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RESUMEN

Durante la gestacién y la lactancia ocurren numerosas adaptaciones funcionales en el cerebro
materno que son fundamentales para la supervivencia de la progenie. Evidencias clinicas y
experimentales indican que los altos niveles de prolactina (PRL) circulante, presentes durante la
lactancia, pueden contribuir al desarrollo de esos cambios adaptativos. Si bien es conocida la
importante funcidn que tiene el sistema endocrino sobre la actividad del sistema nervioso en
etapas criticas de la vida, se desconoce el papel de hormonas como la PRL en la remodelacién
de la corteza auditiva (CA) en respuesta a estimulos sonoros emitidos por la progenie durante la
lactancia. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto es estudiar las modificaciones en la actividad
neural de la CA en un modelo de hiperprolactinemia. Para la consecucién de este objetivo, se
emplearon técnicas electrofisiolégicas con implantes de electrodos crénicos en Al. Se
registraron potenciales auditivos evocados (AEP, del inglés auditory evoked potential) en
animales despiertos tratados con domperidona (como modelo de hiperprolactinemia) y en
animales control tratados con vehiculo. Como estimulo auditivo se emplearon grabaciones de
las emisiones sonoras de las crias durante la lactancia y tonos puros a distintas frecuencias. Los
datos indican que el modelo de hiperprolactinemia, inducida por domperidona, modifica los
AEPs en Al. En concreto, se observa una reducciéon de la potencia del componente 0.1-20 Hz en
los AEPs subsecuentes a una estimulacién con el audio de las vocalizaciones de las crias. Este
cambio sugiere que la PRL (a concentraciones similares a las observadas durante la lactancia)
condiciona la respuesta de la corteza auditiva ante el estimulo de las crias, lo que puede ser una

consecuencia adaptativa clave para la supervivencia de éstas.

Palabras claves: Prolactina, vocalizaciones, conducta maternal, lactancia, corteza auditiva
primaria, plasticidad cortical, potenciales auditivos evocados.



ABSTRACT

During pregnancy and lactation there are multiple adaptive changes in the mother’s brain that
are essential for the survival of the progeny. Clinical and experimental evidences indicate that
prolactin (PRL), present during lactation, can contribute to the development of these adaptive
modifications. While the importance of the endocrine system on the activity of neuronal
networks in critical stages of life is well stablished, the role of PRL on the remodeling of the
auditory cortex (CA) in response to sound stimuli emitted by the pups during lactation is still
unknown. Therefore, the aim of this project is to study the modifications on neural activity of
the CA in a model of hyperprolactinemia. To reach this objective, we used electrophysiological
techniques with chronic electrode implants in the primary auditory cortex (A1) in order to record
auditory evoked potentials (AEPs). The studies were conducted in awake animals treated with
domperidone (as a model of hyperprolactinemia) and in control animals treated with vehicle.
For the auditory stimuli we used recordings of pup’s vocalizations during lactation, as well as
trials of pure tones at different frequencies. Our data suggest that an increase in serum levels of
PRL modifies the AEPs in Al. Specifically, there is a reduction of the frequencies between 0.1-
20Hz of the AEP following stimulations with pups’ vocalizations. This result suggests that an
increase in the serum PRL levels in nulliparous females induces changes at A1l network in

response to pups’ vocalizations that may be relevant to the survival of the offspring.

Key words: Prolactin, vocalizations, maternal behaviour, lactation, primary auditory cortex,
cortical plasticity, auditory evoked potentials.
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mPOA
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PRL prolactina

PRL-R receptor de prolactina

PVN nucleo paraventricular

REM movimientos oculares rapidos

S1 corteza somatosensorial primaria
SNC sistema nervioso central

SON nucleo supradptico

Svz zona subventricular

TIDA neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares
TRH hormona liberadora de tirotropina
UF area ultrasonidos

USVs vocalizaciones ultrasonido

WC vocalizaciones durante la lactancia



1. INTRODUCCION

1.1. Conducta maternal
» Concepto de conducta maternal

Durante la maternidad ocurren numerosos cambios fisiolégicos en todo el organismo, incluido
el sistema nervioso central (1-4). Estos cambios constituyen la base del comportamiento
maternal, aumentando la predisposicién de las hembras a detectar las necesidades de sus crias

y satisfacerlas (5-13).

El comportamiento maternal engloba todas aquellas acciones y/o respuestas de la hembra que
apoyan el desarrollo y crecimiento de su descendencia, y la consecuente supervivencia de la
especie. La capacidad de responder con este tipo de conductas aparece desde la adolescencia,
pero la respuesta maternal se acrecienta considerablemente después del parto. El control de
estas conductas tiene una fuerte base neuroendocrina (14,15) y algunos ejemplos
representativos son la construccién del nido, el aumento del apetito materno (16), la ingestion

de la placenta, el aseo de las crias, el amamantamiento o la proteccion de las crias (14).

La respuesta de la madre esta condicionada por el contexto, modificandose su comportamiento
en funcion de los estimulos en su entorno mds inmediato (5). La circuiteria neural involucrada
en ello es compleja y continda siendo objeto de estudio. Como simplificacién se puede afirmar
que el area predptica medial del hipotalamo (mPOA, del inglés medial preoptic area), es esencial
en la integracién de las sefiales hormonales para estimular la conducta maternal y cuidados
asociados (14,17,18). Ademas, el mPOA interacciona con el drea tegmental ventral (ATV), lo que
permite estimular al circuito de recompensa y afianzar la conducta. Esto explica, por ejemplo,
que la succién durante la lactancia estimule mas el circuito de recompensa que la cocaina

(14,19).

Mientras que en roedores la interaccion de las hormonas es esencial para que se establezca el
comportamiento maternal, en primates no humanos y tal vez en mujeres, el papel del sistema
endocrino parece ser de caracter modulador. A su vez, con el aumento de la experiencia
reproductiva, las hembras reducen su dependencia de dicha estimulacién endocrina para llevar
a cabo estas conductas (14). La hormonas y/o neuropéptidos mas importantes que condicionan
al cerebro materno son: estrégenos, progesterona, oxitocina (OX) y hormonas lactogénicas
como la prolactina (PRL) y el lactégeno placentario (14), que actuan de forma combinada para

estimular el comportamiento maternal (20).



Los estrégenos son esenciales para la induccion de la conducta maternal y la progesterona
regula tanto dicha conducta como la lactogénesis (14), mediante modificaciones en la expresion
del receptor de prolactina (PRL-R) entre otros. De forma simplificada, durante el embarazo los
niveles de progesterona y estradiol provocarian un descenso del ARNm del PRL-R en el mPOA
(20) inhibiéndose la conducta maternal. La caida en los niveles de progesterona postparto
provocaria el efecto contrario, estimulando la conducta maternal. El silenciamiento selectivo del
gen de la progesterona parece estimular la conducta maternal, lo que imitaria la caida en los

niveles de progesterona postparto (20,21).

En el mMPOA también actuan las hormonas lactogénicas, influyendo en la conducta maternal (22).
Tanto en roedores (23) como en humanos (24) el lactégeno placentario, al igual que la PRL, es
capaz de llegar al liquido cefalorraquideo, lo que permitiria una comunicacién endocrina entre

el feto y sus envueltas en desarrollo con el cerebro materno (23).

Los estudios en knock-out para estas hormonas permiten afirmar que no hay un Unico mediador
de la conducta maternal, sino que una gran cantidad de factores endocrinos contribuye a
aumentar la percepcion sensorial de la hembra hacia estimulos relacionados con sus crias, para
asi poder cuidarlas correctamente. Desde el punto de vista evolutivo seria muy peligroso que el
control de un patrén de conducta tan importante para la supervivencia de la especie estuviera
regido por una Unica molécula. Por ello, en la regulacién de la conducta maternal parece
favorecerse la existencia de numerosos elementos moduladores, a pesar de su posible efecto

redundante (14).

La memoria maternal se define como la retencion a largo plazo de las conductas asociadas a la
maternidad e interaccion con las crias (25). Esto facilitaria el cuidado de subsecuentes camadas,
pues multiples partos tienen un efecto acumulativo para aumentar la atencion y la efectividad
con la que las madres atienden a sus crias (26,27), asi como la activacidn de las dreas encargadas
de las conductas de cuidado maternal (28,29). La memoria materna estd claramente
condicionada por la actividad del nicleo accumbens y la amigdala medial (mAMY, del inglés
medial amygdala) (30,31). La implicacion del area tegmental ventral (ATV) y su interaccidn con
la mMAMY también ha sido descrita mds recientemente (32). Existe también una influencia
epigenética sobre la memoria materna, que se desvela en cémo la hembra se ve condicionada
por la experiencia que recibe de su propia madre en los primeros momentos de vida (33).
Ademas, esta en estudio el papel de la neurogénesis en el establecimiento de la conducta y la
memoria maternal. La supresion de la neurogénesis se asocié con déficits en la conducta

maternal y la aparicién de dicha conducta estd asociada a un aumento de la neurogénesis en la



zona subventricular (SVZ) (34), e incluso la PRL podria estar involucrada en esta modulacién (35).
Sin embargo esta relacién aun no estd clara, ya que no se sabe si la conducta genera
neurogénesis para establecer una memoria de los patrones de cuidado, o si se necesita

neurogénesis para la adquisicion de dichos patrones (14).

> Lactancia

La lactancia es una de las conductas asociadas a la maternidad propia de mamiferos, en la que
se secreta leche de las glandulas mamarias para alimentar a las crias. El proceso de sintesis de
dicha leche se denomina lactogénesis o galactopoyesis y estd regulado por la PRL. La
lactogénesis hace referencia a la produccion de leche los primeros dias tras el parto y esta
controlada por el sistema neuroendocrino. Cuando se estabiliza el abastecimiento de leche se

pone en marcha un control autocrino de la galactopoyesis (36).

Otras hormonas involucradas son la progesteronay los estrédgenos, que estimulan el crecimiento
de las glandulas mamarias e inhiben la secrecién de leche durante el embarazo. A partir del parto
y coincidiendo con la bajada en los niveles de estas hormonas se inicia la secrecién de leche

(14,36,37).

La OX (producida por los nucleos supradptico y paraventricular del hipotdlamo) es un
neuropéptido que también esta relacionado con la conducta maternal. Actia a nivel de mPOAy
ATV (38) incrementando la motivacion para responder a las necesidades de las crias, mediante
la disminucién de la ansiedad. Por otra parte, la OX es esencial en la contraccién de las células
mioepiteliales del tejido mamario para la eyeccidn de la leche en respuesta a la succion, lo que
se denomina reflejo de eyeccion de la leche (39). También, se han propuesto los opioides como
moduladores de la duracion de la lactancia (40,41) y parece que pueden interferir en los

cuidados maternales, pero no esta claro su papel fisiolégico (14).

La succion como tal provoca la activacién de diversas areas corticales (19,42,43), lo que puede
sugerir que altos niveles de OX y PRL inducidos por la lactancia pueden tener un papel
modificador de la plasticidad cortical, como veremos mds adelante (5). Ademas del parto y la
lactancia, no esta claramente descrita la activacion de las neuronas liberadoras de OX por otros
estimulos relacionados con las crias, ya sean tactiles o sonoros (44), siendo posible que estos
estimulos al no tener un patrén tan ritmico (45), resulten en un aumento sostenido de la

liberacion de OX en SNC (5).



Por otra parte, la conducta maternal esta regida por numerosos eventos desencadenados por
procesos que no tienen por qué ser complementarios. Por ejemplo, la reaccién ante las llamadas
de las crias y el acercamiento a ellas requiere una sefializacién dopaminérgica (46,47), mientras
que durante la lactancia es esencial un descenso de dicha actividad dopaminérgica (46,48)
puesto que la dopamina es el principal control inhibitorio de las células lactotropas (49). Por
tanto, distintos estimulos sensoriales pueden inducir diferentes patrones de actividad en las

neuronas productoras de PRL.

> Interaccion madre-cria

La interaccién de una madre con sus crias engloba una serie de comportamientos estereotipicos
compartidos por muchas especies. Diversas sefiales provenientes de las crias desencadenan
distintas respuestas en la madre (2,28). Por ejemplo, el contacto directo piel con piel inicia la
conducta de lactancia, mientras que el llanto o los olores aumentan el estado de alerta de la
madre hacia las crias. Es mds, parece que la aparicion de determinados aspectos de la conducta
maternal son resultado de modificaciones del cerebro materno dependientes de la experiencia

que facilitan el procesamiento de estimulos sensoriales de las crias (3,6,14).

El papel de las hormonas también es importante para que se dé una correcta interaccion. Se ha
comprobado que niveles bajos de OX se relacionan con madres que presentan depresion
postparto y complicaciones en la lactancia (50,51). A su vez, dichas madres con depresion
tienden a ser menos sensibles a las vocalizaciones de malestar de las crias y por tanto no pueden

llevar a cabo una respuesta de cuidado correcta hacia éstas (52).

En relacion con las vocalizaciones, las crias de ratdon emiten cuatro tipos distintos durante sus
primeros dias de vida. Las mas descritas son aquellas cuyo componente principal son los
ultrasonidos (> 20 kHz), que utilizan para llamar a la madre cuando estan aislados fuera del nido.
Las crias también emiten vocalizaciones en presencia de la madre cuando buscan los pezones
para mamar o trepan unos sobre otros en el nido (WC, del inglés wriggling calls). Los dos tipos
restantes de llamadas se relacionan con los sonidos de dolor emitidos por las crias cuando son
mordidos o heridos por un adulto; y las vocalizaciones post-parto cuando la madre los limpia

nada mas nacer (53).

Las WC son un tipo de vocalizaciones de baja frecuencia (4-20 kHz) (54) que las crias emiten
entre los dias P2 y P15. Su funcidn seria captar la atencién de la madre y potenciar el
comportamiento maternal de ésta, por lo que son una forma efectiva de comunicacién madre-

cria. Las respuestas maternas mas frecuentes observadas tras estas vocalizaciones son: limpiar



a las crias, cambiar la posicidn de lactancia y construccion de nido. Mientras que la comunicacion
ultrasonido prevalece durante la edad adulta, las WC aparecen durante las dos primeras
semanas de vida para evitar la pérdida del comportamiento maternal y se van perdiendo

conforme la cria madura, asi como el ratio de respuesta de la madre a las mismas (55).

1.2. El papel de las hormonas. La prolactina

» Concepto de hormona

Inicialmente, el término hormona se definié como aquellos mensajeros quimicos que conducian
informacidn rapidamente entre células a través del torrente sanguineo; lo que permitiria
coordinar las actividades y el crecimiento de diferentes partes del cuerpo (56). La secrecién de
dichas hormonas se lleva a cabo por el sistema endocrino, que engloba a un conjunto de érganos

y tejidos que albergan glandulas de secrecidén interna (57).

Para el mantenimiento de la homeostasis del organismo es esencial la integracion del sistema
endocrino, productor de hormonas, con el sistema nervioso, encargado de detectar y responder
ante modificaciones en el equilibrio del organismo y del exterior (56). En mamiferos tiene gran
importancia el eje hipotadlamo-hipofisiario, en el cual la hipdéfisis o glandula pituitaria, recibe
informacidon del cerebro, a través del hipotdlamo, y envia sefiales a dérganos endocrinos
periféricos (tiroides, glandula suprarrenal y génadas) para regular procesos implicados en el

metabolismo, el crecimiento, la reproduccion y el comportamiento (58).

La hipdfisis se encuentra enclavada en la silla turca y conecta con el hipotdlamo por la eminencia
media. En la hipdfisis se puede distinguir tres partes: la neurohip&fisis (pars nerviosa), el I6bulo

intermedio (pars intermedia) y la adenohipdfisis (pars distalis) (59).

La neurohipdfisis libera vasopresina (ADH) y OX, el I6bulo intermedio produce melanotropina
(MSH) durante el desarrollo fetal humano, pero en adultos su extensidn tiende a ser residual
(59). Por ultimo, la adenohipodfisis sintetiza y libera PRL, tirotropina (TSH), hormona del
crecimiento (GH), hormona adenocorticotropa (ACTH), hormona foliculo-estimulante (FSH) y

hormona luteinizante (LH) (Figura 1) (58—60).

Las células neurosecretoras del hipotalamo controlan la actividad de la hipdfisis. En general, se
podria afirmar que las neuronas parvocelulares secretan factores de liberacidn de hormonas
que regulan la adenohipdfisis, mientras que las neuronas magnocelulares sintetizan las

hormonas que se liberardn en la neurohipdfisis (61,62).
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Figura 1: Estructura de la hipdfisis y resumen de la secrecion hipofisiaria (63). Realizado con BioRender.com.

» La PROLACTINA

La PRL es una hormona polipeptidica de secrecién pulsatil, controlada mayormente por el
hipotdlamo. Las células lactotropas o mamotropas de la adenohipdfisis sintetizan la mayor parte
de PRL del sistema (64); pero en humanos también se encuentran reductos de sintesis en el
epitelio mamario, el cerebro, la prdstata o la piel; aunque estos presentan una regulacion

distinta (65,66).

Las células mamosotropas son un tipo celular intermedio entre las células somatotropas y las
lactotropas, que pueden secretar PRL ademds de GH (67). Estas células predominan en neonatos
y se diferencian segun las necesidades del organismo (68). En concreto, los estrégenos vy la

presencia de estimulos maternos favorecen su diferenciacion a células productoras de PRL (64).

La PRL forma parte de la familia génica de la hormona de crecimiento (somatotropina) y
lactégeno placentario (69). En circulacion el 80-95% de la PRL se encuentra en forma
monomérica (23kDa), que es la forma biolégicamente activa y la restante se agrupa en forma de
polimérica (50-60kDa) o constituyendo agregados de macroprolactina (mas de 100 kDa). El gen
de la PRL estd conservado en todos los vertebrados y en humanos se localiza en el cromosoma

6 (69). Como resultado del splicing alternativo o de las modificaciones proteoliticas y



postraduccionales, se han descrito variantes de la PRL de las que se desconoce su funciéon

bioldgica (64).

Como funcidn principal se conoce a la PRL por su papel esencial en la produccién de la leche
durante la lactancia. Sin embargo, existen numerosas funciones en las que estd involucrada,
como reproduccién, comportamiento, balance hidroelectrolitico, metabolismo, desarrollo,

carcinogénesis e inmunidad (64,65,70-72).

— Regulacién de la sintesis y secrecién de prolactina

Las neuronas dopaminérgicas tubero-infundibulares (TIDA) del nicleo arqueado del hipotalamo
constituyen el principal control de la secrecidon de las neuronas lactotropas situadas en la
adenohipdfisis (64,73). La dopamina (DA) participa en este proceso como inhibidor de la PRL, ya
que se libera y es trasportada por el sistema porta hipofisiario hasta la adenohipdfisis, donde

inhibe la secrecién y la proliferacidn de células lactotropas (49).

El control dopaminérgico inhibitorio parece estar mediado por su interaccién con los receptores
de dopamina D2, que se encuentran en la membrana de las células lactotropas. Al inhibirse la
sefializacion dopaminérgica se desinhibe la hipodfisis y se libera PRL (64,73). A su vez la propia
PRL controla su secrecién por un bucle de retroalimentacién negativa, estimulando la accién de
las neuronas dopaminérgicas (Figura 2).

Transport mechanism
into CNS PRL-R on TIDA neurones

\® in arcuate nucleus
PRL-R ) ;E

in choroid
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Figura 2: Regulacién de la secrecion de prolactina. Las neuronas tubero-infundibulares ejercen una inhibicion tonica
de la secrecion de PRL a través de la liberacion de dopamina a la eminencia media, que es transportada a la
adenohipdfisis por el sistema portal. A su vez, la PRL regula su propia secrecion estimulando a los PRL-R de las neuronas

TIDA (74).



Tradicionalmente se ha tenido al control dopaminérgico como el Unico encargado de la
regulacién de la secrecién de la PRL. Sin embargo, numerosos estudios coinciden en que eso no
seria suficiente y se han descrito numerosos factores liberadores/inhibidores de la PRL (64,75).
Por ejemplo, la TRH (proveniente del nlcleo paraventricular) tiene un papel estimulante en la
secrecion de PRL; aunque con menor intensidad. La OX también es un factor estimulante de la

liberacién de PRL (76).

Curiosamente, entre un 20-50% de las células de la adenohipdfisis son lactotropas (64) y
dependiendo de su disposicién son mas o menos sensibles a los factores controladores de
liberaciéon de la PRL. Por ejemplo, las células que se encuentran en la parte mds externa
responden mejor a la TRH, y las de la parte interna (mds cercana al |I6bulo medio), son mas

sensibles a la dopamina (64)

No se conoce claramente la regulacion de la PRL de sintesis extrapituitaria, en parte porque las
concentraciones son mucho menores y los ensayos de cuantificacidon para esta hormona no

estan muy refinados (77,78).

— Patron de liberacién de la prolactina. Secrecion hormonal en la maternidad

La liberacién de PRL fuera del embarazo estd regulada por el ritmo circadiano, teniendo la mayor
concentracién en plasma sanguineo por la noche en humanos (64,75). En concreto, los niveles
maximos de liberacién coinciden con la fase REM (79) y la liberacion de la dopamina de las

neuronas TIDA también conserva este patrén (73).

El patrén circadiano se mantiene durante el ciclo estral; los niveles se mantienen bajos hasta
que se da un pico de secrecién. En los roedores el pico de liberacién se da a finales del proestro
y principios del estro, coincidiendo con la liberacién de LH (66,80) y en humanos se da en la fase
ovulatoria (66,81). Esto se asocia con el aumento de estradiol en sangre (64). Ademas, si se
produce un apareamiento, la PRL tiene una funcidn luteotréfica que favorece que se produzca

el embarazo, por un aumento de la progesterona (64).

Tras la fecundacidon aparecen dos picos diarios de liberacién de PRL (82). Los niveles de
hormonas lactogénicas (PRL y lactogeno placentario) permanecen elevados durante todo el
embarazo y la lactancia, presumiblemente por su papel neuroprotector, ya que estimulan la
neurogénesis (83) y disminuyen el dafio neuronal asociado a altos niveles de glucocorticoides

presentes en el embarazo (84).



Con el desarrollo de la placenta se incrementa secuencialmente la produccion de lactégeno
placentario, que se une al receptor de PRL debido a su parecido estructural (85,86). Ademas,
condiciona la actividad de las neuronas TIDA, aumentando el tono dopaminérgico, lo que
suprime de manera progresiva la secrecién de PRL en la adenohipéfisis (64,87,88). Por eso a
mitad de la gestacion la secrecién de los dos picos de PRL se sustituye por un aumento de los

niveles de lactégeno placentario.

Finalmente, durante la lactancia, la succién del pezdn por el neonato disminuye la actividad de
las neuronas dopaminérgicas, lo que produce una hiperprolactinemia asociada a la lactancia
(66,74), que permanece mientras se mantenga el estimulo (89). La succidn del pezén durante la
lactancia es un reflejo neuroendocrino que interrumpe la secrecion circadiana de la PRL (64). La
succion produce un descenso en la liberacion de DA, que relaja el tono inhibitorio sobre las
células lactotropas de la adenohipdfisis (5,90). Sin embargo, la PRL en sangre se multiplica mas
de lo que podria ocasionar la desinhibicidn del sistema (66), por ello, es factible que haya mas
factores involucrados, como la OX, TRH, ADH o péptidos opidceos (91). Los niveles de estréogenos
son muy importantes en todo este proceso. Favorecen la produccion de PRL ya sea directamente
o inhibiendo la liberacidn de DA, al actuar sobre el ndcleo arqueado (92,93). Pero niveles muy
altos de estrégenos inhiben la accion de la PRL a nivel de la glandula alveolar. Por ello, es con el
descenso de los estrogenos y progesterona en el parto cuando se comienza a producir leche en

la mama (66,94).

Como ejemplo importante de la funcion de los estrégenos en el desarrollo, se ha probado que
el estradiol es capaz de ejercer su regulacion a nivel hipofisiario de las células lactotropas
modificando directamente su sensibilidad a estimulos fisioldgicos o potenciando la
diferenciacion de células mamosomatotropas a lactotropas (64,68,95). Cabe destacar que para
que la PRL o el lactégeno placentario estimulen la aparicion del comportamiento maternal es
necesaria una previa exposicidn (priming) a progesterona y estrégenos en el mPOA. Esto es

relevante de cara a los tratamientos con PRL para simular el embarazo (96).

Ademas del ciclo luz-oscuridad, existen otros factores externos que condicionan la liberacién de
PRL (Figura 3). El olor de la cria constituye un estimulo que favorece la secrecién de PRL y el
amamantamiento (97). Los estimulos auditivos, como las vocalizaciones ultrasonido
(USVs>20kHz) que emiten las crias de ratones cuando son incapaces de mantener su
temperatura corporal o al estar en contacto con adultos (53,98), aumentan la secrecién de PRL

incluso en ratas virgenes (99).



Es importante tener en cuenta que los patrones de secrecidn de PRL no solo dependen de
muchos factores, sino que ademds estos son distintos segun el tejido donde se libera. Por
ejemplo, la PRL hipotaldmica parece no estar influida por la TRH (70,91), aunque es dificil
diferenciar entre los efectos de la PRL hipofisiaria y la hipotaldmica, dado que la primera

atraviesa con facilidad la barrera hematoencefalica (70).

Por otra parte, los tejidos del sistema reproductor femenino también son fuente de PRL y
lactégeno placentario, aunque su actividad estd supeditada a la fase del ciclo estral y
especialmente a la presencia de embarazo, con los subsecuentes niveles de hormonas como los

estrogenos o la progesterona (64,71).

Por ejemplo, la PRL presente en la leche materna es principalmente de origen adenohipofisario
pero se ha descubierto que también proviene de la secrecidn de las células epiteliales de las

glandulas mamarias (65,100).

— Receptores de prolactina

El receptor de PRL pertenece a la familia de receptores de citoquina tipo |, al igual que el receptor
de GH también transmembrana, y estd codificado en el cromosoma 5. La expresidon de sus
diversas isoformas estd sujeta al estado fisioldgico del animal, ya sea la etapa del ciclo estral, el
embarazo o la lactancia (101). No solo se expresa en las glandulas mamarias, los ovarios y el
Utero, también se ha descrito su presencia en el sistema reproductor masculino como la

préstata, los testiculos y la vesicula seminal (102).

Los receptores de PRL tienen una distribucién muy diversa. En el sistema nervioso se encuentra
en la propia hipdfisis, en el hipotalamo, la corteza cerebral, la amigdala, el tronco del encéfalo,
los ganglios basales, el cerebelo y la médula espinal (64,71). También se ha descrito su presencia

en higado, glandula adrenal, corazén, piel, tejido adiposo y linfocitos (103).

No estd claro como la PRL hipofisaria presente en sangre puede cruzar la barrera
hematoencefalica, puesto que no se ha identificado un transportador que seria necesario debido
a su tamafo. Algunos estudios especulan que dicho transportador ha de encontrarse en los
plexos coroideos porque han encontrado alli una gran densidad de PRL-R (64,70,104). También
se sospecha de una posible difusién retrograda de la hipdfisis al hipotalamo a través de la
circulacidn portal (101). Estudios recientes apuntan que el transporte de PRL al cerebro no
depende de su receptor; pero si requeriria la existencia de un transportador en la vasculatura

cerebral (71,105).
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Figura 3: Factores que intervienen en la secrecion de prolactina. El conjunto de estimulos internos, externos y
reproductivos, junto con el ritmo circadiano, estimulan la actividad de diversos nucleos hipotaldmicos: ntcleo
paraventricular (PVN), nucleo supradptico (SON) y nticleo arqueado (ARCN). Las neuronas TIDA del ARCN liberan DA
a la eminencia media, que ejerce el principal control inhibitorio de la secrecion. Modificado de Freeman et al. 2000

(64,106) y de Riecher-Réssler et al. 2013 (107).
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— Accién de la prolactina

La PRL pituitaria por via endocrina pasa al torrente sanguineo para llegar a tejidos periféricos.
También tiene una accién paracrina y autocrina sobre las células circundantes o las propias
secretoras (70). La PRL esta implicada en el balance hidroelectrolitico, funcidon que se conserva
practicamente en todos los vertebrados, asocidandose con la osmorregulacién del sudor
(103,108). También parece condicionar la proliferacion celular; se ha descrito por ejemplo su
efecto en la angiogénesis, aunque no existe consenso en si la inhibe (72) o la estimula (109). Por
otra parte, durante el embarazo y lactancia induce resistencia a insulina para promover la
hiperfagia (16,110). Estimula la proliferacion de células By T (111,112) y se han sugerido efectos

protectores en procesos inflamatorios (113).

La PRL durante la lactancia es esencial para el desarrollo de la gldandula mamaria (mamogénesis),
la sintesis de leche materna (lactogénesis) y el mantenimiento de la secrecién de leche durante
todo el periodo de lactancia (galactopoyesis) (64,70). Sobre el cuerpo IUteo tiene una accién
bifasica. Si se ha producido el apareamiento, tiene un efecto luteotréfico y estimula la secrecion
de progesterona. En caso contrario, tiene un efecto luteolitico, favoreciendo la muerte celular

Ill

en el cuerpo luteo (64,70). Es mas, la PRL es responsable del “efecto Bruce” en roedores, por el
cual una hembra prefiada sufre un aborto espontdneo en presencia de un macho distinto al que
la ha fecundado. Esto se debe a una inhibicién en la sintesis de PRL durante la primera fase del
embarazo, cuando todavia se daban los picos dobles diarios de PRL (114). Por tanto, se considera
una hormona esencial para la implantacién del évulo fecundado (junto con los estrégenos y la
progesterona), el mantenimiento del embarazo, y la inhibicidon de la ovulacidn (115). Por otra
parte, también tiene efecto en el aparato reproductor masculino. La PRL se ha relacionado con

la estimulacién de las funciones testiculares y metabdlicas de érganos como la préstata y la

vesicula seminal (70); y esta relacionada con el mantenimiento de las células de Leydig (116).

En un estado no fisiolégico, la produccién anormal de PRL puede condicionar a numerosas
funciones del organismo. La hiperprolactinemia, originada o no por prolactinomas (117), puede
derivar en problemas en el ciclo menstrual (amenorrea), infertilidad e hipogonadismo; ademas

de osteoporosis (72).

— Accién de la PRL en el cerebro

La PRL y su receptor tienen una amplia distribucién por el SNC (118). Parece que esta implicada

en la receptividad de las hembras en el apareamiento, dado que el nucleo ventromedial del
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hipotdlamo, implicado en la actividad sexual expresa PRL-R (16,96). También aumenta la lordosis

en ratas hembras ovarectomizadas (119) y la conducta sexual en ratas macho (119).

Como ya se ha mencionado anteriormente, la conducta materna de roedores, como la
construcciéon del nido, la limpieza y el cuidado de las crias depende de la PRL y parece estar
mediado por el mPOA del hipotdlamo (120). Es mas, la eliminacion de los receptores de PRL en
el mPOA deriva en el abandono de las crias por parte de la madre (121). No estdn claros, sin
embargo, los efectos de la PRL sobre la conducta paternal (15,122). La PRL se ha relacionado con
la neurogénesis en adultos. Al actuar en la zona subventricular (SVZ) se generan nuevas
neuronas, que migran al bulbo olfatorio (123,124). Esto podria sugerir una respuesta adaptativa
para mejorar la discriminacién de estimulos olfativos esenciales para el cuidado de las crias
(123), pues al final del embarazo también se produce un aumento de la expresion del receptor
de PRL en el bulbo olfatorio que parece preparar a la madre para responder a estos nuevos

estimulos relevantes (71).

Por otro lado, el estrés limita la neurogénesis del giro dentado del hipocampo (125), lo cual
puede degenerar en problemas de aprendizaje. Es conocido que el estrés supone un gran
estimulo para la secrecién de PRL adenohipofisiaria (64) haciendo que disminuya la expresion
hipotaldmica de CRH y ejerciendo una inhibicién del eje HPA a través del PVN (126). Esto
supondria un mecanismo de proteccién por el que la PRL contrarresta los efectos del estrés

cronico (propio del embarazo y la maternidad) en la neurogénesis del hipocampo (125,127).

La PRL también podria participar en la neuroplasticidad observada durante el embarazo y la
lactancia. Las espinas dendriticas son una de las estructuras condicionadas por la plasticidad
subsecuente a la experiencia y la estabilidad sindptica (128). Varios estudios apuntan que el
incremento de PRL al final del parto hace que aumente el nimero de espinas dendriticas en CAl
y CA3 (129,130). Ademas, los cambios en la plasticidad derivados por los altos niveles de PRL
durante la gestacidn y la lactancia en humanos, como la pérdida de sustancia gris, parecen

conservarse tras dos afios (131).

1.3. Plasticidad de la corteza auditiva y su interaccion con las hormonas

» Concepto de plasticidad sindptica

La plasticidad sinaptica es una propiedad del sistema nervioso que define los cambios en las
propiedades electrofisiolégicas, estructurales y moleculares en las sinapsis en respuesta a un

determinado estimulo o dependiente de experiencia (132). Existen distintas formas de este

13



fendmeno que se diferencian en los mecanismos utilizados y su duracién (133). La mas conocida
es la potenciaciéon a largo plazo (LTP, long-term potentiation), en la que la estimulacidon
continuada de una sinapsis resulta en un aumento de su eficacia. Otro fendmeno con efectos a
largo plazo es la depresidn a largo plazo (LDP long-term depression), por la cual disminuye la
eficacia sinaptica. Debido a que la LTD y la LTP persisten en el tiempo, han sido asociadas como
modelo de aprendizaje y memoria a nivel celular, siendo un mecanismo muy conservado en el
cerebro pese a su gran diversidad (134,135). Los fendmenos plasticos también pueden ser de
corta duracién, menor de segundos, tanto de potenciacién (short-term potentiation) como de

depresion (short-term depression) (136).
» Vias auditivas

De forma similar a como ocurre en el resto de los mamiferos, en ratones las ondas sonoras se
transmiten de manera mecanica a través del oido externo y oido medio hasta las células
sensoriales del érgano de Corti, en la regidn coclear del oido interno. A partir de la cdclea la
informacidn se transmite de manera eléctrica a través del nervio coclear o auditivo hasta el
complejo de los nucleos cocleares (CNC), situado en el tronco del encéfalo en la unién pontino-
medular. Cada CNC recibe aferencias del oido ipsilateral. Este complejo es el primer relevo
sinaptico de la via auditiva ascendente. En él se lleva a cabo un primer procesamiento de las

sefiales, que posteriormente ascienden por diferentes vias hasta la corteza (137).

En las vias monoaurales de roedores, los axones procedentes del CNC decusan y ascienden a
través del nucleo paraolivar superior y el nucleo del lemnisco lateral ventral hasta el coliculo
inferior contralateral. En las vias biaurales, los axones del CNC sinaptan con neuronas de los
nucleos lateral y medial del complejo olivar superior (COS). Este es el primer relevo de la via
ascendente que recibe informacién procedente de los dos oidos para la localizacién del sonido.
El COS envia aferencias a los coliculos inferiores bilaterales de forma directa o indirecta haciendo

relevo en el nucleo del lemnisco lateral dorsal (137) (Figura 4).

Todas las vias auditivas ascendentes procedentes de los centros auditivos inferiores acaban
convergiendo en el coliculo inferior, que recibe informacion mono y biaural. El Cl proyecta a su
vez al nucleo geniculado medial ipsilateral (NGM). EIl NGM es el principal centro auditivo del
tdlamo, y el Ultimo centro de procesamiento auditivo subcortical de la via ascendente. Presenta
una organizacion tonotdpica que se mantiene en la corteza auditiva, la cual es su principal

proyeccion (137).
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La corteza auditiva del ratén estd localizada en la mitad caudal de la corteza parietal. Se
compone de 5 regiones: corteza auditiva primaria (A1), corteza auditiva secundaria (A2), drea
auditiva anterior (AAF), area de ultrasonidos (UF) y area dorsoposterior (DP). De todas éstas son

Al y AAF las que presentan una organizacion tonotdpica clara (137,138).

La corteza auditiva ejerce un control descendente sobre el resto de nucleos de la via auditiva.
De esta manera, se puede modular el procesamiento de determinados estimulos antes de que

sea hagan conscientes (137,139-141).

CA

NLL

CNC

e 4 COS

?

;@)ﬁj—COCLEA

Figura 4: Vias auditivas en roedores. Se representan las vias auditivas ascendentes monoaurales (negro) y biaurales

(azul); asi como las vias de control descendente (verde). Adaptado de Caspary 2018 et al. (142).

El estudio de la via auditiva in vivo se puede llevar a cabo mediante distintos abordajes
experimentales. En el registro unitario o multiunitario (single-unit/multiple-unit recordings) la
informacidn obtenida proviene principalmente de actividad producida por los potenciales de
accién de una o muy pocas neuronas (output). Por otra parte, los registros de potenciales locales
de campo (LFP, del inglés local field potentials), parecen ser reflejo de los inputs y del
procesamiento intracortical. Los LFPs engloban la actividad de una poblacién mayor de neuronas

y estan constituidos por una superposicién lineal de todos los procesos iénicos de una regién
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concreta, en especial por actividad sindptica (potenciales postsindpticos excitatorios e
inhibitorios) y potenciales de accién (143). Las caracteristicas de los LFP dependen de la
contribucion temporal de dichos procesos idnicos, la localizacién de los electrodos de registro y
la geometria del tejido cerebral (144). Este tipo de medida, ademads de proporcionar una visién
general del funcionamiento cortical, parece estar bien conservada evolutivamente entre las

distintas especies (134).

> Plasticidad en la corteza auditiva

Publicaciones recientes demuestran que determinados aspectos de la conducta maternal se
deben a fenédmenos de plasticidad del cerebro de la madre derivados de la experiencia durante
el embarazo y postparto. Estos cambios permiten un mejor procesamiento de los estimulos
sensoriales de las crias (3,6,14) y una mejor respuesta a sus necesidades. Dichos cambios se han

observado sobre todo en la corteza somatosensorial primaria (S1) (145) y Al (146-150).

En S1 se encuentra la representacién mas simple del propio cuerpo (151), que cambia con la
maternidad. En Al se codifican en primera instancia las vocalizaciones de las crias, observandose
por ejemplo un aumento temprano de c-Fos tras la estimulacion auditiva con este tipo de seial

(152).

Durante la gestacién se observan cambios en el territorio de la representacién somatica del
vientre en S1, sin embargo en Al no se expande la representacion cortical de las frecuencias
asociadas a las vocalizaciones de las crias (153) y tampoco hay una modificacion en la
distribucidn tonotdépica de Al subsecuente a la maternidad (145,150,154). Esto podria deberse
a que las neuronas que responden a las llamadas de las crias se encuentran dispersas en Al
independientemente de la frecuencia (5,138). Otra posible razén seria que la frecuencia de las
vocalizaciones de las crias solapa con las vocalizaciones de los adultos, por lo que una expansion
del mapa tonotépico para una determinada frecuencia seria contraproducente porque también
aumentaria la representacién de estimulos con menor importancia (140,153). Una tercera
hipdtesis sobre la falta de expansién podria ser que de manera innata la representacion cortical
de las USVs ya esté expandida (140,155), y/o que las hormonas maternales activen un

mecanismo auditivo sintonizado para responder ante USVs (156,157).

Durante la lactancia, la corteza somatosensorial primaria (S1) sufre una remodelacion que
permite un incremento del drea que representa los pezones y la areola, debido a la estimulacidn
tactil al amamantar. Este cambio no se observa si la camada se separa de la madre al nacer, pues

no se daria la plasticidad dependiente de actividad (154,158,159). De la misma forma, como
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estos cambios dependen de los estimulos téctiles de la lactancia, se pierden poco después de su

cese (145,154).

Por su parte la plasticidad neuronal en A1 aumenta la respuesta ante emisiones ultrasonido de
las vocalizaciones de las crias durante la lactancia (147,148) y parece mantenerse semanas
después del cese de la misma (13,146,153,160) incluso cuando las crias ya no necesitan los
cuidados bdsicos de la madre. Este mantenimiento en el tiempo podria deberse a que con la
maternidad los estimulos olfativos y auditivos toman especial importancia; pero no solo los de
las crias, sino también los de posibles amenazas. Esto se debe a que los estimulos pueden

codificarse de manera distinta en funcién del contexto (161).

Investigaciones mas recientes presentan resultados contradictorios sobre la plasticidad de la
corteza auditiva subsecuente a la maternidad. En roedores, durante el periodo de lactancia, las
USVs de las crias aumenta la actividad de la CA materna de las zonas que procesan ultrasonidos,
mientras que disminuye la respuesta en areas que responden a sonidos de baja frecuencia (150).
También disminuye la respuesta espontdnea de las neuronas una vez que se cesa la lactancia
(162,163). Esto permitiria por tanto aumentar el contraste, favoreciendo el reconocimiento de
sonidos naturales inherentes a la especie. Por otra parte, nuevos datos obtenidos a partir de
registros de una Unica neurona determinan que la respuesta a las llamadas de las crias

desaparece 10 dias después del destete (149).

Sin embargo, estudios en humanos apoyan la primera evidencia, pues demuestran que el
aumento de la respuesta ante el llanto se mantiene a lo largo de la vida y este incremento de
sensibilidad se va potenciando subsecuentemente con la experiencia. Es decir, aumenta la
eficacia en el procesamiento de los llantos cuanto mas experimentadas son las madres (1,10), lo

que podria mejorar su comprension y respuesta de cuidado asociada (5,9).

En cuanto a la naturaleza de estos cambios en la plasticidad de la corteza auditiva, gran parte de
la investigacion se ha centrado en la selectividad de neuronas corticales en la comunicacion
intra-especie. Sin embargo, las neuronas no parecen tener una respuesta especifica ante la
llamada de las crias (164) aunque si pueden codificar la informacién de tal manera que se

potencie (165).

Segln se adquiere mayor experiencia en el cuidado de la descendencia mejora el
reconocimiento de las vocalizaciones ultrasonido de las crias (163). La respuesta de la corteza

auditiva a las USVs se modifica en diversos aspectos (153) tales como la codificacion temporal

17



(146,165), la plasticidad inhibitoria (162,163), la dindmica poblacional (166) y la integracion

multimodal de diversos estimulos de las crias (olor + estimulos auditivos) (148).

Se puede concluir que la respuesta cortical auditiva de la madre, frente a la de hembras
nuliparas, es mayor ante la llamada de las crias. Estos cambios no se observan con la exposicién
a sonidos no naturales fuera del rango de vocalizaciones. Esto se podria interpretar como una
respuesta de la corteza que permite mejorar el procesamiento destacando la sefial con
relevancia comportamental y emocional, frente al ruido (165). La mejora en la discriminacion de
las llamadas de las crias se debe a un aumento de la eficacia en la codificacién neuronal en
frecuencias de las vocalizaciones. De tal manera que las vocalizaciones desencadenan un
procesamiento distinto al de un estimulo de igual frecuencia, pero sin componente emocional.

Este fendmeno estaria condicionado por la experiencia o por mecanismos hormonales (165).

Como ya se ha mencionado, la OX tiene un papel neuromodulador de la actividad cortical que
es esencial para el comportamiento sexual y la conducta maternal (13,154,155). La influencia de
la OX sobre la corteza auditiva se intuye con el hecho de que Al, al igual que S1, presenta gran
densidad del receptor de OX. Variaciones en la expresién del receptor de OX se asocian con
diferencias en la sensibilidad al llanto de las crias (165). Ademas, su distribucion suele estar
lateralizada en el hemisferio izquierdo, especialmente en las interneuronas de somatoestatina
y parvoalbumina (13,157). Por accion de la OX estas neuronas inhibitorias cesan su actividad
facilitando la excitabilidad de A1 (13,157). Esto concuerda con las evidencias que determinan
que el procesamiento de la percepcion del llanto se da en la corteza auditiva izquierda en

humanos (166,167).

La OX favorece la plasticidad de Al in vivo, lo que permite aumentar las respuestas a distintos
estimulos acusticos como puede ser las vocalizaciones de las crias o los tonos puros, y favorece
la adquisicidn de un comportamiento maternal por el aumento de la relevancia de ciertos

estimulos (13,157). Pero, étiene la prolactina efectos similares?

En este experimento se realizé un registro en Al de la actividad de la via auditiva evocada por
un estimulo sonoro. Los potenciales auditivos evocados (AEPs) se detectan como variaciones en
el potencial eléctrico de las distintas estructuras que conforman la via auditiva en respuesta a
un estimulo auditivo. Por lo tanto, se pueden registrar a lo largo de toda la via auditiva, en puntos
como el Cl del tronco del encéfalo o la corteza auditiva. De esta manera, utilizamos los AEPs con

el fin de inferir si la PRL es capaz de modificar la audicién.
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2. OBIJETIVOS

Durante la gestacion y la lactancia ocurren numerosas adaptaciones funcionales en el cerebro
materno, fundamentales para la supervivencia de la descendencia. Evidencias clinicas y
experimentales indican que el sistema neuroendocrino tiene un papel esencial en la
remodelacidn de la circuiteria cortical, lo que condiciona la conducta maternal. Sin embargo, se
desconoce el papel de hormonas como la prolactina en la remodelacion de la corteza auditiva

en respuesta a las vocalizaciones de la progenie durante la lactancia.

Por ello, el objetivo general de este trabajo de fin de master ha sido determinar si la prolactina
es capaz de provocar cambios en la plasticidad de la corteza auditiva primaria en un modelo

animal de hiperprolactinemia fisioldgica.

Para la consecucidn del mismo, se propusieron los siguientes objetivos especificos:

1. Desarrollar un modelo in vivo de hiperprolactinemia en hembras nuliparas como una
aproximacion al cerebro materno durante la lactancia.

2. Puesta a punto de un protocolo de estimulacién artificial con las vocalizaciones de las
crias y registro de los potenciales evocados en la corteza auditiva.

3. Desarrollo de un analisis bioinformatico especifico para el andlisis de los AEPs.

4. Determinar el efecto del modelo de hiperprolactinemia sobre la plasticidad cortical de

la corteza auditiva primaria en respuesta a la comunicacién WC (4-20kHz).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales

Para el modelo experimental, se utilizaron ratones silvestres de la cepa RjHan:NMRI de 7-8
semanas, que fueron estabulados en el animalario del Instituto Cajal del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC). Los animales se mantuvieron en condiciones controladas de
temperatura (20-24°C), presion atmosférica y flujo de aire, con ciclos de luz y oscuridad de 12h
cada uno (7:30-19:30h). Se alojaron 4 animales por jaula o de manera individual, dependiendo
de las condiciones experimentales, con acceso ad libitum a comida y agua. En los experimentos
se emplearon un total de 16 hembras. Los procedimientos relativos al manejo y sacrificio de los
animales se cifieron a las directrices de la Comisidon Europea (2010/63/EU) y fueron aprobados
por el Comité Etico de Experimentaciéon Animal del Instituto Cajal (2013/53RD) y por el

subcomité de ética de la UAM.

3.2. Protocolo experimental

Para la realizacién de este trabajo se emplearon técnicas electrofisioldgicas de registro in vivo.
Primero tuvo lugar la intervencién quirdrgica para el implante de los electrodos. Tras dos
semanas de recuperacién, se registraron los AEPs previos al tratamiento. Al dia siguiente se
implanté la bomba osmdtica que liberaria domperidona o vehiculo durante 14 dias. Durante
este tiempo se repitieron los registros de AEPs a dia 7 y dia 14 de tratamiento. Finalmente, a dia

15 tuvo lugar el sacrificio, la histerectomia y la extraccién de las hipdfisis (Figura 5).

-1d 7d 15d
Registro pre-tto Registro Sacrificio

}72 semanasg{ ‘ TRATAMIENTO

CIRUGIA T T
Implante de electrodos 0d: tratamiento 14d
Implante de bombas Registro

Figura 5: Planificacion del abordaje experimental. Los electrodos se implantaron de manera crdnica y se permitio que
los animales se recuperasen de la operacion durante dos semanas. El tratamiento durd otras dos semanas adicionales,
en las que se llevé a cabo el registro electrofisiologico en tres puntos: el dia previo al tratamiento (-1d), a la semana

(7d) y a las dos semanas (14d) de tratamiento.
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3.3. Tratamiento. Implante de bomba osmética

Con el fin de estimular la producciéon de PRL se administré un tratamiento de domperidona
(antagonista dopaminérgico) durante 2 semanas. Dicho tratamiento se dispensd mediante

bombas osméticas implantadas de manera subcutanea a la altura de las escapulas.

Se utilizaron bombas osméticas Alzet modelo 1002 (DURECT Corporation, Cupertino, CA), que
liberaban 0.25ul a la hora durante 14 dias. En mitad de la muestra experimental se implantaron
las bombas control con polietilenglicol (PEG400; Sigma). A la mitad restante se le administré
domperidona diluida en PEG400, con el fin de obtener una liberacién sostenida de 2 mg/kg al

dia (167,168).

Las bombas se llenaron con ayuda de una jeringa de 1mly una punta roma de 27 G, evitando la
formacién de burbujas y después se coloco el controlador de flujo. Para verificar el correcto
cargado de las bombas, se pesaron con el controlador de flujo antes y después del llenado. Con
el fin de asegurar la correcta liberacién de las bombas, se incubaron durante 6 h a 37°C en

solucidn salina al 0.9%.

Posteriormente se realizé la cirugia para implantar dichas bombas. En todas las cirugias se
empled anestesia inhalatoria de isofluorano (IsoFlo, Zoetis) entre 0.8-1.5% con un flujo de
oxigeno de 0.8%. Una vez anestesiado, se administré un analgésico (Metacam, 5 mg/kg) por via
subcutdnea. Se situd al animal boca abajo sobre una manta calefactora, para poder acceder a la
zona escapular. Se realizd una incisién en este drea para después abrir un bolsillo subcutaneo,
donde se introdujo la bomba con el controlador de flujo en sentido opuesto a donde estaba la

apertura. Posteriormente se suturd la piel.

3.4. Grabacion y procesamiento de las vocalizaciones de las crias

Las vocalizaciones de las crias se grabaron con una grabadora digital (TIE TX26). Se utilizo el
software Audacity para su procesamiento y andlisis. Dicho programa permitié editar la grabacién
y su analisis espectral mediante la transformada de Fourier. Para obtener una grabacion con las
vocalizaciones de manera continuada, se modifico el audio con el fin de reducir las pausas entre
vocalizaciones. Dicha grabacién continua se utilizd posteriormente como estimulo en los
registros in vivo. El analisis de Fourier de las vocalizaciones permitid aislar 5 componentes de
frecuencias principales acorde a su potencia relativa. Cuatro de estos valores (2, 4, 8, 10 kHz)

fueron posteriormente utilizados para el protocolo de estimulacién de frecuencias puras.
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3.5. Preparacion e implante de electrodos

En este trabajo, se realizd un registro en Al de la actividad de la via auditiva evocada por un
estimulo sonoro in vivo. Los AEPs se detectan como variaciones en el potencial eléctrico de las
distintas estructuras que conforman la via auditiva en respuesta a un estimulo auditivo. De esta

manera, utilizamos los AEPs con el fin de inferir si la PRL es capaz de modificar la via auditiva.

» Cirugia estereotdxica para el implante de electrodos.

Para registrar los AEPs se implantd un pedestal con tres electrodos de acero inoxidable
(MS333/1-A - Plastic One, Bilaney Consultants, Disseldorf, Alemania), retirando el
recubrimiento aislante del extremo mas distal de cada electrodo para incrementar su

conductividad.

Para implantar los electrodos, se anestesié al animal, como se ha descrito anteriormente
(seccion 3.3) y después se rasurd todo el pelo de la cabeza. A continuacion, se posiciond al animal
en el marco estereotdxico (RWD LifeScience), sujeto por barras auriculares y con el adaptador
de anestesia modelo 923-B (Kopf). Se administré anestesia y analgesia (seccidn 3.3) y se aplico
vaselina sobre los ojos y povidona iodada en la cabeza antes de comenzar la cirugia. En ausencia
de reflejos se realizd unaincision para exponer el crdneo y se retird el periostio con una espatula.
Con ayuda de un microtaladro (Microdrill, RWD LifeScience), se abrieron dos orificios parietales
para acceder a la corteza auditiva primaria segun las coordenadas (en mm relativas a Bregma),
-2.5 A-P, £3.4 M-L,-1.8 D-V (169). Se utilizdé un electrodo como activo y el contralateral como
referencia. Finalmente, el electrodo de tierra se posiciond en la corteza frontal derecha. A su
vez, se insertaron dos tornillos (Screw-Holding, PlasticOne) en el craneo entre los electrodos
parietales y el frontal. Dichos tornillos junto con cemento dental (Meron, VOCO) sirvieron para

fijar el pedestal correctamente al craneo de manera crénica (Figura 6).
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Figura 6: Cirugia de implante de electrodos. (A) Se pueden observar los tres orificios para los electrodos y los dos
microtornillos que aseguran el pedestal. (B) En esta imagen se puede ver el electrodo sustentado por el soporte y una

primera capa de cemento dental, que da forma al pedestal final.

3.6. Electrofisiologia in vivo

» Equipo de adquisicion y de estimulacion

Se utilizé el sistema de adquisicion de datos Powerlab4/25T (AD instruments) que posee un
bioamplificador integrado que permite la conexién directa al pedestal implantado en el animal
mediante un cable de baja impedancia. El registro obtenido se acondicioné con un filtro pasa
banda (0.1 Hz — 300 Hz) utilizando una frecuencia de muestreo de 2500 Hz durante la

estimulacién con el sonido de las crias y de 1000 Hz para la estimulacidn con frecuencias puras.

El equipo de estimulacién estaba compuesto por un generador de ondas (Wavetek), un
amplificador de sonido y un sistema de altavoces TEBM 130H10-8 (Tectonics elements;
Woodinville, USA). Para el registro el animal se introdujo en un vaso de precipitados (18cm de
alto x 12cm de didmetro), incluido en una caja insonorizada (40x30x30 cm) con espuma

corrugada (Figura 7).
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Figura 7: Espacio de registro. Se pueden apreciar los altavoces de estimulacion, la caja aislada y los cables de salida

que conectan al raton
» Protocolo de estimulacion y registro

Dos semanas después del implante de los electrodos, se comenzd con el registro in vivo. El
registro electrofisioldgico de los AEPs se llevd a cabo estimulando con un barrido de frecuencias
puras (2, 4, 8, 10 kHz) y la reproduccion de las grabaciones de las vocalizaciones de las crias. La
duracidn de los estimulos fue de 250 ms para las frecuencias puras y continuo (durante todo el
registro) para las vocalizaciones de las crias. La duracién de cada sesion fue de 4 minutos con un
periodo de descanso entre 30y 60 segundos. Para cada tipo de estimulacién, ya sean frecuencias
puras o vocalizaciones de las crias, se registraron las cortezas auditivas primarias de ambos
hemisferios realizando 4 mediciones. Se repitio el protocolo completo en tres dias distintos. Se
obtuvo un registro basal un dia previo al implante de bombas osmoéticas y los otros dos restantes

al dia 7 y 14 de tratamiento.

> Andlisis de datos

Previo al analisis matematico de los datos se realizé una inspeccién visual de los registros
obtenidos. Se realizd un cribado exhaustivo con el fin de escoger aquellos animales que
mostraran AEPs con un claro componente bioldgico (Figura 8). De esta manera, de los 13
animales que presentaban los registros completos, finalmente se utilizaron 5 animales para el
analisis de datos: 4 tratados con domperidona y 1 control. Dado que se adquirié la actividad de
ambos hemisferios en forma alternada, se pudo analizar la sefial de 10 hemisferios en los tres
momentos del tratamiento. Una vez realizada esta seleccién de datos, los AEPs fueron

procesados mediante la aplicacion de un filtro para eliminar el ruido procedente de la corriente

24



alterna de red eléctrica doméstica. Posteriormente, se realizd un analisis espectral de la seial
para poder identificar la potencia de las frecuencias que componen los AEPs en las distintas

condiciones experimentales.

Los registros fueron procesados y analizados con el programa MATLAB R2018b mediante el

desarrollo de un cédigo en el laboratorio.
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Figura 8: Andlisis visual de los AEPs inducidos por WC. Trazo representativo de (A) un animal excluido por exceso de

ruido en la sefial, frente al (B) AEP objeto de este estudio.

— Filtros

Para eliminar la frecuencia de 50 Hz que introduce el ruido de la red eléctrica, se filtrd el AEP
mediante el filtro digital Chebyshev de tipo Il. Los filtros de Chebyshev son capaces de obtener
una mayor pendiente en la respuesta en frecuencia gracias a que permiten la aparicion de rizado

(ripple) en su banda de paso o rechazo. Los filtros Chebyshev tipo Il presentan este rizado en su
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banda de rechazo y por ello se puede reducir su distorsién definiendo una mayor atenuacion.
En nuestro caso, este filtro fue disefiado mediante la funcion de MATLAB (cheb2). Se impuso un
valor de 20 dB para la atenuacién en la banda de rechazo, un orden de 4 y una banda de paso
entre 48.2 y 51.8 Hz. Elfiltro fue aplicado en ambas direcciones utilizando la funcién de MATLAB

(filtfilt) para asi evitar posibles desfases.

—> Comparacién de los AEPs de cada hemisferio

Para determinar la posibilidad de analizar de forma conjunta los AEPs obtenidos en ambos
hemisferios, se utilizd el coeficiente de correlacion de Pearson. Dicho coeficiente es un indice
gue permite medir el grado de relacion entre la tendencia de dos variables discretas que sean
cuantitativas. Por ello, posibilita inferir el grado de similitud entre la forma en que una variable
cambia respecto a la otra. Dicho de otra manera, el coeficiente nos indica qué porcentaje de la
varianza de una variable puede ser explicada mediante la otra (170). Este coeficiente puede
obtener un valor entre -1y 1 ([-1, 1]). Un valor positivo nos indica una correlacion positiva entre
las dos variables, es decir una relacién directa de dependencia: siempre que una de ellas
aumenta la otra también lo hace. Por el contrario, un valor negativo indica una correlacion
negativa entre las variables (relacion de dependencia inversa): siempre que una de ellas
aumenta, la otra disminuye. Del mismo modo, el médulo del coeficiente nos indica el grado de
correlacidn: cuanto mas cerca este el médulo de 1/-1, mayor es el grado de correlacion (170). Si
el coeficiente es igual a 0, no existe una relacién lineal entre las dos variables; pero esto no
implica que las sefiales sean independientes; puede existir otro tipo de relacion que no sea lineal
(170). Cabe hacer hincapié en que el indice de correlacion de Pearson, como su propio nombre

indica, da informacidn sobre la correlacién entre dos variables, y no sobre su causalidad.

En este trabajo la correlacidn de Pearson permitid calcular qué porcentaje de la varianza de un
hemisferio puede ser explicado por el hemisferio contralateral. Es decir, si el AEP de ambos
hemisferios se modifica de manera similar ante un mismo estimulo. Debido al tamafo muestral
realizamos una segunda comprobacién para reafirmar que los resultados del coeficiente de
correlacién no eran aleatorios. En este caso, en vez de comparar un hemisferio frente al
contralateral del mismo animal, se realiz6 una comparaciéon seriada de hemisferios
aleatorizados, subsecuentes veces. Ademas, también se calculd la correlacion entre ambos

hemisferios del animal en ausencia de estimulo.
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— Transformada de Fourier como método de andlisis espectral de los AEPs

La transformada de Fourier permite representar una sefal periddica en el espectro de las
frecuencias. Cuando se aplica esta transformada a una sefial compleja, el resultado es una sefial
en tres dimensiones, siendo estas la frecuencia, la amplitud (o potencia si se calcula el médulo)
y la fase (171). En nuestro andlisis espectral, nos centramos principalmente en la frecuenciay la

amplitud.

La transformada de Fourier parte del concepto que cualquier seial puede representarse como
la combinacion (suma) de oscilaciones fundamentales (senos). Por tanto, todas las sefiales se
podrian descomponer como suma repetitiva de senos perfectos (171). Al realizar la
transformada de Fourier, toda la informacion temporal de la sefial se pierde en beneficio de
obtener informaciéon de las frecuencias que la componen (principio de incertidumbre de
Heisenberg). Por ello, para poder comprender la dindmica que sigue las frecuencias de la sefial
en un punto concreto del tiempo, nos podemos servir de la transformada de Fourier de tiempo
reducido (short-time Fourier Transform) y del analisis wavelet, que mantienen cierta

informacidn temporal a cambio de perder resoluciéon en las frecuencias (Figura 9).

—_—
Time Time
Standard basis Windowed Fourier basis

(a) (e)

Frequeacy
Frequency

——
Time Time
Fourier basis Wavelet basis
) ()

Figura 9: Representacién grdfica del dominio tiempo y frecuencia en funcion del tipo de andlisis. (a) En un registro
electrofisioldgico tenemos informacion del tiempo, pero menos informacion de las frecuencias que componen la sefial.
(b) Al realizar la transformada de Fourier se descompone la sefial en las frecuencias que la constituyen; pero se pierde
la resolucion temporal. La transformada de Fourier de tiempo reducido (c) y la transformada wavelet (d), permiten
dividir el andlisis espectral en ventanas de tiempo y asi poder obtener cierta informacion temporal del espectro de

frecuencias (172).
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En este trabajo hemos empleado dos tipos de analisis derivados de la transformada de Fourier,

la transformada wavelet y el método multitaper.
Transformada wavelet

Mientras que la sefal electrofisiolégica pura tiene una resolucion de frecuencias nula; la
transformada de Fourier no tiene resolucion temporal. Sin embargo, en la transformada tipo
wavelet se realiza un analisis espectral de innumerables secciones en el tiempo (con distintas
duraciones) de la sefial. Entonces, la transformada wavelet aporta informacién de la variacion

de las potencias de las frecuencias que componen el AEP a lo largo del tiempo.

En el protocolo de estimulacion con frecuencias puras el estimulo auditivo no es continuo, se
dan pulsos de 250 ms espaciados por silencios. En el andlisis visual del AEP inducido por trenes
de frecuencias puras se distinguieron dos secciones: una inicial que colocalizaba con el estimulo
(primeros 250 ms, fraccion intra-estimulo) y la fraccidon inter-estimulo (Figura 10). Para
confirmar que este tipo de AEP se debia analizar por secciones se llevé a cabo una transformada

de tipo wavelet.
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Figura 10: AEPs de una animal control (A) frente a un animal tratado con domperidona (B). Se representan tres tipos

de estimulacion auditiva: WC, 4'y 8 kHz. El rectangulo amarillo simboliza la duracion de la estimulacion auditiva.
Método multitaper

Se aplicé el método multitaper (MTM, del inglés multitaper method) para mejorar las
estimaciones que da la transformada de Fourier sobre el espectro de potencias. La MTM crea a
partir de una seial, varias sefiales independientes, multiplicando los datos por secuencias

esfereoidales discretas de Slepian (tapers en inglés), en concreto las tres primeras de la imagen
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(Figura 11). En nuestro caso, se obtuvieron tres analisis espectrales y se realizé una media de los
tres para obtener un espectro de frecuencias medio de la sefial electrofisioldgica. La ventaja que
otorga este tipo de analisis es que incrementa el ratio AEP (sefial bioldgica/ruido), lo que nos ha
permitido detectar pequefos eventos que para la transformada de Fourier tradicional habrian

pasado desapercibidos.
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Figura 11: Comparacion del método multitaper frente a la transformada de Fourier de tiempo reducido (STFFT). En

este proyecto se utilizaron los primeros tres tapers (B).
3.7. Extraccién y conservacion de hipdfisis

Posterior al sacrificio se extrajo el cerebro con constante irrigacidn de liquido cefalorraquideo
artificial (aCSF, en inglés artificial cerebrospinal fluid), enfriado a 4°C y con permanente burbujeo
de gas carbogeno (95% O,- 5% CO,). La composicion de la aCSF fue la siguiente (en mM): 124
NacCl, 2,69 KCl, 1,25 KH2PO,, 2 MgS0., 26 NaHCOs3, 2 CaCl2 y 10 glucosa, ajustado a un valor de
pH de 7,34 + 0,02 (Ph-meter Basic 20+, Crison, Espafia). La hipdfisis, localizada en la base del
craneo, se extrajo rapidamente con ayuda de una aguja y una espatula. Se fijé en PFA al 4%
durante 1h a temperatura ambiente. Tras la fijacién, se hicieron tres lavados con PBS y se

conservo en solucion crioprotectora (3 Glicerol : 3 Etilenglicol : 3 H,O : 1 PBS 10x) a -20 °C.

3.8. Histerectomia

Tras el sacrificio se procedié a extraer el Utero. Se fijé al animal decubito supino y se hizo una
incision a lo largo de la linea media abdominal. Se apartaron las visceras para exponer el Utero,
mientras que se irrigaba permanentemente con solucién salina fria. Previo a su extraccion, era
necesario eliminar correctamente la grasa circundante al Utero con dos pinzas romas. Tras la

eliminacion de la grasa se extirparon los ovarios y se realizd un corte justo por encima de la
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vagina para retirar el Utero. Se utilizé la bascula (Denver Instrument) para pesarlo y calcular el

ratio del peso del Utero frente al peso del animal.

Peso del utero (g)
Peso del animal — peso de la bomba

Ratio =

3.9. Analisis estadistico

Tanto en el analisis estadistico de las variaciones en el espectro de los AEPs por estimulaciéon
con la grabacidn de las crias, como para las comparaciones del ratio de los Uteros, se aplico el
analisis de Kolmogorov-Smirnov, que es un test no paramétrico porque los datos no seguian una
distribucidn normal. Se establecieron diferencias significativas con p<0.05 (*), p<0.01(**),

p<0.001(***).

31



4. RESULTADOS

4.1. Analisis de las vocalizaciones de las crias

Al realizar un andlisis espectral de las WC de las crias se identificaron cinco picos de frecuencia
predominantes en relacién a su potencia. El espectro de frecuencias revela que la grabacion de
las crias consiste en una sefial constituida principalmente por una banda de frecuencias entre
1kHz y 24 kHz, encontrando picos de potencia para las frecuencias de 2, 4, 5.5,8, 10 kHz (Figura
12).

50Hz 60Hz 80Hz 100Hz 130Hz 160Hz 200Hz 300Hz  400Hz 500Hz 700Hz 1000Hz  1300Hz 2000Hz 3000Hz  4000Hz 6000Hz 8000Hz  11000Hz 14000Hz 20000Hz

Figura 12: Espectro de frecuencia de la grabacion de las vocalizaciones de las crias. En el eje X se observa que las
frecuencias que componen la sefial discurren hasta los 24kHz. El eje Y expresa la representacion de la potencia en
decibelios (dB), que corresponden con el logaritmo decimal de la potencia. Las flechas indican aquellos picos de

frecuencia que se han utilizado posteriormente en la estimulacion con tonos puros.

4.2. Comparacion de los AEPs entre hemisferios

En cada animal se pudo registrar la respuesta de la corteza auditiva primaria en los dos
hemisferios cerebrales. Previo al andlisis y comparacion de los AEPs, se comprobd que los AEPs
del hemisferio izquierdo fueran comparables a los del hemisferio derecho para poder analizarlas
de manera conjunta posteriormente. Como se puede ver en la figura 13 aparece un patron
similar entre los AEPs (en presencia de estimulo) de ambos hemisferios de un mismo animal, en

comparacion con hemisferios aleatorizados.
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Figura 13: Representacion del espectro de frecuencias de los AEPs de dos hemisferios distintos. (A) comparacion de

dos hemisferios aleatorizados; (B) hemisferios contralaterales del mismo animal.

El coeficiente de correlacion de Pearson para los AEPs de los dos hemisferios de un mismo
animal fue de 0.986 (Figura 14B). Este valor indica una correlacidon positiva muy cercana al
maximo, por lo que se puede afirmar que las variaciones de un hemisferio se pueden comparar
respecto al lateral, pues mostrara la misma tendencia de una manera directamente
proporcional. También, se observd una correlacidn positiva en registros basales sin estimulacion

auditiva (0.93; Figura 14C)

Para intentar paliar el impacto que el bajo tamafio de la muestra pudiera haber tenido, se
comparan con el indice de correlacién de Pearson obtenido al contrastar los AEPs de hemisferios
aleatorizados. La posible correlacién de los AEPs agrupados de manera aleatoria es de 0.021
(Figura 14A). Dado que el valor del indice es cercano a cero, podemos afirmar que realmente es

poco probable que la correlacidn de nuestros resultados se deba al azar.
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Por otra parte, al comparar las correlaciones de hemisferios contralaterales de un mismo animal
(con o sin estimulo auditivo) frente a hemisferios aleatorizados se confirma que la diferencia es

significativa.
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Figura 14: Coeficiente de correlacion de Pearson. Comparacion entre el coeficiente resultado de una (A) asociacion
aleatoria de hemisferios frente a la covarianza de interhemisférica de un mismo animal en presencia (B) y en ausencia

(C) de estimulacidn auditiva.

4.3. Andlisis de la respuesta inducida por las vocalizaciones de las crias

Tras el analisis visual de las sefiales (Figura 15), se realizé un analisis espectral de todas los AEPs
en el dia previo al implante de las bombas osmdticas (-1d) y a los dias 7 (7d) y 14 (14d) de
tratamiento. Con el fin de poder realizar una comparacidn entre los hemisferios de distintos
animales, se utilizé el AEP -1d como basal y calculamos el coeficiente de cambio de cada una de
las frecuencias respecto al valor basal para los datos de 7d y 14d. Es decir,

(ﬂ) _ (Fa —Fio

Fio/ F;

Donde (F;)qes la potencia de la frecuencia i en el dia estudiado d y F;, es la potencia de la

. , AF; . L
frecuencia i en el dia -1d. Por lo tanto, (F—l) para cualquier frecuencia i es igual a 0.
d=-1d

io
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En la figura 16 se muestra el coeficiente de cambio de los animales tratados frente a los no
tratados. Se puede observar una disminucidn en la potencia para las frecuencias de 0.1-20 Hz

en los AEPs de la corteza auditiva en los animales tratados con domperidona.
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Figura 15: Ejemplo de registros de los AEPs obtenidos de (A) un animal control frente (B) un animal tratado con

domperidona.
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Figura 16: Representacion grdfica del coeficiente de cambio del espectro de los AEPs a 7d (naranja) y 14d (azul) de
tratamiento con respecto al AEP basal (-1d). (A) Coeficiente de cambio para el grupo control; (B) coeficiente de cambio
para el grupo tratado. Nétese el descenso de la potencia para aquellas frecuencias del espectro incluidas entre 0.1-

20Hz en los animales tratados con domperidona (flecha azul).

El analisis estadistico de las variaciones en los espectros de frecuencia de la actividad cortical
ante el sonido de las crias mostré que aquellas que fueron tratadas con vehiculo no presentaron
diferencias significativas a dias 7 y 14 de tratamiento (Figura 17). Sin embargo, las hembras
tratadas con domperidona mostraron una reduccién significativa del componente de 0.1-20 Hz
del AEP, en comparacién con su respectivo control, en el dia 7 del tratamiento (*p=0.04; Figura

17).
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Figura 17: Comparativa (andlisis estadistico Kolmogorov-Smirnov) de las modificaciones en la composicién de 0.1 a
20 Hz del AEP registrado en la corteza auditiva primaria a dia 7 (naranja) y dia 14 (azul) de tratamiento. Véase la
relacion entre el tratamiento con domperidona y la reduccion en la composicion de la sefial de frecuencias de 0.1-

20Hz.
4.4. Analisis de la respuesta evocada por estimulacion con frecuencias puras

En base a los resultados del analisis espectral de las vocalizaciones de las crias (Figura 12)
decidimos realizar la estimulacién de frecuencias puras utilizando aquellas frecuencias

representativas obtenidas de la grabaciéon de las vocalizaciones de las crias.

Para el estudio estimulando con frecuencias puras se realizd un promedio (n = 100) de trenes
con una duracién de 250 ms repetidos a un intervalo de 2.25 segundos. En el caso de las WC de
las crias, se realizé un promedio de 200 adquisiciones mientras el sonido se reproducia de
manera constante durante el tiempo de adquisicidon (1.4 s). Como se puede observar en el
resultado del analisis wavelet (Figura 18), en los primeros 250 ms del AEP se aprecia una
composicion distinta al resto del potencial evocado. Ademads, se pudieron ver variaciones
importantes en el espectro hasta 300Hz; pero nuestro analisis se centrd en la respuesta hasta

120 Hz porque era mads sostenida en el tiempo.
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Figura 18: Andlisis wavelet para estimulacién con frecuencias puras. Se puede ver una representacion en tres
dimensiones del andlisis espectral de un AEP por estimulacion sistemdtica con un tono puro de 8kHz. En el eje X estd
representado el dominio tiempo, mientras que el eje Y representa las distintas frecuencias de las que se compone el
espectro. Los colores representarian la potencia de cada frecuencia y la flecha azul indica la frecuencia limite para los

sucesivos andlisis (120 Hz).

Dado que el estimulo no estaba presente durante toda la adquisicién (Figura 10), los AEPs
inducidos por frecuencias puras se analizaron en dos partes: la fraccién intra-estimulo (Figura

19) y la fraccién inter-estimulo (Figura 20).

Los cambios mas llamativos se detectaron en el analisis de los primeros 250 ms del AEP (la
fraccién intra-estimulo), observdndose una disminucién de la potencia del espectro

comprendido entre 0.1-20 Hz del AEP pero que no fue estadisticamente significativa.
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Figura 19: Coeficiente de cambio (AF/F;) de las frecuencias fundamentales intra-estimulo de los AEPs a dia 7

(naranja) y 14 (azul) de tratamiento para distintas frecuencias puras: 2kHz (A), 4kHz (B), 8kHz (C) y 10 kHz (D). A 4kHz

se observa un incremento del componente 0.1-20Hz del AEP en el grupo control frente al tratado. Con la estimulacion

de un tono puro a 8kHz también se observa el componente de 0.1-20 Hz aumentado, para disminuir progresivamente

con el tratamiento de domperidona a dia 14.
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Figura 20: Coeficiente de cambio (AF/F;) de las frecuencias fundamentales inter-estimulo de los AEPs a dia 7

(naranja) y 14 (azul) de tratamiento para distintas frecuencias puras: 2kHz (A), 4kHz (B), 8kHz (C) y 10 kHz (D).
4.5. Comprobacion de la eficacia del modelo de hiperprolactinemia

Datos sin publicar del laboratorio relacionan modificaciones en el peso del uUtero tras el
tratamiento con PRL. Tras el andlisis estadistico de tipo Kolmogorov-Smirnov, se puede afirmar
que el utero de los animales tratados con domperidona es significativamente mayor al de los

controles (Figura 21), por lo que puede utilizarse como indice de efectividad del tratamiento.
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Figura 21: Comparativa de la modificacion en el peso del utero entre controles frente a tratados. Se observa que el

tamario del utero es significativamente mayor en los animales tratados (N controles = 7, N domperidona = 7).
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5. DISCUSION

Conforme a un andlisis funcional, la corteza auditiva de ratdn se puede dividir en 5 areas (138)
entre las que se encuentran el A1, AAF y UF, que forman parte de lo que se denomina ntcleo de
la corteza auditiva (core auditory cortex). En Al y AAF existe una representacion tonotdpica de
los sonidos que llega hasta 45kHz, por lo que la representacidn de los ultrasonidos (emisiones
>20kHz) seria incompleta. Es en el area de ultrasonidos (UF) donde se encuentra la

representacion no tonotdpica de sonidos hasta 70kHz (138).

Gran parte de los estudios se centran en las vocalizaciones ultrasonido como la forma de
comunicaciéon principal entre ratones adultos y en la interaccion madre-cria (53,98,173). Sin
embargo hay evidencias de que también es importante la comunicacién a frecuencias mas bajas
(55,138). En la mayoria de los estudios se analiza la respuesta a vocalizaciones ultrasonido de
las crias que emiten cuando estan aisladas durante las dos primeras semanas de vida (174,175).
Especificamente se acota la grabacion de crias entre P5 y P12 (175), porque a partir de esas
fechas el crecimiento de pelo y aumento de masa puede modificar la capacidad de la cria para
ajustar su temperatura, que puede afectar al ratio de vocalizaciones (175-177). En nuestro caso
utilizamos grabaciones de vocalizaciones de toda la camada en P8 y en presencia de la madre.
Por lo tanto, las vocalizaciones registradas se correspondian a las WC tipicas durante la lactancia,
gue se encuentran dentro del espectro audible humano (55) y del rango de frecuencias al que
responde Al (138). En este trabajo se ha podido comprobar que dichas vocalizaciones (WC)
modifican la respuesta de Al de la madre. Esto concordaria con el hecho de que las neuronas

de Al y AAF responden idealmente a frecuencias de entre 10 y 30 kHz (147,148).

Por la manera tradicional de adquirir y analizar los potenciales de campo no se sabe con certeza
el origen de las corrientes que los componen. Esto se debe a que los analisis centrados en el
aspecto temporal dejan de lado el papel de la conduccidn en volumen del propio potencial. Es
decir, para poder interpretar correctamente un LFP es esencial tener en cuenta el espacio por el
que se transmiten los potenciales que lo conforman. De tal manera que es importante conocer
la citoarquitectura de las neuronas que lo generan y su configuracién espacial para poder
distinguir si los componentes de un potencial de campo son realmente locales o hay actividad
de centros lejanos interfiriendo en el LFP. Debido al factor espacial, un mismo campo eléctrico
en un volumen genera tantos potenciales de campo distintos como diferentes puntos de registro
sean empleados (144,178). Para poder cerciorarse de que la actividad registrada es puramente
local seria deseable realizar los experimentos con mayor nimero de electrodos, lo que permitiria

un andlisis de componentes independientes (ICA, independent component analysis) y asi poder
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identificar claramente las fuentes y los sumideros de las corrientes idnicas que conforman el
potencial de campo (144). Sin embargo, dado que este trabajo se proyecté como una primera
prueba de concepto centrada en una pregunta bioldgica, se utilizd una aproximacion
experimental mas simple. En este caso se ha evitado el problema de la localizacién espacial de
los potenciales mediante el estudio de potenciales auditivos evocados. Dado que los AEPs
comparados en este trabajo son resultado de la normalizacién de numerosos AEPs individuales,

podemos inferir que la actividad no relacionada con el evento de interés sera eliminada (144).

El uso mas extendido de los AEPs se encuentra en la clinica como prueba diagnéstica de la
sordera, que permite identificar qué punto de la via auditiva se encuentra alterado (179). En
estos casos, se analiza el AEP respecto al tiempo, pues muestra un patrén caracteristico de ondas
que se corresponden con cada una de las sinapsis de la via auditiva (180). También se utiliza esta
técnica en experimentacion, ya sea registrando en corteza o en tronco del encéfalo, pero en este
caso los animales se encuentran bajo anestesia (181-183). Al contrario que en estos
procedimientos, en este trabajo se han registrado los AEPs en Al de animales despiertos y su
analisis se ha centrado en los cambios de las frecuencias fundamentales que componen el AEP.
De esta manera, discernir el posible significado funcional de las modificaciones en el espectro
de los AEPs basandonos en la literatura existente es metodolégicamente inviable. Primero
porque la sefial adquirida en animales anestesiados es dificilmente comparable con los AEPs de

III

animales que al estar despiertos presentan mucho mds “ruido circuital”. Y segundo, porque no
esta descrito el significado bioldgico de las distintas frecuencias que componen un AEPs, dado

que el analisis espectral no suele ser el objeto de estudio.

5.1. Modificacidn de las frecuencias que componen el AEP. Correlato funcional

El resultado mds destacable de este trabajo es la reduccion significativa de las frecuencias entre
0.1y 20 Hz de los AEPs en A1 de hembras con hiperprolactinemia, en respuesta a la estimulacién
con las vocalizaciones de las crias. Sin embargo, su correlato funcional no esta tan claro. Mas
alld del significado funcional del cambio en la distribucion de las frecuencias del AEP cabe

destacar que la PRL altera la respuesta de A1l a las WC de las crias.

Como se ha mencionado anteriormente, el cambio en la distribucidon de las frecuencias del
analisis espectral del AEP no ha sido bien estudiado. Sin embargo, en el estudio de potenciales
visuales evocados se ha asociado este tipo de cambios a un aumento de la atencidn hacia el
estimulo relevante. En el sistema visual se ha observado un aumento de la sincronizacion a

frecuencias de 35 a 90Hz y un descenso de la sincronizacion a frecuencias bajas (<17Hz) en
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aquellas situaciones en las que es necesario un filtro atencional para seleccionar el estimulo

relevante (184).

En este proyecto las hembras tratadas con domperidona muestran una reduccién de las
frecuencias entre 0.1 - 20 Hz que conforman el AEP subsecuente a la estimulacién con las
vocalizaciones de las crias. Si bien en este trabajo no se analiza la actividad oscilatoria, nuestros
resultados tal vez se podrian considerar como una adaptacién sinaptica que favorezca la
atencién selectiva a estimulos auditivos concretos y relevantes en su situacion. Esto también
concordaria con la hipdtesis propuesta por Ehret et al, basada en observaciones
comportamentales, en la cual afirma que las WC dirigen la atenciéon de la madre a las

necesidades de las crias (53,55).

Por otra parte, también se observa una tendencia de pérdida de la representacion espectral de
las frecuencias entre 0.1y 20 Hz de la seial en respuesta a estimulacién con tonos de frecuencias
puras. En este caso los resultados no son significativos; tal vez por limitaciones en nuestro
sistema de estimulacién auditiva. Gran parte de la bibliografia que estudia el efecto de las
vocalizaciones en la corteza auditiva primaria Al ha reportado resultados en los que la mejor
frecuencia de respuesta se encuentra entre los 10-30kHz (147,148). Por lo tanto, no encontrar
un resultado significativo para la estimulacion con frecuencias puras se puede deber a que los
tonos puros tenian una frecuencia menor de la necesaria. También es posible que los cambios
observados en el AEP se produzcan ante una estimulacion compleja de frecuencias, como son
las vocalizaciones de las crias (WC), pero que no esté afectado cuando la madre escucha tonos

puros aislados, a pesar de que se trate de frecuencias similares (165).

Por otro lado, la estrategia experimental predilecta para estudiar la modificacién de la actividad
en Al condicionada por la maternidad suele consistir en el registro individual o de un pequefio
nuimero de neuronas (147,148). Sin embargo, el abordaje experimental de este trabajo es
opuesto. En vez de analizar cambios puntuales en la fisiologia de una neurona, se han aplicado
técnicas de registro de campo. Una de las razones es que creemos que un comportamiento
maternal tan extendido a través de las especies y la evolucidon, como es el aumento de la
sensibilidad ante las vocalizaciones de las crias (185), no se pueda explicar por un cambio
funcional en un tipo neuronal concreto, sino por la suma de sucesivas modificaciones dentro del

propio circuito auditivo, que en ultima instancia se reflejarian en los AEPs.
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5.2. Efecto no lateralizado de la prolactina

En el cerebro hay numerosas funciones lateralizadas, como puede ser el lenguaje o la atencién
(186,187). De la misma manera, en humanos la representacién del llanto se encuentra en el
hemisferio izquierdo (188), lo que parece estar asociado a una mayor distribucion de receptores
de OX en la corteza auditiva primaria izquierda (13,189). Es por ello que gran cantidad de los
estudios de sensibilidad a las vocalizaciones de las crias se han realizado en la corteza auditiva
primaria izquierda (138,147,148,153,165). Pese a su relacién con la OX, en nuestro modelo de
hiperprolactinemia no encontramos efecto de sensibilizacion diferente entre ambos
hemisferios. Ademas, tampoco se ha descrito una distribucion desigual de los receptores de PRL
entre hemisferios. Esto nos ha permitido analizar todos los hemisferios de forma conjunta
teniendo en cuenta solo la variable del tratamiento para determinar los grupos experimentales.
Cabe destacar que la correlacién entre los dos hemisferios es positiva en los AEPs con y sin
estimulacién auditiva; pero la correlacién en basal (sin estimulo) es inferior. Esto puede deberse
a que la estimulacién auditiva siempre es igual, por lo tanto, al promediar los AEPs, tenderdn a
desaparecer los eventos no relacionados con dicha estimulacién. Como los AEPs basales se
obtienen sin una estimulacién auditiva concreta, es mas probable que interfieran los ruidos de

fondo (i.e. fallos en la insonorizacion) en la generacion del potencial.

5.3. Validez del modelo de hiperprolactinemia y lactancia

Al contrario de lo que sucede con otras hormonas, los analisis de niveles de PRL o de su receptor
para validar la hiperprolactinemia tienen bastantes limitaciones (78). Aunque el
radioinmunoensayo es la técnica ideal para ello (190) en el contexto del laboratorio no nos fue
factible utilizarlo. Por ello se intentaron implantar otras medidas indirectas que indicasen
aumento de PRL, como puede ser el ratio del peso del Utero. Por otra parte, como medida
adicional para estudios futuros convendria analizar si se produce una hipertrofia o hiperplasia
de las células lactotropas secundario al aumento de su actividad, por estimulacién de la

domperidona. Esto podria realizarse mediante técnicas inmunohistoquimicas (191,192).

Por dltimo, se podria cuestionar que en un modelo de lactancia sin las crias los fenémenos
plasticos no deberian tener lugar. Sin embargo, la plasticidad como tal puede aparecer en
ausencia de las crias, pues es mayoritariamente estimulo dependiente (42). Por lo tanto, nuestra
propuesta de modelo de hiperprolactinemia junto con las WC podria tener validez, ya que imita
dos eventos que concurren durante la lactancia. Si bien en un futuro seria interesante reforzarlo

con una estimulacién multimodal, ya que combinando hiperprolactinemia, vocalizaciones y
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olores de las crias se podria potenciar la plasticidad asociada a la lactancia incluso en ausencia

de crias.

5.4. Limitaciones

Segun la fisiologia de la via auditiva, a partir del complejo de la oliva superior comienza el
procesamiento de informacidon biaural para la localizacién del estimulo. De tal manera que los
centros auditivos por encima, incluyendo Cl y Al contendran informacién auditiva procedente
de ambos oidos (137). Dado que se han descrito cambios en la fisiologia del Cl subsecuentes a
la maternidad (141,193), no podemos estar seguros de que los cambios registrados en Al no se
deban a modificaciones de centros inferiores que ya tengan informaciéon biaural. Por el
contrario, puede que el control auditivo descendente aumente la sensibilidad de los centros

subcorticales a estimulos relacionados con las crias.

La gran mayoria de la bibliografia se centra en un aumento muy significativo de la relevancia
para las madres de las USVs de las crias sobre el resto de estimulos auditivos (150,176). Si bien
en nuestro caso también se observa este efecto con las WC, los efectos no son tan grandes como
era de esperar. Esto se puede deber a dos razones. En primer lugar, las vocalizaciones
ultrasonido tienen lugar a lo largo de toda la vida del ratén, mientras que la comunicacion a
bajas frecuencias es un fendmeno asociado a los primeros dias de vida (P2-P15) (55). Por ello,
puede que el poco tiempo de exposicion a este tipo de estimulo no sea suficiente como para
derivar una respuesta de mayor amplitud. Ademas, en nuestra aproximacién experimental solo
hay tres dias de estimulacién con WC, mientras que en un contexto fisioldgico estdn presentes
durante las dos primeras semanas de vida de manera constante (55,194). El efecto fisioldgico se
veria por tanto potenciado con un mayor numero de estimulaciones. En segundo lugar, se hace
una estimulacién unimodal, mientras que las madres responden mejor ante la presentacién de
estimulos auditivos junto con olfativos, ya que durante la lactancia percibe de manera
simultanea las vocalizaciones de las crias y su olor (148,176). Ademas, cabe destacar que el
modelo de estudio es una hembra nulipara a la que se le induce hiperprolactinemia. Tal vez para
qgue poder observar un cambio significativo en la respuesta cortical se necesite la conjuncién de

todos factores hormonales que se encuentran durante la lactancia y el embarazo.
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5.5. Perspectivas futuras

El cuidado paternal no ha sido extensamente estudiado a pesar de que los machos también
sufren cambios endocrinos subsecuentes al nacimiento de sus crias, aunque en menor escala
que las hembras (15). En concreto, los niveles de PRL se incrementan en roedores y primates
con la paternidad (15); aunque los machos posean una concentracién basal de PRL menor (195).
Ademas, los padres también responden a las vocalizaciones ultrasonido de sus crias y a las
vocalizaciones de las madres para ayudar en el cuidado de su descendencia (15,196,197). No
solo eso, padres humanos tienen un incremento del 20% en los niveles de PRL durante las
primeras tres semanas postparto, que ademas se relacionaban con una mayor reduccién de
testosterona y mejor respuesta ante el llanto de las crias (122,198,199). Nuevas evidencias
confirman que los niveles de PRL son mas altos en padres que en hombres sin hijos, por lo que

este incremento parece mantenerse en el tiempo (122,200).

Es decir, al igual que en las madres, en los machos de varias especies se observan incrementos
de PRL y responden a estimulos sensitivos relacionados con las crias, lo que condiciona la
adquisicion de un comportamiento paternal. Por ello, este proyecto se podria extender en un

futuro con el estudio de machos.

También seria interesante extrapolar estos resultados a humanos. Se sabe que el llanto también
es capaz de condicionar a la madre de manera fisica y emocional (28). Ademas, estudios en
humanos describen cambios hormonales y variaciones en los resultados de neuroimagen
durante el embarazo como, por ejemplo, patrones de activacion tipicos de ansiedad, que se
atenuan con la experiencia. También con los subsecuentes embarazos se observa un incremento
de la activacion del circuito de recompensa (14,28). Todos estos cambios sugieren que la
plasticidad y cambios a nivel cortical como resultado de la maternidad y los cambios hormonales

derivados de esta podria ser un mecanismo conservado en la evolucidn.
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6. CONCLUSIONES

En condiciones experimentales de hiperprolactinemia en hembras maduras nuliparas
despiertas, se observa una modificaciéon de la actividad de la corteza auditiva primaria en

respuesta a vocalizaciones de las crias.

El andlisis de las frecuencias fundamentales que componen el AEP muestra que estos cambios

son significativos en la banda comprendida entre los 0.1 y 20 Hz.

No se evidencian cambios cuando se analizan frecuencias puras, sugiriendo que es necesario un
determinado ancho de banda comprendido en el rango de emisiones de las WC de las crias (4-

20 kHz).

Nuestros datos experimentales no indican que exista una lateralizacidon de la corteza auditiva

frente a la vocalizacidn de las crias en roedores despiertos.

Los datos presentados representan una aproximacion in vivo en la que el animal no estd sedado
ni sujeto a un marco estereotaxico durante la consecucion de los registros. Por lo tanto, no hay
una interacciéon de los agentes anestésicos y el conjunto del registro se da en un contexto mas

fisioldgico.

Nuestro estudio pone de manifiesto el importante papel de la PRL como modulador de la
actividad de la corteza auditiva primaria durante la lactancia. Ademas, centra su atencion en
otro tipo de comunicacién madre-cria de baja frecuencia poco estudiada y que es relevante para

un mejor cuidado de la descendencia.
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