera la
esclerosis multiple (EM) (Kuhn et al., 2019). Este proceso de mielinizacion ocurre
durante un periodo de tiempo prolongado mismo que dependera de la especie, por
ejemplo, en humanos la proliferacion y diferenciacion de los OPCs sucede durante
las semanas 10 y 41 de gestacién, teniendo etapas con una alta tasa de
mielinizacion durante el primer aio de vida y posteriormente en la adolescencia,
abarcando hasta dos décadas de vida con patrones de maduracién especificos y
siendo la corteza prefrontal la ultima en mielinizar (Mitew et al., 2014), mientras que
por otra parte, en los ratones la proliferacion de los OPCs inicia en el dia embrionario
9 y la diferenciacion a oligodendrocitos premielinizantes en el dia postnatal 7,
extendiéndose hasta los primeros dos meses de la vida postnatal (Barateiro et al.,
2016; Baumann et al., 2001).
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Figura 3. Marcadores del linaje oligodendroglial durante el proceso de maduracion.
Esquema del desarrollo del linaje oligodendroglial a partir de células progenitoras neurales
(CPN) hasta oligodendrocito mielinizante (OL). Los diferentes marcadores expresados en
este linaje se indican con barras de colores segun la etapa en la que inicia y termina su
expresion. Todas las células expresan Olig1, Olig2, Sox10 y Nkx2.2, sin importar la etapa
del desarrollo en la que se encuentren. Por su parte, A2B5 solo esta presente en las células
progenitoras neurales (CPN) y células progenitoras de oligodendrocitos (OPCs), mientras
que tanto en OPCs como en pre-oligodendrocitos (Pre-OL) se expresan PDGFR-a (receptor
de factor de crecimiento derivado de plaquetas alfa) y NG2. Por otro lado, durante la
transicion de progenitores a oligodendrocitos (OL) diferenciados se encuentran PLP
(proteina proteolipida), O4, O1 y CNPase (2’,3’-nucledétido ciclico 3’-fosfodiesterasa). Los
oligodendrocitos maduros y mielinizantes se caracterizan por la expresion de proteinas de
la mielina como MBP (proteina basica de le mielina), MAG (glicoproteina asociada a la
mielina), MOG (glicoproteina de la mielina del oligodendrocito) y GalC (galactocerebrosido).
La expresion de los genes que participan en la mielinizacion dependera del contacto que
establezcan con la membrana axonal (modificado de Kuhn et al., 2019).
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Una vez que los oligodendrocitos (OLs) establecen contacto con los axones de las
neuronas, en la membrana de estos ocurren recambios moleculares que aumentan
el transporte de ARNm vy la traduccidn de proteinas, generando una reorganizacion
en el citoesqueleto. Junto con estos cambios se establece una polarizacién de las
células mielinizantes hacia los axones, lo que conlleva a la expansion de la
membrana (figura 4) (Barateiro et al., 2016; Nave et al., 2014). En el desarrollo
postnatal, la membrana de mielina puede crecer 5000 um? por dia y formar hasta
160 capas en un oligodendrocito maduro (Nave et al., 2014). La compactacion de
estas capas requiere de proteinas de adhesién especializadas y de la remocién de
moléculas que previenen la compactacion. Inicialmente, la superficie intracelular de
los oligodendrocitos es inhibitoria para la agregacion debido a la alta carga de
fosfolipidos como PIP2. Sin embargo, la superficie cargada negativamente atrae
proteinas basicas tales como MBP que muestra alta afinidad para PIP2, por lo que
MBP neutraliza a la membrana y se encarga de unir a dos bicapas formando asi la
linea principal densa (figura 1), permitiendo el crecimiento de la mielina (Nave et al.,
2014).

Como se ha mencionado, el proceso de mielinizacion es complejo por lo que
necesita de reguladores tales como factores de crecimiento, neurotransmisores y
hormonas, que permiten que los procesos de proliferacion, diferenciacion vy

maduracion se lleven a cabo de manera adecuada (Long et al., 2021).
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Figura 4. Modelo esquematico de la diferenciacién de una célula progenitora de
oligodendrocitos (OPCs) hacia oligodendrocito mielinizante. Al llegar al cerebro, los
OPCs establecen contacto con las membranas axonales lo que provoca recambios
moleculares convirtiéndolas en oligodendrocitos premielinizantes. La extensién de la
membrana alrededor del axon inicia, se compacta y provoca la agrupacion de los canales
de NaV en los nédulos de Ranvier (modificado de Nave & Werner, 2014).

1.1.2. Reguladores de la mielinizacion

En los mamiferos, el proceso de mielinizacién inicia durante la embriogénesis y
continua a través de la infancia y la vida adulta. Las ultimas semanas de gestacién
y los primeros meses postnatales son periodos cruciales para la maduracion de la
materia blanca, haciendo vulnerables a los organismos ante cualquier dafio o
alteracién que se pudiera presentar durante estas etapas. Diferentes mecanismos
de proliferacion, diferenciacién, supervivencia y maduracién son coordinados tanto
en OPCs como en OLs, ademas de los procesos necesarios para el reconocimiento
apropiado hacia los axones neuronales que determinan la sintesis y transporte de
los componentes de la mielina hacia la membrana externa de las células

mielinizantes (Barateiro et al., 2016).
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Existen sefiales moleculares tanto intrinsecas (intracelulares) como extrinsecas
(extracelulares) que determinan los tiempos y momentos pertinentes en los que se
llevaran a cabo cada una de las etapas del desarrollo oligodendroglial. Como parte
de los moduladores intrinsecos se conocen factores de transcripcion pertenecientes
a la familia Sox (Sox8, Sox9 y Sox10) y los genes Olig (Olig1 y Olig2). De manera
particular Sox9 esta involucrado con la especificacion de OLs, Sox8 participa en la
parte final de la diferenciacion y Sox10 estimula la maduracion. En el caso de la
familia Olig; Olig2 tiene papel importante en la estimulacion de células progenitoras
neurales multipotentes de embriones y adultos, ademas de ser regulado al alza
durante el dano agudo cerebral, mientras que Olig1 esta implicado en la maduracién
y en las etapas finales de la produccion de mielina, asi como en la remielinizacion
(Barateiro et al., 2016).

Con lo que respecta a los moduladores extrinsecos, hasta ahora se conoce la
participacion de factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas y hormonas. Dentro
de los factores de crecimiento que intervienen se encuentran el factor de crecimiento
a derivado de plaquetas (PDGF-a) (Noble et al., 1988; Richardson et al., 1988),
factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2 (FGF-2), factor de crecimiento similar a
la insulina tipo 1 (IGF-1) (Barateiro et al., 2016) y neurotrofina 3 (NT-3) (Barateiro et
al., 2016; McTigue et al., 1998), los cuales se encargan de mantener la
supervivencia de los OPCs y de inducir su diferenciacion hacia OLs mielinizantes.
Ademas de esto, se conocen algunos factores inhibitorios como las proteinas
morfogenéticas o6seas (BMP) secretadas por los astrocitos que evitan la
diferenciacion de los OPCs (See et al., 2009; See et al., 2004). Se ha registrado la
participacion de diversas citocinas y quimiocinas tales como interferon y (IFN-y),
interleucina 1 B (IL-1B), factor de crecimiento transformante (TGF-B), factor
inhibitorio de la leucemia (LIF), interleucina 17 A (IL-17A), oncogén relacionado con
el crecimiento tipo 8 (OG-8), interleucina 8 (IL-8), factor derivado de células
estromales tipo a (FCS-a) y el ligando astrocitico CXC tipo 1 (CXCL1), quienes
también se encargan de estimular tanto la proliferacién de OPCs como la inhibicion
dando paso a los procesos de diferenciacion y produccion de mielina (Barateiro et
al., 2016).
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Por otra parte, las hormonas también juegan un papel importante en el proceso de
mielinizacion. Algunos de los neuropéptidos involucrados son la hormona liberadora
de corticotropina (CRH) que eleva los niveles de AMPc en OPCs, molécula que
regula la tasa de aceleracion en la maduracion hacia OLs en cultivo e induce la
expresion de proteinas de la mielina (Wiemelt et al., 2001), norepinefrina (NE) quien
mediante sus receptores B adrenérgicos inhibe la proliferacion de OPCs e induce la
diferenciacion (Barateiro et al., 2016), el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y péptido
activador del adenilato ciclasa hipofisiaria (PACAP), quienes se unen al receptor
VPAC2 el cual mediante analisis transcriptomicos se ha visto enriquecido en OPCs.
Ademas, el PACAP incrementa la proliferacién de OPCs de ratas y participa en la
reparacion de mielina in vivo e in vitro (Barateiro et al.,, 2016). Las hormonas
sexuales son otro de los grupos que participan en el desarrollo del Linaje
oligodendroglial. Los estrogenos, especificamente el 17-3 estradiol (E2) promueve
la proliferacion y la diferenciacion tanto en CPN como en OPCs y la maduracion de
OLs (Okada et al., 2010). La progesterona también actua estimulando la
proliferacion y maduracion de los OPCs y promueve ademas la expresion de MBP
(Long et al., 2021). Los andrégenos por su parte incrementan la proliferacion de las
CPN en cultivos y al mismo tiempo pueden actuar como activadores de muerte
celular (Long et al., 2021). La melatonina tiene accion neuroprotectora contra el
dafo en la materia blanca ademas de participar en la diferenciacion de CPN a OLs
y estimular la maduracion de estos (Long et al., 2021). De igual manera en ratas, la
insulina promueve diferenciacion de CPN hacia OLs, permitiendo también la
supervivencia de estas células en cultivos (Long et al.,, 2021). Las hormonas
tiroideas (T3 y T4) (THs) participan durante las etapas tempranas regulando la
diferenciacion y muerte celular, ademas de tener accion directa sobre el
mantenimiento de las CPN estimulando la proliferaciéon. Las THs promueven la
maduracion morfolégica y funcional de OLs a través de interacciones con regiones
promotoras y reguladoras de la transcripcibn de genes que participan en la
formacion de la mielina (Baas et al., 1997; Long et al., 2021; Younes-Rapozo et al.,
2006).
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De manera interesante, existen reportes de la accion de prolactina (PRL) en el
desarrollo del linaje oligodendroglial. Se ha demostrado que estimula la proliferacion
y diferenciacion de OPCs, incrementando el numero y tamafo de neuroesferas y
aumentando la proporcion de OLs en cultivos celulares (Gregg et al., 2007). Aunado
a esto, tanto la proliferacion como la maduracién de los OLs, la expresion de MBP
y el numero de axones mielinizados se ve incrementado en ratones gestantes, en
donde los niveles de PRL son mas elevados (Gregg et al., 2007). Ademas, la
administracion de PRL exdgena en hembras virgenes incrementa la proliferacion de
OPC vy potencializa la remielinizacion (Gregg et al., 2007). La tabla 1 resume la

participacion de cada uno de estos reguladores en el proceso de mielinizacion.
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Tabla 1. Reguladores de la mielinizacion.

Regulador

Factores de

transcripcioén

Factores de

crecimiento

Citocinas y

quimiocinas

Hormonas

Sox 8
Sox9
Sox10
Olig1
Olig2

PDGF-a
FGF-2
IGF-1
NT-3
BMP

IL1-B
TGF-B

IFN-y
LIF

IL17-A
0G-8
IL8

FCS-a
CXCL1

CRH
NE
PACAP
E2

Andrégenos
Melatonina

Insulina
THs

PRL

Progesterona

Actividad

Diferenciacién hacia OLs (Barateiro et al., 2016).

Maduracién de OLs (Barateiro et al., 2016)

Estimula a células progenitoras neurales multipotentes (Barateiro
et al., 2016)

Estimula la proliferacion de OPCs y previene diferenciacion
prematura (Noble et al., 1988; Richardson et al., 1988).

Estimula la proliferaciéon de progenitores, mantiene la expresion
de PDGFR-a y bloquea la diferenciacion (Barateiro et al., 2016).
Promueve la sintesis de ADN en OPC y la proliferacion in vitro
(Barateiro et al., 2016).

Estimula proliferaciéon de OPCs in vivo (Barateiro et al., 2016;
McTigue et al., 1998).

Inhibe diferenciacion hacia OLs maduros (See et al., 2009; See
et al., 2004).

Inhiben la proliferacion de OPCs y potencializa su diferenciacion

a OLs (Barateiro et al., 2016).

Inhibe la diferenciacién de OPCs a OLs (Barateiro et al., 2016).
Estimula proliferacién de OPCs, diferenciacion y maduracién de
OLs (Barateiro et al., 2016).

Estimula la diferenciacién de OPCs e incrementa la expresion
de PLP (Barateiro et al., 2016).

Estimula la produccion de MBP (Barateiro et al., 2016).

Potencia la respuesta proliferativa a PDGF-a (Barateiro et al.,
2016).

Eleva niveles de AMPc en OPCs (Wiemelt et al., 2001).

Inhibe la proliferacion de OPCs e induce su diferenciacién a OLs
(Barateiro et al., 2016).

Incrementa proliferacién en OPCs y participa en la reparacion
de mielina (Barateiro et al., 2016).

Estimula proliferacién de CPN y OPCs y maduracion de OLs
(Okada et al., 2010).

Incrementa proliferaciéon de CPN (Long et al., 2021).
Neuroprotector. Participa en la diferenciacion de CPN y estimula
la maduracion de OLs (Long et al., 2021).

Promueve diferenciacion de CPN hacia OLs (Long et al., 2021).
Estimulan la proliferacién de CPN, promueven maduracion
morfoldgica y funcional de OLs (Baas et al., 1997; Long et al.,
2021; Younes-Rapozo et al., 2006).

Estimula proliferacion de OPCs, maduracion de OLs y
remielinizacién (Gregg et al., 2007).

Promueve proliferacion y maduracion de OPCs ademas de la
expresion de MBP (Long et al., 2021).
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1.1.3. El papel de la prolactina durante la mielinizacion

La prolactina (PRL) es una hormona pleiotrépica conocida principalmente por
promover la lactancia, pero involucrada también en procesos de comportamiento
sexual, cuidado  parental, crecimiento, metabolismo, angiogénesis,
inmunomodulaciéon y osmorregulacion (Clapp et al., 2009; Freeman et al., 2000;
Macotela et al., 2020). La PRL circulante es secretada por las células lactotropas de
la pituitaria anterior, sin embargo, algunos tejidos como glandulas mamarias,
placenta y cerebro (corteza, amigdala, talamo, e hipocampo) pueden producirla de

manera local (Long et al., 2021)

La sefalizacion de la prolactina inicia cuando esta es reconocida por su receptor
(PRLR), miembro de la superfamilia de receptores de citocinas clase I. EI PRLR esta
formado por un dominio de unién a ligando extracelular, un dominio transmembranal
y uno mas intracelular. Su activacion involucra una dimerizacion inducida por la
prolactina, que tiene dos sitios de union que se acoplan a cada uno de los
monomeros del receptor. La formacion del primer complejo (PRL-PRLR) es requisito
para la uniéon de la siguiente unidad (figura 5A) (Freeman et al.,, 2000;
Radhakrishnan et al., 2012). EI PRLR es expresado en multiples isoformas, de
manera particular en una forma larga y varias cortas, mismas que cuentan con un
dominio extracelular idéntico a la isoforma larga pero con dominios citoplasmaticos
cortos (Bridges et al., 2019).

La union a ligando induce un cambio conformacional en el receptor y la activacion
de las Janus cinasas 2 (JAK2) asociadas al receptor, promoviendo la consecuente
via de senalizacion rio abajo (Radhakrishnan et al., 2012). La activacion completa
de la sefial de transduccion de JAK2/STAT5 requiere de la isoforma larga del
receptor, debido a que la isoforma corta carece de sitios de unidn para las proteinas
STAT. Una vez que se ha formado el complejo entre las dos unidades de receptor
y la PRL, STATS5 es fosforilada por JAK2 desencadenando la formacién de dimeros
de STAT transcripcionalmente activos. Estos se translocan al nucleo, uniéndose a
secuencias de ADN para activar la transcripcion de genes blanco. Adicionalmente

a la via JAK/STAT, bajo algunas condiciones, la PRL puede activar la cascada de
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transduccion de sefiales de fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), asi como la via de
proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK) (figura 5B) (Bridges et al.,
2019).

Recientemente se ha reportado que la PRL tiene una participacion importante
dentro del SNC en procesos como neurogénesis, neurodesarrollo y neuroproteccion
(Cabrera-Reyes, et. al., 2017). Estos eventos han sido estudiados principalmente
en roedores gestantes, en donde se ha observado que debido a los niveles elevados
de PRL existe una alta tasa de proliferacion de OPCs, mayor diferenciacion de
oligodendrocitos y un incremento en la produccion de mielina en estructuras como
el cuerpo calloso y la medula espinal (Gregg et al., 2007). Ademas, se ha visto que
el tratamiento con esta hormona promueve la reparacion de lesiones generadas en
la médula espinal, en ratones hembra virgenes (Gregg et al., 2007). De manera
interesante, Confavreux y colaboradores reportaron que en mujeres con esclerosis
multiple (EM) los sintomas de la enfermedad se ven atenuados durante el
embarazo, principalmente en el tercer trimestre de gestacion, etapa en la que se ha
observado que las recaidas de la enfermedad disminuyen, sugiriendo que los altos
niveles de PRL durante el embarazo podrian participar en la remision de los
sintomas de la enfermedad (Confavreux et al., 1998). En concordancia, De Giglio y
colaboradores reportaron que los niveles de PRL plasmatica en las mujeres con EM
correlaciona positivamente con el volumen de la materia blanca (De Giglio et al.,
2015).

En conjunto, todos estos hallazgos sugieren a la prolactina como un blanco en el
disefio de tratamientos terapéuticos para patologias desmielinizantes como la EM o
la encefalomielitis aguda diseminada. Sin embargo, a pesar de que se sabe sobre
la importancia de la PRL en procesos de mielinizacion, no existen estudios que
exploren sus efectos durante el desarrollo del sistema nervioso en etapas

postnatales.
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Figura 5. Representacion esquemaética de las vias de sefalizacion mediadas por la
accion de la prolactina. El receptor de prolactina estda compuesto por dos subunidades
conformadas por un dominio de unién a ligando extracelular, un dominio transmembranal y
uno mas intracelular. La molécula de prolactina tiene dos sitios de unién y al reconocer a
la primera subunidad del receptor, induce la dimerizacion con la segunda subunidad
generando asi la forma activa del receptor e iniciando la cascada de sefializacion (A). La
via de senalizacién principal mediada por la accién de la prolactina es la via Janus quinasa
2 (JAK2) /transductor de sefales y activador de la transcripcion (STAT), activada por la
isoforma larga del receptor de prolactina (PRLR). La forma corta del receptor tiene dominios
intracelulares cortos que carecen de sitios de union a STAT, pero pueden activar la via de
proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK) de una manera independiente de JAK2. La
forma larga puede también activar la via de fosfoinositol 3-cinasa (PI3K) o al menos
amplificar la respuesta a través de esta via inducida por otros factores de crecimiento ((B)
modificado de Bridges & Grattan, 2019).
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2. Antecedentes

Estudios previos utilizando un modelo in vivo, han mostrado que, en hembras
durante el periodo de gestacion, existe una alta tasa de mielinizacién en el SNC en
correlacion con niveles elevados de PRL, mientras que, en hembras carentes de
una copia del gen del PRLR (heterocigotas), se observdé que los niveles de
proliferacion de los OPCs y las células mielinizantes maduras fueron inferiores a los
registrados en las hembras silvestres. Al mismo tiempo, se ha observado que la
PRL es capaz de promover la remielinizacion en un modelo de lesion
desmielinizante, en ratones hembra virgenes (Gregg et al., 2007). Por otra parte, en
un estudio reciente de nuestro grupo, se observé que en una etapa temprana del
desarrollo postnatal (P12), animales carentes del receptor de PRL (KO-PRLR),
presentan una reduccion del 50 % en el area de mielinizacién en estructuras como
el cuerpo calloso (CC) y la fimbria, comparados con animales silvestres, evidencia
que concuerda con observaciones de una disminucion en la expresion de MBP en
regiones del CC, estriado y caudoputamen (CP) (Dimas, 2019). Lo anterior deja
claro el importante papel de PRL en la mielinizacién, por lo que son necesarias las
investigaciones que detallen su participacion en etapas posteriores del desarrollo,

desde niveles celulares hasta de organismo completo.
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3. Justificacioén

Tanto las enfermedades desmielinizantes (p.ej. esclerosis multiple, encefalomielitis
aguda diseminada o leucoencefalopatias) como las dismielinizantes (p.ej.
leucodistrofias, enfermedad de Krabbe y adrenoleucodistrofia) presentan cuadros
clinicos relacionados con deterioro cognitivo y motriz, conduciendo a un declive en
la calidad de vida -o incluso en la muerte- de quienes la padecen. Sin embargo, los
tratamientos utilizados en este tipo de patologias, como los corticoesteroides o
antiinflamatorios, no son especificos y atacan los sintomas mas no la etiologia,
provocando efectos secundarios que potencian el deterioro en la salud. Ademas de
esto, la mayoria de estas patologias comienzan a presentarse en la infancia, desde

la etapa de lactancia hasta la adultez temprana.

Teniendo como antecedente que los niveles altos de PRL tanto en la etapa de
gestacion como durante el posparto, promueven la mielinizacion en el sistema
nervioso (Gregg et al., 2007), y que en una etapa temprana del desarrollo postnatal
(P12), en donde mediante la leche materna la PRL es transferida en grandes
cantidades a los neonatos, favoreciendo la mielinizacién en algunas regiones del
cerebro (Dimas, 2019), surge la pregunta de si la prolactina es esencial en el

proceso de mielinizacion en el desarrollo postnatal (posterior a P12) de la progenie.

En este proyecto, se propuso caracterizar la participacion de PRL en etapas
posnatales posteriores a la lactancia y en la edad adulta temprana, lo cual
contribuira a la generacion de conocimiento y a establecer las bases fisiologicas de
la participacién de PRL en este contexto de desarrollo neural, al mismo tiempo que
proveera de herramientas para que, a largo plazo, esta hormona pueda utilizarse en
el disefio de agentes terapéuticos y/o coadyuve en el tratamiento de patologias de

la sustancia blanca.
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4. Hipotesis

Los ratones carentes (knockout) del receptor de prolactina presentan alteraciones
en el proceso de mielinizacién en el sistema nervioso central durante el desarrollo

postnatal posterior a la lactancia y en la vida adulta temprana.

5. Objetivo general

Evaluar el efecto de la ausencia del receptor de prolactina en la mielinizacién en el
SNC de ratones en distintas etapas del desarrollo postnatal (jovenes pre-puberes y

adultos).

Objetivos particulares:
Evaluar en ratones WT y KO para el receptor de PRL de dias postnatales 28 y 56:

1. La presencia de mielina en cortes histolégicos de cerebros a través de la
tincién con BGIl.

2. La mielinizacion en el cerebro mediante un analisis de imagenes pesadas a
difusion por resonancia magnética.

3. La capacidad motriz mediante pruebas conductuales.

22



6. Metodologia

6.1.Animales

Los organismos experimentales utilizados fueron tratados de acuerdo con los
lineamientos del Comité de Etica del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Auténoma de México. Se utilizaron machos y hembras de la cepa C57BL/6. Para su
obtencidn se realizaron cruzas entre ratones hembra heterocigotas para el receptor
de prolactina (Prlr+/-) y ratones KO (Prlr-/-), heterocigotos (Prir+/-), o WT (Prlr+/+).
Las crias se genotipificaron mediante la obtencion de muestras de ADN del tejido
de la cola para posteriormente formar dos grupos experimentales; uno WT y otro
KO. Los ratones fueron evaluados en el dia postnatal 28 y 56 mediante las distintas

estrategias metodoldgicas.

Las camadas experimentales fueron destetadas y separadas de acuerdo con el
sexo en el dia postnatal 23. Se formaron grupos de 5 ratones por caja y se
mantuvieron en ciclo de luz oscuridad (6:00 a 18:00 luz; 18:00 a 6:00 oscuridad)

hasta el dia de experimentacion.

6.2. Histologia, tincion con Black Gold Il (BGII)

BGII es una técnica utilizada para la tincion especifica de mielina en el sistema
nervioso. Se trata de un complejo de aurohalofosfatos que, al unirse con los
fosfolipidos de la mielina, proyecta una coloracion de rojo claro a rojo obscuro o
negro, dependiendo de la densidad de fibras mielinizadas tefidas (Schmued et al.,
2008). Este método se empled para evaluar la presencia de mielina en algunas
zonas del SNC en una region medial del encéfalo (-1.70 en Bregma). Cerebros de
ratones en los dias P28 y P56 fueron disecados para su procesamiento y analisis.
La diseccion se hizo posterior a una fijacién por perfusion con paraformaldehido
(PFA) al 4%, misma que se llevé a cabo a partir del ventriculo izquierdo del corazén,
introduciendo una aguja (23 G) por la que se perfundié primero solucion tampén de
fosfatos (PBS) durante 2 minutos y luego PFA durante 2 minutos mas. Los cerebros
disecados recibieron una post-fijaciéon por inmersion en PFA 4% durante 24 horas.
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Antes de la crioseccion, los tejidos fueron criopreservados por inmersion en
gradiente de sacarosa: al 10% durante 1h, al 20% durante 1h y 30% durante 24-48
h, a 4°C. Enseguida se realizaron cortes de 50 um de grosor, los cuales fueron
colectados en portaobjetos electrocargados. Para la tincion, los tejidos fueron
hidratados con PBS (pH 7.4, 2 min). Se incubaron en solucion de BGIl al 0.3%
disuelto en NaCl (0.9%) a una temperatura de 60-65°C durante 15 minutos.
Enseguida se realizdé un lavado con PBS durante 2 minutos. Luego, a la misma
temperatura, se incubaron los tejidos en tiosulfato de Na* (1%), y posteriormente se
realizaron lavados con PBS. Los cortes fueron inmersos en xilol durante 1 min y
luego se montaron utilizando el medio de montaje DPX. Las tinciones fueron
visualizadas bajo microscopio 6ptico (BX60) y micrografias fueron obtenidas (con
una camara Leica ICC50 HD). Para el analisis de las imagenes se empled el
software Fiji-lmaged, mediante la cuantificacién de la intensidad relativa (IR) de
areas de distintas estructuras cerebrales, como lo realizado en otros estudios
(Hakkarainen et al., 2016; Cisneros-Mejorado et al., 2019). Las imagenes fueron
convertidas a escala de grises (8 bits) y posteriormente se crearon regiones de
interés (ROIs) a partir de las cuales fue obtenida la intensidad 6ptica (10). Se obtuvo
la IR normalizando los valores 10 de cada ROI (IOrol) contra la IO del fondo de cada
ROI (10¢) (Ecuacion 1).

IR=(0f — 10801)/10f

Ecuacion 1. Intensidad relativa normalizada.

6.3.Analisis de difusién por resonancia magnética
La resonancia magnética (RM) permite obtener imagenes anatémico-estructurales
de manera no invasiva, permitiendo asi la aplicacién de la técnica en organismos in
vivo. De manera indirecta, se puede medir la presencia de mielina a través de
imagenes sensibles a difusion en resonancia magnética (dMRI), por lo que, para
complementar la informacién otorgada por las histologias, se obtuvieron este tipo
de imagenes en el Laboratorio Nacional de Imagenologia por Resonancia
Magnética (LANIREM), utilizando un magneto de 7T (Bruker Pharmascan 70/16US).

Los ratones fueron anestesiados con isoflurano (2%, en aire comprimido) en una
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camara anestésica y se colocaron dentro del magneto con anestesia continua (0.5-
1 % en aire comprimido). La obtencion de las imagenes se consiguié usando una
secuencia 2D de imagenes eco-planares (EPIl:Echo-Planar Image), con grosor de
rebanada de 650 ym, sin inter espaciado, tiempo de repeticion (TR) de 2.1s, tiempo
de eco (TE) 23 ms, campo de vision (FOV: Field of view) de 20 x 20 mm?, tamafio
de imagen de 150x150 mm, 40 direcciones de difusion, sensibilidad a la difusion
b=650s/mm?, 30 rebanadas (que cubren practicamente todo el encéfalo) y con un
tiempo total de escaneo de 17min. Las imagenes obtenidas fueron procesadas en

el software MRtrix3 (https://www.mrtrix.org/). Enseguida se calcul6 el tensor de

difusion (DTI), que modela las principales trayectorias de difusion del agua como un
elipsoide cuya mayor excentricidad varia desde una esfera (igual difusion en todas
direcciones) hasta una linea recta (difusién en una sola direccion). A partir de ésta
elipsoide se pueden extraer diversos parametros para caracterizar el perfil de
difusion del agua en cada voxel o elemento de la imagen, generando mapas
cuantitativos. Los parametros que se caracterizaron en este trabajo son: el vector
principal de difusion (VPD), la fraccion de anisotropia (FA) y las difusividades radial
(DR) y axial (DA). Estos tres Gltimos permiten inferir cambios o alteraciones en la
microestructura de las zonas analizadas. Se utilizé el VPD para la construccion
manual de las regiones de interés (ROIs), y se delinearon zonas involucradas con
actividad motriz como la corteza motora (CM) o en zonas con mayor incidencia en
desmielinizacion o dafio como el cuerpo calloso (CC) y la fimbria. La construccion
de las ROls se realizé con el apoyo del atlas Paxinos, mapa cerebral del raton
(http://labs.gaidi.ca/mouse-brain-atlas/), tomando las areas en Bregma 1.54 mm a -
1.70 mm, 1.18 mm a -2.54 mm y -1.06 mm a -2.06 mm para CM, CC y fimbria

respectivamente.

25


https://www.mrtrix.org/
http://labs.gaidi.ca/mouse-brain-atlas/

6.4.Pruebas conductuales

Se sabe que una de las consecuencias de la falta de mielina en los organismos es
la incapacidad o reduccion en la motricidad, por lo que se realizaron dos pruebas
conductuales para medir las deficiencias en el desempefio motriz: rotarrod y campo

abierto en ambas edades experimentales (figura 6).

42 cm

42 cm

40 rpm

5rpm

Figura 6. Esquema representativo de los equipos utilizados durante las pruebas
conductuales; rotarrod (A) y campo abierto (B) (https://biorender.com/).

6.4.1. Campo abierto

El desarrollo de esta prueba se llevo a cabo en un campo de 42x42 cm?, con
sensores en las cuatro paredes del campo y un cuadrante en infrarrojo de 2x2 cm
por cuadro (Superflex Open Field System). Se colocé una cama de aserrin en el
campo antes de iniciar la prueba. Los ratones fueron colocados en el cuadrante del
centro y se les permitio la libre exploracion durante 20 minutos (1200 s). Se realizd
un registro de la distancia recorrida, la velocidad de los episodios ambulatorios y el
tiempo gastado en la exploracidon del cuadrante central con ayuda del software

Fusion v5.5 superflesh (figura 6B).
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6.4.2. Rotarrod

Se realizaron cuatro ensayos por dia durante tres dias consecutivos y en el dia
cuatro la evaluacion final. Una hora antes de cada entrenamiento los ratones fueron
colocados en el cuarto de experimentacion para su habituacion. Se colocé a los
ratones sobre la varilla iniciando el movimiento a una velocidad de 10 rpm. El
periodo maximo de prueba por raton fue de 60 segundos y dentro de este rango se

registro el tiempo que tardaron en caer.

Para la evaluacion final se utilizaron diferentes velocidades en rampa, partiendo de
5 rpm hasta 40 rpm. Se aplicaron cinco ensayos con un periodo de 20 minutos de
descanso entre ellos y se registré el tiempo y la velocidad en la que caian (figura
6A) (Carter, et. al., 2001).

6.5 Analisis estadistico
Los resultados se muestran como el promedio para cada grupo y el error estandar
(SEM) como medida de dispersion. Se realizaron pruebas t-student de dos colas
con un intervalo de confianza del 95% (p < 0.05) utilizando el programa GraphPad

Prism version 8 para Windows.
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7. Resultados
7.1.Histologia, tincion con Black Gold Il (BGII)

7.1.1. EI cuerpo calloso de los ratones KO en P28 presenta
hipomielinizacion

Se generaron las regiones de interés (ROIs) para el analisis en CC de ambos

hemisferios, asi como de la zona media (figura 7A; las lineas rojas dibujan el area

evaluada). Se obtuvieron imagenes de los tejidos de interés a 10X. Los valores de

las intensidades relativas fueron normalizadas y posteriormente promediadas para

obtener un valor final.

El resultado arrojado en los cortes en P28 (Figura 7D y E) dio un valor en la IR de
0.437 £ 0.051 en los ratones WT mientras que fue de 0.265 + 0.025 en los KO, lo
que representa una disminucion del 39% en animales KO comparados con WT,
indicando asi menor cantidad de mielina en este grupo (figura 7B). En contraste, al
evaluar a los ratones en edad P56 (figura 7F y G) no se muestran diferencias
significativas (0.317 £ 0.03 en los WT y de 0.306 + 0.03 para KO (figura 7C).
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Figura 7. Cuantificacion de la mielina en el Cuerpo Calloso (CC). (A) Se muestra un
corte coronal de tejido teiido con BGII junto a una amplificacion a escala de grises en donde
se indica el trazado de ROls en el CC (rojo) asi como del fondo para la normalizacién de la
intensidad relativa (IR) (azul). En B y C se puede observar la IR medida en CC tanto en P28
(B) (WT n =6; KO n =4) como en P56 (C) (WT n=4; KOn=25). Dy E corresponden a
micrografias de la zona del CC en ratones WT y KO para edad de P28, mientras que Fy G
a la edad P56 (fotografias al 10X). * p<0.05. Barras = 50 pym.

7.1.2. Lafimbria de los ratones KO en P28 presenta hipomielinizacion

Las ROls de esta estructura se generaron a partir de ambos hemisferios como se
muestra en la figura 8A. La IR de cada una se normalizé y posteriormente se

promediaron para obtener el valor final.

La evaluacion en los tejidos en P28 (figura 8D y E) dio como valor 0.417 £ 0.029 en
los ratones WT y 0.277 + 0.018 en los KO (p=0.015), siendo el valor de lo KO 33%
menor comparado con el de los ratones WT (figura 8B). Por lo otro lado, para el
caso de los tejidos en edad P56 (figura 8F y G), las IR no muestran diferencias

significativas, teniendo un valor de 0.354 + 0.051 para el caso de los ratones WT y
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de 0.350 £ 0.042 para los KO (figura 8C). Dichos resultados indican que existe

menor cantidad de mielina en la fimbria de los ratones KO en P28, pero no en P56.
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Figura 8. Cuantificacion de la mielina en la fimbria. (A) Se muestra un corte coronal de
tejido tefiido con BGII junto a una amplificacion a escala de grises en donde se indica el
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trazado de ROIs en la fimbria (rojo) asi como del fondo para la normalizacion de la
intensidad relativa (IR) (azul). En By C se puede observar la IR medida en la fimbria tanto
en P28 (B) (WT n=6; KO n=3)como en P56 (C) (WT n=4; KOn=5).DyE corresponden
a micrografias de la zona de la fimbria en ratones WT y KO para edad de P28, mientras
que F y G a la edad P56 (fotografias al 10X). * p<0.05. Barras = 25 pm.

7.1.3. La cantidad de mielina en la corteza motora es la misma tanto en
ratones WT como en KO en P28 y P56.

Se evaluod la IR en la corteza motora (primaria y secundaria) de ambos hemisferios,
obteniendo las ROIs como se indica en la figura 9A. Los valores se normalizaron y

posteriormente se promediaron para obtener el valor final.

La IR en los cortes en P28 (figura 9D y E) fue de 0.338 + 0.039 en el grupo WT y de
0.348 £ 0.036 para el KO (figura 9B). Por otro lado, los tejidos evaluados en P56
(figura 9F y G) arrojaron un valor de 0.356 + 0.026 para los de condicion WT,
mientras que el valor para los KO fue de 0.333 + 0.038. Ninguno de los grupos
presento diferencias significativas, lo que sugiere que en esta zona la mielinizacion

es similar sin importar la condicion en las dos diferentes edades.
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P28

P56

Figura 9. Cuantificacion de la mielina en la corteza motora. (A) Se muestra un corte
coronal de tejido tefiido con BGII junto a una amplificacién a escala de grises en donde se
indica el trazado de ROls en la CM (rojo) asi como del fondo para la normalizacion de la
intensidad relativa (IR) (azul). En B y C se puede observar la IR medida en CM tanto en
P28 (B) (WT n=7; KO n=5) como en P56 (C) (WT n=4; KO n=6). Dy E corresponden
a micrografias de la zona de la CM en ratones WT y KO para edad de P28, mientras que F
y G a la edad P56 (fotografias al 10X). Barras = 25 pym.
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7.2.Anédlisis de difusién por resonancia magnética
7.2.1. La ausencia del PRLR promueve una disminucién en la fraccion
de anisotropia (FA) y en la difusividad axial (DA) medidas en la

corteza motora de ratones en edad P56.

Las dMRI obtenidas fueron procesadas y analizadas utilizando como herramienta
de apoyo la guia del Paxinos para la localizacién de las estructuras y la generacion
de las ROls. Se cuantifico la difusividad axial (DA), la difusividad radial (DR) y la
fraccion de anisotropia (FA) tanto de la CM primaria y secundaria, como de CCy la
fimbria en ratones en edad P56. Las areas en Bregma de inicio y final para cada

una de las estructuras se esquematizan en la figura 10.

A Corteza motora B
1.54 mma-1.70 mm

Cuerpo calloso
1.18 mm a -2.54 mm
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Figura 10. Esquema representativo de la colocalizacion entre la dMRI y la imagen
representativa en la guia del Paxinos. Las ROlIs (lineas punteadas en color rojo sobre las
dMRI) son delineadas a través de cada rebanada virtual, desde la parte inicial senalada
(izquierda, tanto en A, B y C) y hasta el final (derecha, tanto en A, By C) en donde es
posible observar la estructura.
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La FA, la DRy la DA son valores absolutos que funcionan como medidas indirectas
del grado de arreglo en la microestructura de los tejidos. De manera importante se
ha observado que los cambios en estos reflejan o correlacionan con alteraciones
tanto en la sustancia blanca como en las neuronas de diversas zonas del SNC
(Cisneros-Mejorado et al., 2019; Fatemi et al., 2009; Larvaron et al., 2007; Song et
al., 2003, 2002). El grupo evaluado bajo esta metodologia fue el de edad P56.

Los resultados arrojados de la CM no mostraron diferencias significativas en la DR
(WT 7.8x10* £ 2.4x10°%; KO 7.9x10* + 1.5x10-°) pero si en la FA y la DA. El valor
de FA fue 23% menor en los ratones KO (0.26 + 0.007) comparado con los WT (0.34
1 0.029), mientras que en la DA se mostré una disminucion del 10.43% en los KO
(1.1x10-3 + 3.3x10-®), en comparacion con el valor del grupo WT (1.3x10-3 + 3.4x10"
5) (figura 11A-D).

La evaluacién en CC y fimbria no mostré diferencias significativas en ninguno de los
parametros, arrojando para el caso del CC valores en la FA de 0.55 £ 0.004 en el
grupo WT y 0.55 + 0.01 en el KO, mientras que para la DA fue de 1.7x10- + 1x10
en los controles y 1.7x103 £ 3x10° en los KO y en la DR7.1x10* + 3x10° en los
ratones WT y 6.5x104 £ 1x10-° en los KO (figura11 E-H). Por otra parte, los valores
extraidos de la fimbria para el caso de la FA fueron de 0.67 + 0.024 el grupo WT y
0.68 + 0.02 el grupo KO, mientras que en la DA se registrd 2.4x10-3 + 1.3x10 para
el grupo control y 2.4x10-3 + 9x10-° para el grupo KO, y de 6.8x10 + 9x10-° para los
WT y 5.8x104 £ 2x107° para los KO en la DR (figura 11I-L).
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Figura 11. Anédlisis de imégenes sensibles a difusion por RM. Comparacién en P56 de
la cuantificacion de la fraccidon de anisotropia (FA), la difusividad axial (DA) y la difusividad
radial (DR) en la corteza motora (CM) (A-D), cuerpo calloso (CC) (E-H) y fimbria (I-L); en
donde los valores muestran diferencia significativa en la CM entre los ratones silvestres
(WT) y nulos para el receptor de PRL (KO). *p<0.05. Imagenes de IRM representativas de
los mapas de la fraccidon de anisotropia en las diferentes estructuras (D, Hy L).

7.3.Campo abierto

7.3.1. La distancia recorrida en campo abierto es menor en ratones KO
en P28

En estudios de modelos desmielinizantes como la encefalomielitis aguda
experimental (EAE) y el tratamiento con cuprizona (CPZ), se ha mostrado que la
distancia que recorren los ratones dentro del cuadrante de campo abierto se ve

disminuida cuando existen dafios en la sustancia blanca (Takemiya et al., 2013;
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Sanadgol et al., 2019), es por ello que en este trabajo se evalu6 este parametro
tanto en edad P28 como en P56.

Los resultados mostraron diferencias significativas entre los ratones WT y KO en
P28 (figura 12A) durante los veinte minutos de libre exploracion. En esta prueba, el
grupo WT registré un promedio de 29.98 £ 1.73 m, mientras que en el grupo KO fue
de 23.98 + 1.91 m, es decir, 20% menos que el grupo WT. Sin embargo, para el
caso de los ratones evaluados en P56 (figura 12B), no se observaron diferencias

significativas entre los grupos en la distancia registrada.
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Figura 12. Distancia recorrida en campo abierto. Comparacion de la distancia recorrida
en el cuadrante, durante la prueba en campo abierto de ratones silvestres (WT) y nulos para
el receptor de PRL (KO) de (A) 28 (P28) (WT n =9, KO n = 10) y (B) 56 (P56) dias
postnatales (WT n =9, KO n = 10). *p<0.05.

7.3.2. La velocidad de movimiento en los episodios ambulatorios es
menor en ratones KO en P28

Se ha reportado que la velocidad del movimiento durante la prueba de campo
abierto se ve disminuida cuando hay dafo en la mielina (Sanadgol et al., 2019). En
ese sentido, es posible evaluar, por ejemplo, la velocidad de los movimientos

ambulatorios y determinar si existen cambios en ésta en distintas condiciones. Un
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movimiento ambulatorio se define como el periodo de tiempo en el que el raton se

mueve de un lugar a otro sin descansos mayores a 1 segundo.

La velocidad de los movimientos ambulatorios registrada en el grupo en P28 fue
menor en los animales KO que en los WT. Siendo de 10.71 £ 0.77 cm/s para el
grupo KO y de 12.97 + 0.38 cm/s en los ratones WT (figura 13A) (p=0.02). En
contraste, los ratones en P56 (figura 13B) no mostraron diferencia significativa entre
las velocidades de cada grupo. En éstos, la velocidad registrada para los ratones

WT fue de 12.47 £ 0.17 cm/s, mientras que para los KO fue de 12.10 £ 0.75 cm/s.
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Figura 13. Velocidad promedio de los movimientos ambulatorios. Comparacién de las
velocidades promedio de los movimientos ambulatorios en el cuadrante durante la prueba
de campo abierto en ratones silvestres (WT) y nulos para el receptor de PRL (KO) de (A)
28 (P28) y (B) 56 (P56) dias postnatales. En los ratones en edad P28 (A) (WT n=9; KO n
= 10), el grupo KO presenta una disminucion de la velocidad, comparado con el grupo WT,
mientras que en edad P56 (WT n = 9; KO n = 11) no existe diferencia entre las velocidades

de ambos grupos. *p<0.05.
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7.3.3. El tiempo de exploracién en el centro del campo abierto es menor

en los ratones KO en P56.

Otro de los parametros que se ha evaluado en el campo abierto es la exploracién
en el centro del cuadrante de estudio. El registro del tiempo utilizado en la
exploracion en el centro del cuadrante durante la prueba de campo abierto no
mostré diferencias significativas en los ratones evaluados en la edad P28,
reportando un tiempo de exploracion de 99.5 + 16.27 s para los ratones WT y de
97.2 + 14.74 s para los KO (figura 14A). Sin embargo, en P56 (figura 14B), los
ratones KO permanecieron menos tiempo explorando el centro del campo (98.3 +
16.30 s) comparado con el grupo WT (180.3 £ 20.97 s) teniendo asi 45.5% menor

actividad en el centro.
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Figura 14. Tiempo de exploracion en el centro del cuadrante. Comparaciéon de los
tiempos de exploracién en el centro del cuadrante en la prueba de campo abierto en ratones
silvestres (WT) y nulos para el receptor de PRL (KO) de (A) 28 (P28) (WT n=8; KO n=9)
y (B) 56 (P56) (WT n = 9; KO n = 11) dias postnatales. Los ratones en P56 muestran
diferencia significativa entre el grupo WT y KO, en contraste con los ratones en P28 en
donde no se presenta diferencia entre ellos. **p<0.01.
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7.4.Rotarrod
7.4.1. Los ratones muestran el mismo desempefo durante la prueba en

rotarrod tanto en P28 como en P56.

Rotarrod es una de las pruebas mas usadas para evaluar la coordinacion, el balance
y el control motor en ratones (Brooks et al., 2009), por lo que se utilizé esta prueba
con la finalidad de explorar si estas habilidades se ven afectadas en animales
carentes del receptor de prolactina. Se encontr6 que no existe diferencia
significativa entre los ratones WT y KO de las dos diferentes edades evaluadas (P28
y P56). Los ratones que realizaron la tarea en P28 (figura 15A) reportaron un tiempo
promedio de 44.72 + 2.27 s en el caso del grupo WT, mientras que en el grupo KO
fue de 44.02 £ 1.36 s. De manera similar, los ratones en edad P56 (figura 15B)

registraron un tiempo promedio de 40.55 + 3.41 s para los WT y de 38.80 £ 3.33 s

en los KO.
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Figura 15. Desempefio en la prueba de rotarrod. Comparacion del tiempo de caida de la
varilla del rotarrod durante la prueba en animales silvestres (WT) y nulos para el receptor
de PRL (KO) de (A) 28 (P28) (WT n=12; KO n=7)y (B) 56 (P56) dias postnatales (WT n
=6; KO n=7)y. Los resultados no muestran diferencias significativas entre los ratones WT
y KO en ninguna de las edades.
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8. Discusién

La hormona prolactina tiene un papel importante en procesos de neurogénesis y
neurodesarrollo (Cabrera-Reyes et al., 2017), por lo que ha sido estudiada como
factor estimulante durante la mielinizacion y remielinizacién en hembras gestantes
(Gregg et al., 2007; Gregg, 2009). Ademas, se ha reportado como potenciador de
la oligodendrogénesis, puesto que en neuroesferas de OPCs derivadas del CC de
ratones hembra adultos, el tratamiento con PRL incrementoé el numero y tamario de
estas, ademas de aumentar la proporcién de OL mielinizantes en cultivo, sugiriendo
asi que la PRL estimula tanto la proliferacién como la diferenciacion de los OPCs
(Gregg et al., 2007).

En un trabajo previo de nuestro laboratorio se dio a conocer que los ratones
carentes del receptor de prolactina (KO-PRLR) en el dia posnatal 12 (P12)
presentan un fenotipo hipomielinizante en estructuras como CC y fimbria (Dimas et
al., 2019), elucidando la importancia de la accion de la PRL y su receptor en el
proceso de mielinizacién durante esta etapa. Interesantemente, la fuente principal
de PRL circulante durante las primeras dos semanas postnatales en roedores es la
leche materna, puesto que las crias liberan su propia prolactina hipofisiaria hasta la
segunda o tercera semana postnatales. Sin embargo, se desconoce el papel que
tiene la PRL sobre el proceso de mielinizacion en etapas posteriores del desarrollo
(fuera de la gestacion) y las consecuencias conductuales que podrian resultar en
los ratones KO-PRLR.

Es por ello que, en este trabajo utilizando un modelo KO o nulo para el receptor de
PRL, se evalu6 el papel de la PRL en el proceso de mielinizaciéon en etapas
tempranas del desarrollo posteriores a la lactancia. Tomando como punto de partida
los antecedentes de Dimas mencionados arriba, nos propusimos dilucidar si tanto
en CC como en la fimbria esta condicion hipomielinizante perdura en el dia posnatal
28 (P28)y 56 (P56), en donde los ratones se encuentran en etapa pre-puber y adulta
temprana, respectivamente. Ademas de estas estructuras y debido a resultados
conductuales exploratorios reportados por el grupo de investigacion en donde

observaron que los ratones KO-PRLR presentaban pobre desempefo motor (datos
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no mostrados), se decidi6 evaluar también a la corteza motora (primaria y
secundaria), puesto que juega un papel importante en los procesos de control motor.
Mediante la tincién de BGII la cual es especifica para la mielina (Schmued et al.,
2008), se evalud la intensidad relativa en estas estructuras (CC, fimbria y CM). Los
resultados mostraron que en P28 no se presentan diferencias significativas en los
valores de la CM, pero se mantiene el fenotipo hipomielinizante en CC y fimbria,
siendo hasta P56 en donde los niveles de mielina son equiparables entre ambos
grupos. Estos resultados sugieren que en los ratones KO-PRLR existe un desarrollo
tardio en la mielinizacion de estas estructuras durante las etapas tempranas
postnatales (P12 y P28), pero que en cierta medida se recupera conforme avanza
la edad (P56). De manera interesante se ha demostrado que el PRLR es expresado
en OPCs PDGFRa* de CC proveniente de ratones hembra virgenes (Gregg et al.,
2007), ofreciendo un posible mecanismo mediante el cual estaria actuando la PRL
en el CC de las crias en P12 y P28 siendo la delecién del PRLR la causa del fenotipo
hipomielinizante en esta estructura a estas edades. Sin embargo, no existen
reportes de la presencia de PRLR en la corteza motora o la fimbria, por lo que se

necesitan mas estudios para saber si nuestra hipotesis es correcta.

Por otra parte, y desde una perspectiva funcional, sila ausencia del receptor de PRL
promueve alteraciones en el desarrollo de la mielinizacion durante la etapa postnatal
temprana, es probable que esas alteraciones generen consecuencias que
permaneceran en etapas posteriores. Por ello, otro de los objetivos de este trabajo
fue estudiar si existen deficiencias funcionales observables a través del
comportamiento, para lo cual se realizaron pruebas conductuales finas relacionadas
con el desempefo motriz tanto en edad P28 como el P56 en grupos evaluados de
manera vertical. Una de las pruebas empleadas para esta evaluacion fue la prueba
de campo abierto, que ha sido utilizada y acoplada para obtener la medicién de
diversos parametros que describen la locomocion de los organismos (Choleris et
al., 2001; Takemiya et al., 2013; Xiu et al., 2017) mientras que otra de las pruebas,
el rotarrod, es utilizado principalmente para evaluar la capacidad motriz (Brooks et
al., 2009). La distancia recorrida junto con el promedio de las velocidades de los

episodios ambulatorios, son parametros que podrian estar relacionados con
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deficiencia motora como consecuencia de hipomielinizacion en el SNC, mientras
que el tiempo de exploracion en el centro del campo abierto y en la periferia son
criterios utilizados en la evaluacion de condiciones similares a la ansiedad (Prut et
al., 2003). Un menor tiempo gastado en el cuadrante del centro se traduce como
una conducta similar a la ansiedad (Brooks et al., 2009). Por lo que, con base en lo
observado en el registro en campo abierto, se sugiere que los ratones KO-PRLR en
P28 presentan deficiencia motora debido a que la distancia que recorren en el
cuadrante y la velocidad con la que se mueven es menor, mientras que en los KO-
PRLR en P56 las alteraciones observadas son principalmente de tipo conductual
presentando comportamiento similar a la ansiedad. Algunos estudios han dilucidado
que la PRL tiene capacidad ansiolitica en ratas (Donner et al., 2007; Torner et al.,
2001), sugiriendo asi que la inactividad de esta hormona en los ratones pudiera ser
la responsable de un comportamiento similar a la ansiedad. Sin embargo, deben

realizarse mas experimentos bajo este contexto.

Ademas, el desempefio mostrado en la prueba de rotarrod en donde se mide el
tiempo en que los ratones tardan en caer de la varilla cuando esta gira aumentando
la velocidad de manera gradual (de 5 a 40 rpm), es el mismo en los dos diferentes
grupos sin importar la edad. Algunos estudios han demostrado que la mala
ejecucion en esta tarea esta asociada directamente a procesos desmielinizantes en
el cuerpo calloso (Franco-Pons, et. al., 2007) y que ademas puede ser afectada por
el deterioro que conlleva la edad (Shoji, et. al., 2016). Sin embargo, pese a la menor
cantidad de mielina en el CC de los ratones KO-PRLR en P28, la ejecucion de esta

tarea se realiza de manera similar a los ratones WT.

Una adicion importante a este modelo de estudio seria combinar una estrategia de
analisis longitudinal para evaluar in vivo el curso temporal de la mielinizacién. La
naturaleza no invasiva de la resonancia magnética (MRI) permite este enfoque.
Ademas, la resonancia magnética ponderada por difusién (dMRI) y su analisis
mediante modelos matematicos permiten una adecuada delimitacién de las
estructuras de la sustancia blanca y la evaluacién de su mielinizacion en diferentes

etapas. De este modo, en este proyecto se implement6 la medida de difusion por
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resonancia magnética en donde se evaluaron tres parametros: la fraccion de
anisotropia (FA), la difusividad axial (DA) y la radial (DR) en edad P56. La FA
permite evaluar cambios en la microestructura de los tejidos, aunque se sabe que
no es especifica para determinar si las alteraciones provienen de los axones o en la
mielina, mientras que la DR y la DA reflejan la direccionalidad de la estructura
analizada y estan directamente relacionados con el dafio de la mielina (DR) y
alteraciones axonales (DA) (Budden et al., 2011; Song et al., 2003, 2002). Los
resultados obtenidos no mostraron diferencia significativa entre los grupos al
cuantificar los valores en el CC ni la fimbria, pero si en la corteza motora tanto en el

valor de FA como en la DA.

Esta diferencia en la DA en donde se observa menor valor en el grupo KO-PRLR
podria reflejar alteraciones a nivel axonal (Song et al., 2003). Esta situacion podria
estar apoyada también por la similitud en los valores de las intensidades relativas
medidas por BGII en la CM del grupo control y KO-PRLR en P56, sugiriendo que la
posible alteracion estructural sea en los axones, la cual podria ser dependiente o
independiente de la deficiencia de mielina observada en etapas mas tempranas del
desarrollo. Sin embargo, mas estudios que evaluen alteraciones a nivel axonal son

necesarias para confirmar esto.

Junto con todo lo anterior, el hecho de que el comportamiento motriz en esta edad
no se vea alterado podria sugerir que pese al aparente dafio en la CM en P56, existe
compensacion por parte de otros sistemas mejorando asi la locomocion al llegar a
esta edad en el desarrollo. Sin embargo, futuras evaluaciones mas detalladas seran
necesarias para determinar en las diferentes edades cambios a nivel
microestructural en el proceso de mielinizacion y correlacionarlos con los fenotipos
conductuales observados en campo abierto al igual que con las histologias con
BGII.

Todos estos resultados sugieren que la accion de PRL juega un papel importante
en el desarrollo postnatal del SNC de los ratones, puesto que la delecion de su
receptor desencadena retardos en el proceso de mielinizacion en etapas tempranas

posteriores a la lactancia (P28), ademas de sugerir posible dafio neuronal segun lo
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reportado en las imagenes de difusion por resonancia magnética (P56). Como
consecuencia, estas deficiencias en la generacion de mielina provocan
complicaciones funcionales reflejadas en la motricidad y conducta en ambas
edades. Por lo que, de manera global, los resultados obtenidos en este trabajo
enriquecen lo descrito previamente respecto a las acciones de la PRL sobre el SNC
contribuyendo a la generacion de herramientas necesarias para postular a esta

hormona como posible terapia contra las patologias de la sustancia blanca.

9. Conclusiones

En resumen, los resultados de este trabajo muestran que los ratones carentes del
receptor de prolactina en edad P28 presentan fenotipo hipomielinizante en cuerpo
calloso y fimbria ademas de mostrar pobre desempefio locomotor, mientras que a
la edad p56 presentan alteraciones en la difusividad axial de la corteza motora y

una conducta similar a la ansiedad.

En conclusion, el receptor de PRL es necesario para el proceso de mielinizacion en
el SNC y su falta de accién tiene consecuencias adversas tanto en la mielinizacion,

como en el desempefio locomotor y la conducta.
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10. Esquema del mecanismo propuesto de la accion de la PRL en la

mielinizacion.

(@ Lactancia (@) Adenohipéfisis
O
® PRL
£ i
j\\@ PRL
10
V
A N
® ® Mo) ® ;

ProMeracion de OPCs Ot maduros Miolinizacson Proliferacin de OPCs OL maduros

Alteracion locomotora
(P28) y conducta similar
a la ansiedad (P56)

Hipomielinizacion en CCy
fimbria en P12y P28

La fuente principal de PRL durante las dos o tres primeras semanas posnatales es la leche
materna (1). Es hasta después de este periodo que los niveles circulantes de esta hormona
son originados de manera enddgena por los lactétropos de la adenohipdfisis (2). La PRL
ingresa al cerebro mediante los plexos coroideos (3) y activa a su receptor en los OPCs (4).
La accion de su receptor desencadena la via de sefalizacion Jak/Stats conduciendo a
mecanismos de proliferacion (5), diferenciacion y maduracion (6), formando asi las vainas
de mielina (7). La falta de accion de la PRL de la leche (8) (como en el caso de una
alimentacion materna obesogénica o en ratones carentes del receptor de PRL) en el SNC
de las crias, se ve reflejada en un menor numero de OPCs proliferados y de OLs maduros,
teniendo como consecuencia una hipomielinizacion en el CC y la fimbria durante las
primeras semanas postnatales (p12 y p28) asi como alteraciones conductuales en etapas
posteriores (p28 y p56) (10).
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