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RESUMEN

El patron conductual mas representativo de una hembra en estro es la receptividad
sexual, la cual se caracteriza por la presencia de la conducta de lordosis (CL), es decir, la
adopcion de una postura que involucra la dorsiflexion de la columna vertebral de la hembra,
postura que facilita la insercion peneana y la eyaculacion. Ademas, se ha establecido que al
menos dos areas cerebrales como el hipotalamo ventromedial (HVM) y el area predptica media
(APOm), ejercen diferentes efectos sobre la expresion de la CL en ratas ovariectomizadas
(OVX) previamente inyectadas con benzoato de estradiol (BE). Por ejemplo, la estimulacion
eléctrica o la administracion de GABA y muscimol en el HVM facilita dicha conducta, mientras
que mismos efectos en el APOm la inhibe. En esas areas cerebrales se expresa y sintetiza una
variedad de sustancias quimicas como la apelina-13, asi como su receptor, APJ. Por ello, se
sugiere que participa en la sefializacion neuronal y en la modulacion del eje hipotalamo-
hipofisis-gdnadas, responsable de los eventos reproductivos en hembras, especificamente en la
conducta sexual femenina. Sin embargo, se desconocen los efectos que la apelina-13 pudiera
ejercer sobre la regulacion del comportamiento sexual femenino en la rata. Por lo tanto, en la
presente tesis decidimos explorar si la administracion bilateral de apelina-13 en el HVYM vy el
APOm pudiera ejercer un efecto diferente sobre la expresion de la CL en ratas previamente
estrogenizadas.

En el presente trabajo se describen los resultados de dos experimentos en donde se
evaluaron los efectos de la administracion bilateral de la apelina-13 directamente en el HVM
como en el APOm sobre la expresion de la CL en ratas OV X previamente estrogenizadas. Se
utilizaron 87 hembras adultas de la cepa Sprague-Dawley, las cuales antes del experimento
fueron OV X'y después de una semana, se les implantd un par de canulas guia, ya sea en el HVYM
o en el APOm a través de la utilizacion de un aparato estereotaxico. Una semana después cada
hembra recibid 5 g de BE por via subcutanea y 40 horas mas tarde se les administré una sola
dosis de apelina-13 a diferentes grupos de hembras. El experimento 1 consistio en administrar
bilateralmente las diferentes dosis de apelina-13 directamente en el HVM, y el experimento 2
en el APOm también de manera bilateral. Las dosis fueron de: 0.37, 0.75, 1.5 6 15 ug de apelina-
13; 6 1 ul de DMSO al 10 %. A los 30, 120 y 240 min posteriores a la administracion de apelina-

13, las hembras fueron puestas en arenas circulares en donde previamente se encontraba un
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macho sexualmente experto con el proposito de realizar pruebas de conducta sexual. De esta
manera se registré tanto el cociente [QL= (No. de lordosis / 10 montas) (100)] como la
intensidad de lordosis [IL= (Promedio de la intensidad de la lordosis obtenida en 10 montas)
(10)].

Los resultados del experimento 1 indicaron que la apelina-13 administrada en el HVM,
facilité la CL de hembras previamente estrogenizadas. Asi, la administracion de 0.37, 0.75, 1.5
y 15 g de apelina-13 increment6 el QL y la IL a los 30, 120 y 240 min, ademas la dosis de 0.75
Kg de apelina-13, es la dosis que incrementd mas el QL y la IL. En el experimento 2, la Unica
dosis de apelina-13 que incrementd el QL fue la correspondiente a 0.75 ug, tanto a los 120 como
a los 240 min. Esta misma dosis incrementd la IL a los 240 min, mientras que, las dosis de 0.37
y 1.5 ug de apelina-13 no presentaron diferencias estadisticamente significativas.

Con base a los resultados obtenidos, se puede concluir que la apelina-13 facilité la CL
cuando se administr6 preferentemente en el HVM, asi como en el APOm, ademas, la dosis de
apelina-13 que mostré un mayor efecto sobre la CL en ambas areas cerebrales fue la de 0.75 pg.
Considerando que el HVM y el APOm participan en la CL, en donde el primero facilita y la
segunda inhibe dicha conducta, podemos especular que en el HVM la apelina-13 facilita la CL
probablemente a través de la activacion del ON, ya que estudios realizados previamente en
nuestro laboratorio y otros, mostramos que la administracion de inhibidores de la via del ON
participan en la CL facilitada por la administracion intracerebroventricular del Br-GMPc, la

GnRH, la leptina, la PGE2, la progesterona y sus metabolitos.
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1. INTRODUCCION

1.1 Conducta sexual en la rata

La conducta sexual femenina se define como el conjunto de patrones motores que realiza
la hembra para copular con un macho sexualmente experto (Beach y cols. 1942). La expresion
de dicha conducta es producida por la accion secuencial del estradiol (E) y la progesterona (P),
asi como de otras moléculas con diferente estructura quimica como: la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), la prostaglandina E2 (PGE2), la noradrenalina (NA), la
desoxicorticosterona (DOC), el benzoato de estradiol (BE) y la hormona a-estimulante de
melanocitos (a-MSH). Ademés de ser las responsables de que se presenten aspectos de
atractividad y de patrones conductuales caracteristicos de su estado reproductivo, conocidos
como proceptividad y receptividad (Beach y cols. 1942; Beach, 1976; Beyer y Gonzélez-
Mariscal, 1986).

Atractividad

La atractividad se refiere a los eventos no conductuales que presenta la hembra,
especificamente aquellos aspectos fisioldgicos y anatdbmicos, como el cambio de coloracién en
la region perigenital y la emision de feromonas (Beyer y cols. 2007). Estos cambios son
caracteristicos del estado reproductivo de la hembra y promueven la interaccién sexual con un

macho sexualmente experto (Beach, 1976).

Proceptividad

Este aspecto comprende patrones motores que despliega la hembra y que son dirigidos
hacia el macho para motivarlo a copular con ella. Dichas conductas se refieren a una serie de
pequefios brincos sobre sus cuatro patas (hopping), carreras cortas (darting) en forma de zig-zag
y al orejeo (ear-wiggling), el cual es producido por la vibracion de alta frecuencia de la cabeza
de la hembra (Beach, 1976).

Receptividad
La receptividad es el patron conductual méas representativo de la hembra en estro y es

caracterizada por la presencia de la conducta de lordosis (CL). Dicha conducta implica la postura
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de dorsiflexion de la columna vertebral, acompafiada de la elevacion de la cabeza y la grupa,
ademas de la desviacion de la cola, dejando expuesto el orificio vaginal (Komisaruk y Diakow,
1973), lo que permite la insercion del pene en la vagina y la eyaculacion (Beach, 1976; Morali
y Beyer, 1979).

La CL es evaluada a través del cociente de lordosis [LQ = (nUmero de lordosis/10
montas) X 100] y la intensidad de lordosis [IL = (intensidad de dorsiflexién/10 montas) X 10].
La IL es un parametro que mide el nivel de receptividad de la hembra y para medirlo se utiliza
una escala de 0 a 3, asi como se ilustra en la Figura 1. El grado O representa la ausencia de
lordosis. La lordosis grado 1 o marginal, es una leve flexion de la columna vertebral, asi como
una ligera elevacion de la cabeza y la grupa, seguida por la elevacion de la base de la cola, es
decir su columna presenta un angulo recto. Lordosis grado 2 o normal, se refiere a la dorsiflexién
de la columna vertebral, con la elevacion de la cabeza a un angulo de 30° respecto al suelo,
acompafiada de una ligera extension de las patas delanteras, la elevacion de la grupa y el

movimiento lateral de la cola. Lordosis grado 3 o intensa, implica una pronunciada dorsiflexion

de la columna vertebral y la elevacion de la cabeza de 45° respecto al suelo.

Figura 1. La imagen representa los diferentes grados de la IL basandose en la dorsiflexion de
la columna vertebral de la hembra (modificada de Hardy y DeBold, 1971).

1.2 Ciclo estral de la rata

El ciclo estral es un proceso que describe el periodo de receptividad sexual que varia en
cada especie dependiendo del tiempo en que ocurre la ovulacion. La rata hembra presenta un
ciclo de corta duracion, 4 6 5 dias, debido a la ausencia de un cuerpo luteo funcional (Freeman,
2005). Asi en la Tabla 1 se describen las diferentes fases que se producen durante un ciclo estral
normal en la rata (Heape, 1900). Estas fases se caracterizan por las variaciones en los niveles

hormonales de E y P.



Tabla 1. Caracteristicas del ciclo estral de la rata hembra.

Fase del | Duracion Caracteristicas Niveles hormonales Tipos de células
ciclo estral conductuales
Proestro 12-14h  Manifestacion  Durante la tarde-noche se  Predominan celulas
de la conducta presentan los siguientes epiteliales
sexual. niveles hormonales: nucleadas (+++).
P (46 = 7ng/ml). Pocas células
LH (1347 £ 519 ng/ml). escamosas (+).
FSH (570 % 42 ng/ml).
Prolactina (254 + 34
ng/ml).
E (88 £ 2 pg/ml).
Estro 25-27 h La hembra LaP (46 £ 7 ng/ml) Presencia de células
muestra el proveniente del cuerpo epiteliales
maximo nivel luteo continta elevada. cornificadas (+++)
de receptividad Prolactina (241 + 89 y escamosas (++).
sexual. ng/ml).
E (17 £ 2 pg/ml).
Metaestro 6-8 h Ausencia de El cuerpo luteo produce Abundantes
receptividad  otro incremento de P (24 £  leucocitos (+++) y
sexual. 3 ng/ml). células epiteliales
E (21+ 2 pg/ml). escamosas (+++).
Diestro 55-57 h La hembra no LaP (24 + 3 ng/ml) se Prevalecen
copula. encuentra elevada, leucocitos (+++) y
mientras que el E (37 £5  células epiteliales
pg/ml) es bajo. nucleadas (+).

LH = hormona luteinizante, FSH = hormona foliculo estimulante, P = progesterona, E =
estradiol, h = horas, + = pocas, ++ = muchas, +++ = abundantes células (modificada de Butcher
y cols. 1974; Freeman, 2005).

1.3 Regulacion hormonal de la conducta de lordosis

El 17-B estradiol y la P son las principales hormonas esteroides involucradas en la

regulacién de la CL, las cuales presentan fluctuaciones a lo largo del ciclo estral, por ejemplo:

en la tarde del proestro, el 17- estradiol alcanza su nivel maximo (88 + 2 pg/ml; Butcher y cols.

1974), mientras que en la noche del proestro, la P alcanza su nivel mas alto (46 + 7 ng/ml;

Butcher y cols. 1974). Sin embargo, solo la administracion repetida de los estrégenos (estradiol,
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estrona y estriol) durante 10 dias, también facilita la CL en ratas OVX (Beyer y cols. 1971).
Ademaés, la administracion de BE a un rango de dosis de 0.48 a 500 ug/kg de peso, a ratas OV X,
muestra que conforme se incrementa las dosis de BE disminuye la latencia de lordosis, mientras
que la intensidad y la duracién de la conducta incrementa (Zemlan y Adler, 1977). Experimentos
realizados por Beyer y cols. (1971), mostraron que el 17-p estradiol fue el estrégeno mas
potente, sequido de la estrona y el estriol para inducir receptividad sexual en ratas OV X.
Ademas, la administracion de P incrementa la receptividad y es la responsable de inducir
las conductas proceptivas (Beach y cols. 1942; Beyer y cols. 1980). Por lo tanto, para que la P
dispare la CL se requiere que la rata reciba una previa administracion de estrégeno, al menos 12
0 18 horas antes, ya que se conoce que esta hormona es la responsable de producir la sintesis
del receptor de la P (RP; Parsons y cols. 1980). La eficacia de esta hormona en la facilitacion
de la conducta sexual femenina dependera tanto de la via de administraciéon como de la
concentracion administrada. Por ejemplo, las dosis de 100 a 400 g de P por via intravenosa
(IV) facilita CL a los 15 min post administracion (Kubli-Garfias y Whalen, 1977), mientras que
200 g, administrados por via subcutanea, es suficiente para producir el mismo efecto facilitador
de la CL (Whalen y Gorzalka,1972), de 2 a 6 horas después (Glaser y Barfield, 1984). Cabe
mencionar, que la P incrementa su eficacia al ser metabolizada a una serie de metabolitos

reducidos en su anillo A como la Sa-dihidroprogesterona (Whalen y Gorzalka,1972).

1.4 Regulacion nerviosa de la conducta de lordosis

Las areas cerebrales asociadas con la facilitacion de la conducta sexual femenina estan
localizadas en la region diencefalica, como el hipotdlamo ventromedial (HVM), la sustancia gris
central periacueductal (PAG; Sakuma y Pfaff, 1979) y la formacién reticular mesencefalica
(Ross y cols. 1971). Las estructuras relacionadas con la inhibicion de esta conducta son las areas
cerebrales que se encuentran mas rostrales, como el area predptica media (APOm), el septum y
el bulbo olfatorio (Figura 2, Pfaff, 1994). A continuacion, se describira con mayor detalle las

areas cerebrales que se han relacionado en la regulacion de la conducta sexual en roedores.
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Figura 2. Representacion esquematica del encéfalo de rata. A) Seccidn transversal del area
predptica. Area preodptica media = APOm; nicleo predptico ventrolateral = VLPO; nicleo
predptico ventromedial = VMPO; nlcleo supradptico= SO; quiasma Optico = och; area predptica
lateral = LPO; ndcleo predptico medio = MnPo; comisura anterior = aca. B) Seccion transversal
del hipotdlamo. Hipotalamo ventromedial = HVM; area hipotalamica anterior, parte central =
ACH; area hipotalamica anterior, parte posterior = AHP; nucleo hipotalamico paraventricular,
parte lateral magnocelular = PaLM; nucleo hipotalamico paraventricular, parte medial
parvicelular = PaMP; area retroquiasmatica, parte lateral = RChL; nlcleo arcuato, parte medial
= ArcM; fornix = f; ndcleo supradptico, parte retroquiasmatica = SOR; decusacidn supradptica
= sox; tercer ventriculo = 3V; cuarto ventriculo = 4V (modificada de Paxinos y Watson, 2006).

Diencéfalo
En la region diencefalica se localizan diversos nucleos cerebrales involucrados en la
facilitacion de la CL, como el HVM (Pleim y cols. 1993), dorsomedial (Erskine, 1989; Tetel y



cols. 1993) y el ndcleo paraventricular (Flanagn y cols. 1996; Yang y Voogt, 2002) del

hipotalamo.

Nucleo hipotalamico ventromedial

El HVM es un ndcleo importante en la facilitacion de la CL, este ndcleo junto con la
PAG (Figura 3), presentan conexiones con el ndcleo premamilar del hipotadlamo, el APOm, el
nucleo del techo de la estria terminal y la amigdala medial (Luiten y cols. 1985; Simerly y
Swanson, 1986; Fahrbach y cols. 1989; Canteras y cols. 1994). Ademas, el HVM recibe
estimulos sensoriales del sistema olfatorio, de los flancos, la vaginay el clitoris (Pfaff y Sakuma,
1979; Luiten y cols. 1985; Fahrbach y cols. 1989; Marson, 1995).
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Figura 3. llustracion de las aferencias y eferencias del HVM. APOm = area predptica media;
am= amigdala; pm= nucleo premamilar; ST = nucleo del techo de la estria terminal; PAG =
sustancia gris central periacueductal; bo = bulbo olfatorio; HVM = Hipotalamo ventromedial
(modificada de Luiten y cols. 1985).



Estudios inmunocitoquimicos y auto-radiograficos han mostrado que las células del
HVM presentan receptores de estrogeno (RE) y RP (Sakuma y Pfaff, 1979), por lo que la
administracion de pequefias cantidades de esos esteroides en el HVM facilita la CL en ratas
OVX (Blaustein y cols.1987). Tambien, la administracion de E directamente en el HVM induce
receptividad sexual en hembras OV X (Dorner y cols. 1968). Ademas, las neuronas del HVM de
ratas hembra pretratadas con BE y P, expresan Fos y al RP. Por lo tanto, el HVM mantiene el
estimulo ténico y es el lugar en donde convergen las sefiales hormonales involucradas en la
expresion de la CL (Flanagan- Cato y cols. 2006).

Por otra parte, las lesiones bilaterales en el HVM con electrodos de platino-iridio,
disminuyen gradualmente la CL después de 12 horas posteriores a la lesion (Singer 1968,
Malsbury y cols. 1977, Pfaff y Sakuma, 1979), en hembras pretratadas con E (Mathews y
Edwards, 1977a, 1977b) y con P (Kennedy, 1964). Ademas, la estimulacion eléctrica de 12.5
mA, durante mas de 15 min de esta estructura cerebral, facilita la CL (Pfaff y Sakuma, 1979) en
ratas pretratadas con dosis bajas de BE (Singer, 1968; Malsbury y cols.1977; Pfaff, 1980).

Area predptica media

El APOm participa en el control de la CL (Veening y cols. 2014), debido a que presenta
conexiones nerviosas con el HVM (Pfaff, 1980; Smierly y Sawnson, 1986; Fahrbach y cols.
1989), y ejerce efectos inhibitorios sobre la CL, ya que la estimulacion eléctrica del APOm
disminuyen la IL (Napoli y cols. 1972) e incrementan las conductas de rechazo (vueltas, boxeo,
patadas o huidas) en ratas OV X pretratadas con BE y P (Sakuma y Pfaff, 1979). Por otra parte,
la lesion de esta area en la rata hembra adulta OV X facilita la CL (Malsbury y cols. 1980) y
requiere de menor cantidad de E para provocar este efecto (Singer, 1968).

Estudios de autorradiografia e inmunocitoquimica han evidenciado que las neuronas del
APOm tienen RE y RP, debido a que la administracion de E en forma de cristales, restauran la
CL en hembras OVX (Pfaff y Sakuma, 1979; Wilcox y cols. 1984). Este mismo efecto se
observa cuando la P se administra directamente en el APOm de ratas OV X pretratadas con dosis
bajas de BE (Beyer y cols. 1988).



Tallo cerebral

El tallo cerebral participa en el control de la CL, ya que la estimulacion vagino cervical
ocasionada durante el apareamiento converge en poblaciones de neuronas noradrenérgicas Al
y A2 del puente y del bulbo raquideo (Cunningham y Sawchenko, 1988; Luckman, 1995; Yang
y Voogt, 2001; Cameron y cols. 2004); en neuronas caudales del nucleo del tracto solitario que
responden a la estimulacion del cérvix (Hubscher y Berkley, 1994) y el area tegmental ventral
(Coria-Avila y Pfaus, 2007); asi como en el cerebelo (Paredes-Ramos y cols. 2011).

Asimismo, las neuronas de la formacion reticular medular y del ndcleo vestibular lateral
son responsables de integrar las sefiales provenientes de la periferia y del HVM, que a su vez
envian sefiales descendentes por las neuronas reticulo-espinales y vestibulo-espinales (Pfaff,
1980).

Mesencéfalo

En la region mesenceféalica se localiza la PAG, involucrada en el control de la CL debido
a que presenta proyecciones descendentes del HVM (Pfaff y Sakuma, 1979a, 1979b; Flanagan-
Cato y McEwen, 1995; Flanagan-Cato y cols. 2006; Flanagan-Cato, 2011); a su vez envia
proyecciones al tallo cerebral y la médula espinal. La via descendente de la PAG se dirige hacia
las neuronas del nucleo reticular gigantocelular (Sakuma y Pfaff, 1979), y se proyectan hacia la
médula espinal (Mantyh, 1983). Ademas, la infusion de GnRH (Riskind y Moss, 1983; Dudley
y Moss, 1987), prolactina y sustancia P (Dornan y cols.1987) en la region dorsolateral y lateral
de la PAG facilita la lordosis (Sakuma y Pfaff, 1980, 1983). Por otra parte, la lesidn electrolitica
de la PAG disminuye la CL en ratas OV Xy pretratadas con E (Pfaff y Sakuma, 1979).

1.5 Circuito nervioso de la conducta de lordosis

La CL se produce por la integracion de una serie de eventos sensoriales desencadenados
cuando el macho monta a la hembra, al palparle sus flancos, estimular la base de la cola, la grupa
y el periné, tal y como se muestra en la Figura 4. Los estimulos perineales ingresan a través de
los segmentos lumbares 5, 6 y sacro 1, en donde el nervio pudendo lleva la informacion
sensorial; y los estimulos originados en la piel de los flancos entran por los ganglios de la raiz

dorsal a los segmentos lumbares 1 y 2. Estos estimulos activan receptores cutaneos de presion
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que envian sus sefiales a la médula espinal para excitar a las interneuronas de la asta dorsal,
denominadas unidades de presion de tipo Il; que activan fibras ascendentes de la columna
anterolateral de la médula espinal propagando su estimulo hasta la formacion reticular del tallo
cerebral, al nucleo vestibular lateral y a la PAG (Pfaff, 1980). Asi, la formacion reticular recibe
sefiales sensoriales de la PAG, que a su vez recibe sefiales descendentes del HVM, responsable
de mantener el estimulo tonico sobre la PAG. De esta manera, las neuronas de la formacion
reticular del tallo cerebral integran las sefiales provenientes de la via aferente a través de los
nervios reticulo-espinales y vestibulo-espinales, lo que provoca la activacion de las
motoneuronas responsables de generar la contraccion de los muasculos lateral longissimus y
transverso-espinal lumbar, encargados de producir la dorsiflexion de la columna vertebral de la
hembra (Pfaff y Sakuma, 1980).
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Figura 4. El circuito nervioso de la CL. La imagen indica las sefiales provenientes de la
periferia, a través de los estimulos provocados por la monta del macho, asi como la estimulacion
de la base de la cola, el periné y los flancos (modificada de Wunsch, 2014).



1.6 Participacion del receptor de la progesterona en la expresion de la conducta de lordosis

El RP es un factor de transcripcion que se expresa en el nucleo periventricular
anteroventral, el APOm, el ndcleo arqueado y el HVM (Numan y cols.1999), también se ha
detectado en oligodendrocitos (Jung-Testas y cols.1996). EI RP presenta dos isoformas,
denominadas RP-A (86-90 KDa) y RP-B (110-120 KDa), producidos por el gen PGR
(Progesterone receptor), localizado en el cromosoma 11g22.1. Las isoformas (RP-A y RP-B)
son generadas por distintos promotores de ese mismo gen (Conneely y cols. 1989; Kastner y
cols.1990). La isoforma B contiene 165 aminoacidos adicionales mas que la isoforma A en su
extremo amino terminal (Giangrande y McDonnell, 1999). Ademés, ambas isoformas tienen
funciones diferentes, debido a que el RP-B es un activador transcripcional, mientras que el RP-
A es un represor de la actividad transcripcional, mediado por el RP-B y por receptores a
esteroides como estrogenos, glucocorticoides, mineralocorticoides y andrégenos (McDonnell y
Goldman, 1994).

La estructura del RP esta conformada por cuatro dominios, en la Tabla 2 se indica sus
caracteristicas.
Tabla 2 Caracteristicas de los dominios del Receptor de la Progesterona.

Dominio Caracteristicas

A/B Localizado en el extremo amino terminal del receptor.
Regula la transcripcion de genes blanco.
La MAPK participa en la fosforilacion del residuo de serina 294, la caseina
Il en serina 81 y la CDK en residuos de serina 25, 162, 190, 213, 400, 554 y
676 del receptor.
Presenta una region rica en prolina que le permite la interaccién con el
dominio SH3 de la tirosina cinasa Src.

C Implicado en la unién al ADN.
Presenta dedos de zinc, responsables de la interaccion con elementos de
respuesta a la P ubicados en el ADN.

D Se ubican las sefiales de localizacion nuclear.
Participa en los procesos de estabilizacion del receptor cuando se une a
proteinas de choque térmico.

E Localizado en el extremo carboxilo terminal del receptor.
Dominio de unién a la hormona.
Contiene una funcion de transactivacion AF-2 dependiente de su ligando.
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MAPK = proteina cinasa activada por mitdgeno, CDK = cinasa dependiente de ciclinas
participa, P = progesterona (modificada de Edwards y cols. 2002).

La administracion intracerebroventricular (ICV) de la antiprogestina del RP, el RU486,
inhibe la CL facilitada por la P, la progestina sintética R5020 (Brown y Blaustein, 1984), y por
la estimulacion vagino cervical (Beyer y cols.1995), asi como por la GnRH, la PGE2 y el
adenosin monofosfato ciclico (AMPc, Beyer y cols. 1997). Ademas, la administracion ICV de
PD98059 (antagonista de MAPK) también inhibe la conducta de estro, facilitada por P y sus
metabolitos reducidos en el anillo A (Gonzalez-Flores y cols. 2004), y por el 8-bromo-GMPc,
analogo del segundo mensajero guanilato monofosfato ciclico (GMPc, Gonzalez-Flores y cols.
2004).

Por otra parte, la administracion de 17-f estradiol en el HYM o APOm facilita la sintesis
del RP y se ha mostrado que el inicio y terminacion de la CL facilitada por la P coincide con la
aparicion y desaparicion del RP (Parsons y cols. 1980). Ademas, la aparicién del RP en el HVYM

y en el APOm precede al inicio de la CL (Blaustein y Feder, 1980).

1.7 Apelina-13

La apelina-13 es una adipocina (Boucher y cols. 2005), que ha sido identificada en la
rata (Habata y cols. 1999; Lee y cols. 2000), el humano (Tatemoto y cols. 1998; Habata y cols.
1999; Lee y cols. 2000), peces (Zeng y cols. 2007) y anfibios (Kakizawa, 2016).

En la rata, la expresién de apelina-13 y su receptor es mayor en pulmon, glandula
mamaria, ovario, testiculo (Kawamata y cols. 2001), médula espinal, corazén, cerebro, masculo
esquelético, y tejido adiposo (O’Dowd y cols. 1993; Edinger y cols. 1998; Devic y cols. 1999;
Lee y cols. 2000; O'Carroll y cols. 2000 y Medhurst y cols. 2003). En el humano, la apelina-13
se expresa en células endoteliales de arterias y venas, corazon, pulmones, tracto gastrointestinal,
bazo, higado, pancreas (Tatemoto y cols. 2001), cerebro, rifion, pulmon, Gtero, ovario y testiculo
(Kleinz y Davenport, 2005; Kakizawa, 2016).

En el cerebro de la rata, la apelina-13 se expresa en neuronas de la protuberancia; los
nucleos arcuato, supradptico, paraventricular (Reaux y cols. 2001; 2002), dorsomedial y
ventromedial del hipotalamo; asi como en el area predptica media y predptica lateral (Reaux y

cols. 2001; 2002; Kurowska y cols. 2018), ademas, de neuronas del hipocampo (O’Donnell y
11



cols. 2007). Por otra parte, el receptor de apelina-13, el APJ, también ha sido identificado en el
cuerpo luteo, células de la granulosa y de la teca (Shirasunay cols. 2008; Shimizu y cols. 2009).

Vias de procesamiento de la apelina-13

La apelina-13 se forma a partir de la preproapelina constituida por 77 aminoacidos,
mediante la accion de una endoproteasa que dividide a esta en una proproteina de 55 residuos,
conocida como proapelina (Kurowska y cols. 2018; Kawamata y cols. 2001; Estienne y cols.
2019). La proapelina origina fragmentos especificos que varian de 13 a 36 aminoacidos
(apelina-36, apelina-17, pyr-apelina-13 y apelina-13), mediante la accion de la proproteina
convertasa subtilisina/kexina tipo 3 (PCSK3, Shin y cols. 2013) origina el fragmento de 13
aminoacidos denominado apelina-13; tal y como se muestra en la Figura 5, conservando 12
residuos caboxilo-terminales en todas las isoformas (Tatemoto y cols. 2001), mientras que, las

isoformas apelina-36 y 17 son producidas por otras endoproteasas no identificadas (Figura 6).

Preproapelina

Endopeptidasas

Proapelina

Apelina-36

OOCCOCOTCODOCOTO NG

POEEEEPEREE®, .
PEERECEPDDRERD),

Figura 5. Aminoéacidos que conforman las diferentes isoformas de apelina: apelina-36, apelina-

17, pyr-apelina-13 y apelina-13 (modificada de Kurowska y cols. 2018).
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Figura 6. Se ilustra el mecanismo por el cual, a partir de proapelina se originan las isoformas
apelina-36, apelina-17 y apelina-13. PCSK3 = proproteina convertasa subtilisina / kexina tipo 3
(modificada de Estienne y cols. 2019).

Por lo tanto, la apelina 13 es una adipocina sintetizada y secretada por el tejido adiposo
(Boucher y cols. 2005; Higuchi y cols. 2007), también se encuentra con mayor abundancia en
corazony cerebro (Lee y cols. 2000; O'Carroll y cols. 2000). Ademas, es el fragmento de mayor
actividad biologica (Kawamata y cols. 2001; Masri y cols. 2005; Knauf y cols. 2013) y ejerce
un importante papel en el metabolismo (Sunter y cols. 2003).

En los humanos el gen que codifica la sintesis de apelina-13 es APLN, ubicado en el
cromosoma Xg25 26.1 y esta constituido por tres exones (Lee y cols. 2000), mientras que en la

rata el gen Apln, se localiza en el cromosoma Xg36 y esta conformado por 4 exones.
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Receptor de apelina-13

El receptor de la apelina-13 (también conocido como APJ, APLNR y AGTRL1)
pertenece a la clase A de la familia de receptores acoplados a proteinas G (Figura 7). EI APJ (a
putative receptor protein related to the angiotensin-type 1 receptor; por sus siglas en inglés) es
similar al receptor de angiotensina 1, sin embargo, la angiotensina no se une a este receptor. Por
tal motivo, se le designé el término de receptor huérfano, ya que hasta ese momento se
desconocia cudl era su ligando (O’Dowd y cols. 1993). Posteriormente, la apelina-13 se aislé de
extractos de estomago de bovino, a traves de un ensayo de acidificacion, y se identific6 como
el ligando del receptor APJ (Tatemoto y cols. 1998). Otro ligando que se une al APJ es el péptido
Elabela (Chng y cols. 2013; Pauli y cols. 2014) por lo que ambos compuestos constituyen un
sistema de doble ligando para regular la activacién del APJ (Jiang y cols. 2021). En el humano,
el APJ se localiza en la banda q12 del cromosoma 11y en la rata se localiza en la banda g24 del
cromosoma 3, ademas, el receptor presenta sitios de consenso para la fosforilacion por la
proteina cinasa A (PKA), asi como un sitio para la palmitoilacion y glicosilacion (O’Dowd y
cols. 1993).

Figura 7. Esquema del receptor APJ acoplado a proteinas G (modificada de Chaves-Almagroy
cols. 2015).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Compuestos que facilitan la conducta de lordosis

El E y la P participan en la facilitacion de la CL, sin embargo, la administracion de otros
compuestos también la facilitan, tal es el caso de algunos péptidos, proteinas, neurotransmisores

y segundos mensajeros (Tabla 3).

Tabla 3 Compuestos facilitadores de la lordosis.
Compuestos que facilitan la
lordosis
PEPTIDOS Oxitocina (Caldwell y cols. 1986)
GnRH (Moss y Foreman, 1976)
a-MSH (Thody y cols. 1981)
Leptina (Garcia-Juérez y cols. 2011)

PROTEINAS Prolactina (Harlan y cols. 1983)

NEUROTRANSMISORES NA (Etgen y cols. 1999)
DA (Foreman y Moss. 1978)
GABA (McCarthy y cols. 1990)

SEGUNDOS AMPc (Beyer y Canchola, 1981)
MENSAJEROS GMPc (Chu y cols. 1999)
PROSTAGLANDINAS PGE2 (Hall y Luttge, 1977)

La hormona liberadora de gonadotrofinas = GnRH; hormona alfa estimulante de los melanocitos
= o-MSH; noradrenalina = NA; dopamina = DA, acido y-butirico = GABA; adenosin
monofosfato ciclico = AMPc; guanilato monofosfato ciclico = GMPc; prostaglandina E2 =
PGE2.

La mayoria de estos agentes actlan sobre receptores de membrana acoplados a proteinas
G asociadas con adenilato ciclasa. Por ejemplo, la administracion de dibutiril-AMPc
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intracerebral o subcuténea facilita la CL en ratas OVX previamente tratadas con estrogeno
(Beyery cols. 1980). La administracion de inhibidores de fosfodiesterasas como teofilina y metil
isobutil xantina prolongan la accion del AMPc, al inhibir su degradacion y aumentar la respuesta
a GnRH. Por otra parte, el GMPc facilita también la CL en ratas OVX previamente
estrogenizadas (Fernandez-Guasti y cols. 1983; Chu y Etgen, 1997). Ademas, en la tarde del
proestro, los niveles de AMPc y GMPc incrementan en el hipotalamo, especificamente, cuando

la estimulacion de la conducta de estro inicia (Kimura y cols. 1980).

2.2 Participacién de péptidos, neurotransmisores y segundos mensajeros en la expresion
de la conducta de lordosis

La GnRH participa en el control neuroendocrino de las funciones reproductivas, y es
secretada por neuronas hipotalamicas. Ademas, es liberada en forma de pulsos y puede ser
regulada por sefiales externas al hipotalamo como los estrogenos (Kaiser y cols. 1997). Por otra
parte, la estimulacion vagino cervical provoca la liberacion de GnRH (Bibeau y cols. 1991;
Pfaus y cols. 1994; Caba y cols. 2000) y esta involucrada en la facilitacion de la CL (Komisaruk,
1971; Rodriguez-Sierra y cols. 1975; Gonzalez-Flores y cols. 2007), ya que la administracion
de antide (antagonista del receptor GnRH-1) disminuye la CL facilitada por P, los metabolitos
de la P reducidos en el anillo A (Gémora-Arrati y cols. 2008), leptina (Garcia-Juarez y cols.
2011) y tibolona (Garcia-Juérez y cols. 2020).

Por otra parte, la leptina es un péptido sintetizado por el tejido adiposo (Trayhurn y cols.
1999), y el benzoato de estradiol (BE) induce su sintesis en ratas y humanos (Shimizu y cols.
1997). A este péptido se le ha considerado que tiene un papel anorexigeno y también esta
involucrado en la expresion de conducta sexual femenina dependiendo del estado nutricional de
los animales (Wade y cols. 1997). La administracion de leptina en ratas restablece la ovulacion
inhibida por el ayuno debido a que provoca la liberacién de GnRH (Schneider y cols. 1998).
Asimismo, la administracion ICV de 1 y 3 ug de leptina facilitan la CL a traves de la GnRH,
que a su vez activa a los receptores GnRH-1y al RP (Garcia-Juarez y cols. 2011). En ese trabajo
se mostro que la CL facilitada por leptina requiere de la participacion de la via de ON-GMPc-
PKG, ya que la administracion ICV de L-NAME (inhibidor de ONS), ODQ (inhibidor de
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guanilato ciclasa) y KT5823 (inhibidor de PKG) disminuyen la CL en ratas pretratadas con E
(Garcia-Juarez y cols. 2012).

Etgen y cols. (1999) propusieron que la NA liberada en el hipotdlamo favorece el
despliegue de la CL al actuar sobre sus receptores a-adrenérgicos y estimular la sintesis de 6xido
nitrico (ON), en hembras previamente estrogenizadas, mientras que la administracion de
morfina inhibe la liberacion de NA. Ademas, la liberacion de la LH coincide con la liberacion
de NA en el hipotalamo y el APOm. Por lo tanto, la NA y sus receptores participan en la
conducta sexual y en la regulacién de la ovulacion (Fernandez-Guasti y cols. 1987).

Por otro lado, el ON actia como una molécula sefial que es sintetizado a partir de la
desaminacion del aminoécido L-arginina, a través de la enzima Oxido nitrico sintasa (ONS),
que, a su vez, es activada por el incremento intracelular de Ca®* (Xie y cols. 1992). En presencia
de oxigeno y del dinucledtido de nicotinamida adenina fosfato reducido, el aminoacido L-
arginina es transformado a N-hidroxi-L-arginina, para finalmente sintetizar ON y L-citrulina. El
ON activa a la enzima guanilato ciclasa soluble, responsable de producir GMPc a partir de GTP
(Dawson y cols. 1992). Una vez sintetizado el GMPc se une a las subunidades reguladoras de
la proteina cinasa G (PKG), activandola para que sea capaz de fosforilar proteinas. El
incremento de GMPc producido por la accion de ON, induce la ovulacién, asi como la relajacién
del masculo uterino (McCann y cols. 1999). Ademas, a lo largo del ciclo estral se presentan
fluctuaciones en los niveles de GMPc, presentando un incremento en la tarde-noche del proestro
en el hipotadlamo de la rata (Kimura y cols. 1980).

Mani y cols. (1994) describen que el ON esta involucrado en la neurotransmisién y en
la conducta sexual femenina, ya que en el hipotdlamo hay una gran cantidad de neuronas que
contienen ONS, las cuales participan en la liberacion de GnRH y como consecuencia se genera
la ovulacion. Ademas, la via de sefializacion del ON-GMPc-PKG participa en la CL facilitada
por Py sus metabolitos reducidos en el anillo A (Gonzélez-Flores y Etgen, 2004), asi como la
inducida por 8-bromo-GMPc en ratas pretratadas con E (Gonzalez-Flores y cols. 2004).
También, la administracion ICV del inhibidor de ONS (N®-monometil-L-arginina) reduce la
expresion de la CL en ratas pretratadas con E y P. Asimismo, la administracion ICV de GnRH,
prostaglandina E2 y el dibutiril-AMPc facilitan la CL a través de la via del ON-GMPc-MAPK
(Gonzélez-Flores y cols. 2009).
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2.4 Modelo para la facilitacion de la conducta de lordosis

Los compuestos inductores de la CL como GnRH, a-MSH, PGE2 y NA presentan
similitudes en la latencia de la lordosis. Sin embargo, ninguno tiene afinidad por el RE o el RP.
Por lo tanto, Beyer y cols. (1981) propusieron un modelo en donde convergen mecanismos
gendmicos y membranales. Este modelo inicia cuando el E entra por difusion pasiva a través de
la membrana y se une a su receptor citoplasmatico para formar un complejo hormona-receptor.

Dicho complejo es translocado al nucleo e induce la transcripcion del ARNmM.
Posteriormente, se sintetizan proteinas inducidas por E en estado inactivo, que se ha propuesto
que es el RP (Brown y cols. 1987). La activacion del RP depende de la fosforilacion por
proteinas cinasas las cuales son inducidas por compuestos como la P, NA, PGE2 o la GnRH
(Guevara-Guzman y cols. 2001; Ramirez-Ordufia y cols. 2007) que al unirse sobre sus
receptores localizados en la membrana celular, que a su vez, activan a segundos mensajeros
intracelulares, que al unirse sobre sus correspondientes proteinas cinasas fosforilando (ej..,
uniendo grupos fosfatos a la molécula) a la proteina inducida por E, al RP, activandolo y asi,
facilitando la CL (Figura 8).

Por lo tanto, al RP se le ha atribuido que actda como un mediador molecular comun ya
que puede ser fosforilado por diferentes cinasas (MAPK) para ser activado (Beyer y Gonzélez-
Mariscal, 1986; Gonzéalez-Flores y Etgen, 2004; Lange, 2004; Lima-Hernandez y cols. 2012;
Garcia-Juarez y cols. 2013).
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Figura 8. Modelo de comunicacion cruzada entre los mecanismos membranal y genémico. La
CL es generada a través de la union de compuestos a la membrana de las células nerviosas para
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activar cascadas de sefializacion que convergen en la activacion de proteinas inducidas por
estrégeno. Receptor de estrdgeno = E2-R; noradrenalina = NA; pregnanos = P; prostaglandina
E2 = PGEZ2; hormona liberadora de gonadotrofinas = GnRH; acido ribonucleico mensajero =
ARNmM; proteinas inducidas por estrégenos en forma inactiva = PIEi; proteinas inducidas por
estrogenos en forma activa = PIEa; grupo fosfato = PO4 (modificada de Beyer y cols. 1981).

2.5 Participacion del HVM y el APOm en la facilitacion de la conducta de lordosis.

La administracion de P y de algunos de sus metabolitos reducidos en el anillo A,
serotonina, GABA, GnRH, oxitocina y estricnina, facilitan la expresion de la CL cuando se
administran directamente en el HVM (Dornan y cols. 1990; Kow y cols. 1994; McCarthy y cols.
1990; Bale y Dorsa, 1995; Uphouse, 2000). Mientras que sustancias como glutamato, glicina,
morfinay algunos otros ejercen un efecto inhibitorio (Sandoval y cols. 1988; Vathy y cols. 1991;
Kow y cols. 1994). Sin embargo, la sustancia mas importante, que afecta la estructura y funcion
del HVM es el E, ya que numerosas neuronas en este nucleo cerebral expresan RE, RP y
progestinas al ser sintetizadas por esta hormona (Blaustein y cols. 1988, 1994; Pfaff, 1980;
McCarthy y Konkle, 2005; Simerly y cols. 1990; Flanagan-Cato, 2011).

La administracion de sustancias neuromoduladoras directamente en el APOm, como la
testosterona, la NA, GABAA, GABAg, B-endorfinay la LH ejercen efecto inhibitorio de la CL,
mientras que, sustancias como P, naloxona, galanina, GnRH y oxitocina, administradas en el
APOm facilitan la CL (Ward y cols. 1975; Bloch y cols. 1998; Moss y Foreman, 1976; foreman
y Moss, 1979; Caldwell y cols. 1989; 1994).

Estudios realizados por McCarthy y cols. (1990), indican que el GABA juega un papel
dual en la mediacién de la CL, ademas, ejerce efectos diferentes en el HVM y el area predptica
anterior, ya que la administracion de muscimol (agonista GABAEérgico) directamente en el
HVM de ratas pretratadas con BE y P incrementan el QL a los 10 y 30 min después de su
administracion, mientras que la infusion de bicuculina (antagonista GABAérgico) reduce el QL.
Sin embargo, cuando se administra muscimol en el area predptica anterior disminuye el QL y la
administracion de bicuculina favorece la expresion de esa conducta al incrementar la respuesta.

Existen sistemas inhibidores ténicos que modulan la CL en el APOm y el HVM, los
cuales deben anularse para activar la CL, por ejemplo, la accién local de opioides mu y delta, y

el glutamato, restringen la CL hasta que estos sistemas se inhiben por la accion de
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neuroquimicos excitatorios como DA, adrenalina y oxitocina que superan la inhibicion (Pfaus,
2009).

2.6 Apelina-13

En secciones anteriores sefialamos las caracteristicas estructurales de la apelina-13 y su
papel en la actividad celular, mientras que, en esta seccion se enfocara principalmente en su
funcién. Asi, la apelina-13 juega un papel muy importante en la progresion del ciclo celular de
cultivos de células vasculares del masculo liso, al promover el paso de la fase GO/G1 a S, e
incrementar los niveles de ciclina D1y E (Li y cols. 2008). Al mismo tiempo, participa en la
activacion de la via de sefializacion p-ERK 1/ 2 (subunidades de la MAPK)- ciclina D1, ya que
el tratamiento con el inhibidor PD98059, reduce la activacion de pERK1/2, asi como la
expresion de la ciclina D1 inducida por apelina-13 (Li y cols. 2008; Liu y cols. 2010). Ademas,
se ha demostrado que la incubacion de células vasculares del musculo liso con 1 uM de apelina-
13, incrementa la expresion de p-PI3K y p-Akt a partir de los 5 min post incubacion, con un
pico maximo a los 30 min. En presencia de LY294002, inhibidor de p-PI3K, disminuye la
expresion de p-PI3K, p-Akt, p-ERK 1/ 2 y ciclina D1, asimismo el 1701-1, inhibe la expresion
de p-Akt, p-ERK 1/ 2 y ciclina D1 inducida por apelina-13 (Liu y cols. 2010).

Existen neuronas apelinérgicas distribuidas en los diferentes nicleos hipotaldmicos, por
lo que se ha mostrado que la apelina-13 ejerce efectos sobre la liberacién de hormonas
hipofisarias al incrementar los niveles plasmaticos de la hormona adrenocorticétropa y al
disminuir los niveles de prolactina, de LH y FSH en ratas macho (Taheri y cols. 2002).

La expresion de la apelina-13 y el APJ en diferentes ndcleos cerebrales implica que la
apelina-13 participa en distintas conductas, como en la mediacion del dolor por su efecto
antinociceptivo que involucra receptores opioides-pu (Lv y cols. 2012), asi como en el
aprendizaje y la consolidacion de la memoria, en donde participa como un neuromodulador de
los compuestos a-adrenérgicos, serotoninérgicos, colinergicos, dopaminérgicos Yy
GABAérgicos (Telegdy y cols. 2013). Por otra parte, se ha encontrado que ambas moléculas se
expresan en ovocitos humanos en diferentes etapas del desarrollo folicular (Roche y cols. 2016).

En cultivos de células de la granulosa de bovinos, la FSH y la P estimulan la expresién

del ARNm del APJy en cultivos de células de la teca de porcinos, la LH induce la expresion de
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apelina-13 y APJ, lo que sugiere que este compuesto desempefia un papel importante en la
fisiologia del foliculo ovérico (Shimizu y cols. 2009). Asimismo, en cultivos de células de la
granulosa de humanos, el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1) incrementa la
expresion de apelina-13, apelina-17 y el gen que codifica para el APJ. También, la apelina-13
aumenta la esteroidogénesis inducida por IGF1 y por el incremento de la expresion de 3f-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (Roche y cols. 2016).

Sintesis de apelina-13

La apelina-13 ha sido detectada en la periferia de adipocitos humanos y de ratén, lo que
indica que estas células son responsables de la sintesis y secrecion de la apelina-13 (Boucher y
cols. 2005). También las células endoteliales vasculares y endocéardicas sintetizan apelina-13
(Kleinz y Davenport, 2005). La regulacion de la produccion de la apelina-13 por insulina
involucra la participacion de la fosfoinositol 3-cinasa (P13K) y la PKC (Grenning y cols. 2002),
asi el estado nutricional influye en los niveles de la apelina-13. El ayuno inhibe la secrecion de
esta Ultima, mientras que la ingesta de alimento restaura los niveles de esta adipocina (Boucher
y cols. 2005).

Reaux y cols. (2002) identificaron la presencia de neuronas apelinérgicas distribuidas en
el area preodptica, los nucleos supradpticos y paraventriculares hipotalamicos; el nucleo
arqueado, asi como en la protuberancia y el bulbo raquideo. También se detectd la presencia de
estas neuronas en la amigdala y en el nlcleo talamico paraventricular, la PAG y el nicleo dorsal
del rafe (De Mota y cols. 200; Reaux y cols. 2002). Sin embargo, el principal sitio en donde se
localizan fibras nerviosas apelinérgicas es el hipotalamo (Reaux y cols. 2001; 2002; O'Carroll
y cols. 2000; Brailoiu y cols. 2002), principalmente en los nucleos supraquiasmatico,
periventricular, dorsomedial, ventromedial y el area retroquiasmatica: el tdlamo y la eminencia
media. Ademas, se han encontrado fibras inervando otros érganos circunventriculares como el
organo vascular de la ldmina terminal, los 6rganos subfornical y subcomisural, asi como el area
postrema (Reaux y cols. 2001; 2002). La distribucion topografica de las neuronas apelinérgicas
en el cerebro de la rata sugiere la participaciéon de apelina-13 en el control de la ingesta de
alimento (Sunter y cols. 2003; Tekin y cols. 2017), metabolismo de la glucosa (Drougard y cols.
2014), y en la disminucion de LH, FSH y testosterona (Sandal y cols. 2015; Tekin y cols. 2017).

21



Por otra parte, se ha identificado el ARNm de la apelina-13 en la glandula mamaria de
ratas gestantes y lactantes. Los niveles de expresion de la apelina-13 y de su ARNm incrementan
gradualmente conforme se desarrolla la glandula mamaria durante la gestacion. Asimismo, el
calostro bovino presenta un rango de concentracion de apelina-13, de 14-93 pmol/ml y es

secretada en el calostro y la leche de bovinos, rata y en humanos (Habata y cols. 1999).

Vias de sefializacion de apelina-13

La apelina-13 se une al receptor APJ ubicado en las células vasculares del musculo liso,
el cual se encuentra acoplado a la proteina Gq, activando fosfolipasa C, que provoca el
rompimiento del lipido de membrana fosfatidil inositol bifosfato, generando diacil glicerol
(DAG) vy trifosfato de inositol (IP3). EI DAG debido a su lipofobicidad, se desplaza en la
membrana celular para activar a la PKC (Neves y cols. 2002), mientras que IP3, al ser una
molécula hidrosoluble, se difunde al citosol y llega al reticulo endoplasmico liso, uniéndose a
los receptores de reanodina que abren los canales de Ca?" sensibles a IP3, provocando el
incremento de ese ion y también activando a la PKC, que fosforila a la cadena ligera de miosina
e induce vasoconstriccion (Modgil y cols. 2013).

Por otra parte, la union de apelina-13 al receptor APJ (localizado en células endoteliales),
acoplado a la proteina Gi, inhibe la produccion del AMPc, pero induce la activacion de la
proteina cinasa B o Akt, provocando la fosforilacion de ONSe, enzima encargada de la
produccién del ON a partir de L-arginina. EI ON difunde a las células vasculares del musculo
liso y activa a la guanilato ciclasa soluble, generando un aumento en los niveles de GMPc e
induciendo vasodilatacion, este proceso se ejemplifica en la Figura 9 (Ladeiras-Lopes y cols.
2007; Yang y cols. 2015).
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Figura 9. Modelo de vias de sefializacion implicadas en los efectos vasculares, por accion del
sistema apelina-APJ. El modelo indica que las isoformas de apelina se unen al receptor APJ
localizado en las células vasculares del masculo liso, provocando vasoconstriccion. Mientras
que las moléculas de apelina circulantes y de liberacion local activan los receptores APJ
endoteliales generando vasodilatacion. Apelina = Ap; fosfato = P; proteina G inhibidora = Gi;
fosfolipasa C = PLC; proteina cinasa C = PKC; inositol-3,4,5-trisfosfato = IP3; diacilglicerol =
DAG; guanilato ciclasa soluble = sGC; oxido nitrico sintetasa endotelial = eNOS;
fosfatidilinositol bisfosfato = PIP2; cadena ligera de miosina = MLC; L-Arginina = L-Arg;
monofosfato de guanosina ciclico = cGMP; guanosin trifosfato = GTP (modificada de Japp y
Newby, 2008).

En los ndcleos hipotalamicos, el receptor APJ se acopla a la proteina Gi, por
consiguiente, la apelina-13, también es capaz de inhibir a la adenilato ciclasa, y
consecuentemente la produccion del AMPc. Ademas, activa a la cinasa ERK, mediante la

fosforilacion de p42 y p44 por una via dependiente de PKC (Knauf y cols. 2013).

Efecto de la apelina-13 sobre el sistema nerviosos central

La administracién ICV de apelina-13 a dosis de 1 y 3 nmol disminuye la ingesta de
alimento en ratas macho Wistar (Sunter y cols. 2003). Sin embargo, la administracién
intraperitoneal (IP) de apelina-13, a dosis de 100 y 300 ug/ kg, por un periodo de 10 dias,
incremento la ingesta de alimento en ratas macho (Tekin y cols. 2017; Saral y cols. 2018).
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Ademas, los niveles séricos de leptina y grelina (Saral y cols. 2018) también incrementan la
concentracion de apelina-13 en el hipotdlamo (Higuchi y cols. 2007). Estos datos sefialan que
la apelina-13 tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y actuar a nivel
hipotalamico para ejercer sus efectos y promover la ingesta de alimento (Tekin y cols. 2017).
Por otra parte, la administracion ICV de 10 nmol de apelina-13 durante 7 dias, disminuye
los niveles de LH y testosterona en el plasma de ratas macho Wistar, asi como una disminucion
del tamafo de las células de Leydig en comparacion con los machos que recibieron la dosis de
1 nmol de ese compuesto (Tekin y cols. 2017). Es por ello por lo que considerar las variaciones
de dosis y las diferentes vias de administracion es importante para comenzar a estudiar los
efectos que la apelina-13 puede ejercer sobre alguna conducta, especificamente en la CL, debido
a que no hay estudios de que esta adipocina pueda participar en la facilitacion, sin embargo, con
base en las investigaciones de Knauf y cols. (2013), la apelina-13 participa en la regulacion del
eje hipotalamo-hipdfisis-gbnadas, responsable de los eventos reproductivos en las hembras y

machos.
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3. JUSTIFICACION

Se ha establecido que tanto el HVYM como el APOm ejercen efectos diferentes sobre la
expresion de la CL en ratas OV X pretratadas con BE; es decir, la activacion del HVM facilita
mientras que la del APOm inhibe dicha conducta. Ademas, en esas areas cerebrales se expresa
tanto la apelina-13 como su receptor y participa en la liberacién de hormonas hipofisiarias. Por
esa razon y debido a que no se conocen los efectos que la apelina-13 pudiera ejercer sobre la
regulacion del comportamiento sexual femenino en la rata, es que decidimos explorar qué ocurre
con la expresion de la CL por la administracion de apelina-13 en esas areas cerebrales en ratas

ovariectomizadas previamente estrogenizadas.
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4 HIPOTESIS
La administracion de apelina-13 directamente en el HVM facilita la expresion de la
conducta de lordosis, mientras que la administracion de ese compuesto en el APOm la inhibe

en ratas OV X pretratadas con benzoato de estradiol.
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5. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar los efectos de la administracion de la apelina-13 directamente en el HVM como
en el APOm sobre la expresion de la conducta de lordosis en ratas OVX previamente

estrogenizadas.

Obijetivos especificos
a) Evaluar la conducta de lordosis después de la administracion de la apelina-13 en el HVM a ratas
previamente estrogenizadas.
b) Evaluar la conducta de lordosis después de la administracion de la apelina-13 en el APOm a

ratas previamente estrogenizadas.
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6. METODOLOGIA
Animales

Ochenta y siete ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley fueron utilizadas en este
estudio, con un peso que variaba entre 200 a 250 g. Estos animales fueron obtenidos del bioterio
ubicado en el Centro de Investigacion en Reproduccion Animal, Universidad Auténoma de
Tlaxcala-CINVESTAV. Los animales tuvieron acceso a agua y alimento ad libitum, y fueron
mantenidos bajo un ciclo invertido de luz/oscuridad (14 /10); la luz se encendia a las 24 h y se
apagaba a las 10 h.

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 para el uso y cuidado de los animales de laboratorio.

Ovariectomia ventral

Las hembras fueron anestesiadas con una solucién de ketamina (80 mg/kg) y xilacina (4
mg/kg) administradas por via IP y rasuradas en la region abdominal. Posteriormente, se
desinfect6 el area con cloruro de benzalconio y se realiz6 una incisién en la linea media del
abdomen. Se localizaron los cuernos uterinos, para ser ligados con un hilo de seda,
aproximadamente medio centimetro por debajo del ovario. Por medio de la utilizacion de tijeras
esterilizadas, se realiz6 un corte por encima del cuerno uterino ligado y se extrajeron los ovarios.
Posteriormente, los cuernos uterinos se reacomodaron dentro del abdomen y se realizé la sutura
del masculo y la piel. Finalmente, se administro violeta de genciana sobre la herida para evitar

infecciones.

Implantes en hipotalamo ventromedial

Una semana después de la OV X, las hembras fueron anestesiadas con ketamina (80
mg/kg) y xilacina (4 mg/kg) por via IP y fueron colocadas sobre un instrumento estereotaxico
Kopf (Tujunga, CA, USA) con el propdsito de implantar dos canulas de acero inoxidable
(calibre 22, de 23 mm de longitud) en el HVM derecho e izquierdo (coordenadas anteroposterior
-2.8 mm y profundidad -9.2 mm con respecto a bregma (Paxinos y Watson, 2006)). Al finalizar

la cirugia se administré bencipenicilina procainica (800 Ul, intramuscular), con la finalidad de
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evitar alguna infeccion bacteriana. Después de cada cirugia las hembras fueron alojadas en

jaulas individuales hasta finalizar los experimentos.

Implantes en area preoptica

Se siguid el mismo procedimiento usado para el HVM s6lo que el implante fue en los
dos nucleos, derecho e izquierdo del APOm (coordenadas anteroposterior - 0.6 mm y
profundidad - 8 mm con respecto a bregma (Paxinos y Watson, 2006)). Al finalizar la cirugia se
administré bencipenicilina procainica (800 Ul, intramuscular). Después de cada cirugia las

hembras fueron alojadas en jaulas individuales hasta el final de los experimentos.

Evaluacion de la conducta de lordosis

Las hembras fueron sometidas a pruebas de conducta sexual con machos sexualmente
expertos sobre una arena circular de plexiglas de 60 cm de didmetro y 60 cm de altura. La
duracién de las pruebas finaliz6 hasta que la hembra recibié 10 montas por el macho. Se evalu6
el QL con la siguiente formula: QL = No. de lordosis / 10 montas X 100 y la IL con la siguiente
formula: IL = IL / 10 montas X 10. Se consideraron los parametros propuestos por Hardy y

Debold (1971) pala la IL, cuya escala es de 0 a 3.

6.1 Disefio experimental

Experimento 1. Participacion de apelina-13 en el HVM sobre la expresion de la conducta
de lordosis

Una semana después del implante, cada hembra recibié 5 pg/0.1 ml de BE por via SC y
40 horas después, las hembras recibieron diferentes dosis de apelina-13: 0.37, 0.75, 1.5 6 15 ug
administradas directamente en el HVM izquierdo y derecho (Tabla 4). Al grupo control se
administro 1 pl de DMSO al 10% en el HVM izquierdo y derecho. Posteriormente a la
administracion de apelina-13 o el vehiculo, se evalu6 el QL y la IL, a los 30, 120 y 240 min, tal

y como se estandariz6 previamente en el laboratorio.
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Experimento 2. Participacion de apelina-13 en APOm, sobre la expresion de la conducta
de lordosis.

Una semana después del implante, cada hembra recibio 5 pg/0.1 ml de BE por via SC,
después de 40 horas de la administracion, las hembras recibieron 0.37, 0.75 ¢ 1.5 pg de apelina-
13 directamente en el APOm izquierda y derecha (Tabla 4). Al grupo control se administr6 1 pl
de DMSO al 10% en el APOm izquierda y derecha. Posteriormente, se evalué el QL y la IL, a

los 30, 120 y 240 min, tal y como se estandarizé previamente en el laboratorio.

Tabla 4 Tratamiento (apelina-13 o vehiculo) administrado bilateralmente en HYM o APOm.
Implante Tratamiento

HVM DMSO 10 % (n = 9)
0.37 pug apelina-13 (n = 9)
0.75 pg apelina-13 (n = 10)
1.5 pg apelina-13 (n = 10)
15 g apelina-13 (n = 10)
APOmM DMSO 10 % (n = 10)
0.37 pug apelina-13 (n = 9)
0.75 pg apelina-13 (n = 10)
1.5 pg apelina-13 (n = 10)

Hipotalamo ventromedial = HVM, area predptica media =APOm, microgramos = g

Comprobacion del area de implante

Al finalizar la evaluacion de la CL, las hembras fueron perfundidas con buffer de fosfatos
salino (PBS: Na2HPO4 80mM; NaH2PO4 20mM; NaCl 100mM y H20d; pH 7.5),
transcurridos 20 minutos se perfundi6 con formalina al 10%, con la finalidad de preservar los
tejidos. Enseguida, los animales fueron decapitados y se extrajo cuidadosamente el cerebro. Los
cerebros se colocaron en una solucién de sacarosa al 30 %, 72 horas después fueron cortados en
un criostato de la marca Leica CM1520 a 20 um de espesor. Los cortes se colocaron en
laminillas cargadas con grenetina al 0.5% y fueron tefiidas con el colorante violeta de cresil
(Etanol al 70%; etanol al 50%; H20d; violeta de cresil; etanol al 50%; etanol al 70%; etanol al
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100%; Xilol). Finalmente, las laminillas tefiidas fueron observadas en un microscopio de campo
claro, con el objetivo de 10X, para comprobar el area de implante. Finalmente se realiz6 un
esquema para indicar el lugar en donde las canulas fueron implantas las canulas, tanto en el

HVM como en el APOm, tal y como se muestra en las Figuras 10 y 11.

A T —

“DMSO 10% +0.37 ng e (.75 ng - 1.5ng 015 ng

Figura 10. Comprobacion del area de implante. A) Localizacion bilateral de las canulas
implantadas en el HVM (coordenadas: anteroposterior - 2.28 a - 3.36 mm, respecto a bregma).

(*) DMSO 10%; (+) 0.37; (e) 0.75; (o) 1.5; y (0) 15 pg de apelina-13.
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* DMSO 10% +0.37 pg e (.75 ng o015 g

Figura 11. Comprobacion del area de implante. B) Localizacion bilateral de las céanulas
implantadas en el APOm (coordenadas: anteroposterior —0.48 a - 1.32 mm, respecto a bregma).

(*) DMSO 10%:; (+) 0.37; () 0.75; (o) 1.5 pg apelina-13.

32



Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa SYSTAT version 5.04. Inicialmente se
realiz6 un analisis de varianza y enseguida se realizé la prueba U de Mann-Whitney para
muestras independientes (Siegel y cols. 1995). Los grupos tratados con diferentes dosis de
apelina-13 (0.37, 0.75, 1.5 6 15 pug), se compararon contra el vehiculo (DMSO 10%),
considerando los tiempos en que se evaluo la CL (30, 120 y 240 min). Los resultados fueron
considerados significativos cuando p < 0.05 y se expresaron como la media mas el error

estandar.

7. RESULTADOS
Participacion de apelina-13 en el HVM sobre la expresion de la conducta de lordosis

La figura 12 muestra el efecto de la administracion bilateral de DMSO 10%; 0.37, 0.75,
1.5 6 15 pg de apelina-13 en HVM, sobre el QL e IL a los 30, 120 y 240 min después de su
administracion, en hembras OVX previamente estrogenizadas. Las hembras que recibieron
DMSO 10%, mostraron disminucién del QL y la IL a los 3 tiempos en que se evalud la CL. Asi
en la figura 12 A se observa que las hembras que recibieron 0.37, 0.75, 1.5 6 15 ug de apelina-
13 incrementaron la respuesta del QL a los diferentes tiempos en que fue evaluada. A los 30
min, las hembras que recibieron 0.75 (p <0.01), 1.5 (p <0.01) 6 15 (p <0.01) pg de apelina-13
presentaron diferencias estadisticamente significativas cuando se hizo la comparacién contra las
hembras que recibieron el vehiculo. A los 120 min, todas las dosis administradas presentaron
diferencias estadisticamente significativas cuando se compara contra el grupo control y a los
240 min, anicamente las dosis de 0.37 (p <0.01), 0.75 (p <0.001) y 1.5 (p <0.05) pg de apelina-
13 presentd diferencias estadisticamente significativas, a pesar de que la dosis de 15 pg de
apelina-13 también incrementd el QL. Es importante destacar que las hembras que recibieron
0.75 ug de apelina-13 facilitaron una mejor respuesta de la CL, comparado con las hembras que
recibieron DMSO 10%, a los 30 (p <0.01), 120 (p < 0.001) y 240 (p < 0.001) min posteriores a
la administracion. Estos mismos efectos se muestran en la figura 12 B, ya que, a los 30 min, las
hembras que recibieron las dosis 0.75 (p <0.01), 1.5 (p <0.01) 6 15 (p <0.001) pg de apelina-
13 presentaron diferencias estadisticamente significativas cuando se compara contra el grupo

que recibi6 DMSO al 10 %. A los 120 min, todos los grupos presentaron diferencias
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estadisticamente significativas y a los 240 min, al igual que en el QL, las dosis de 0.37 (p <

0.05),0.75 (p<0.001) 6 1.5 (p <0.01) ug de apelina-13 presentaron diferencias estadisticamente

significativas al ser comparado contra el grupo control.
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Figura 12. Efecto de la administracion bilateral de DMSO 10%; 0.37, 0.75, 1.5 6 15 ug de
apelina-13 en el HVM, a los 30 minutos, 120 y 240 min sobre el QL y la IL en ratas OVX

pretratadas con estradiol. * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p <. 0.001.
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Participacion de apelina-13 en el APOm, sobre la expresion de la conducta de lordosis

La figura 13 muestra el efecto de la administracion bilateral de DMSO 10%,; 0.37, 0.75
0 1.5 pg de apelina-13 en el APOm, sobre el QL y la IL a los 30, 120 y 240 min después de su
administracion, en hembras OV X previamente estrogenizadas.

En la figura 13 A se observa que las hembras que recibieron DMSO al 10%, presentaron
un QL menor al 40 para los 3 tiempos en que se evaluo la CL, mientras que la administracion
de 0.75 pg de apelina-13 increment6 el QL a los diferentes tiempos en que fue evaluada,
presentando diferencias significativas con respecto al control, a los 120 (p < 0.05) y 240 (p <
0.05) min. Las dosis de 0.37 y 1.5 g de apelina-13 no mostraron diferencias estadisticamente
significativas comparado contra el grupo control a los 30, 120 y 240 min.

En la figura 13 B se muestra el efecto de la administracion de DMSO al 10%; con 0.37,
0.75 6 1.5 pg de apelina-13 sobre la IL, en donde a los 30 y 120 min las dosis de 0.37 y 0.75 ug
de apelina-13 incrementaron la IL comparado contra el grupo control y no hubo diferencias
estadisticamente significativas, mientras que, a los 240 min, la dosis de 0.75 (p < 0.05) pg de
apelina-13 presento diferencias estadisticamente significativas en la IL versus el grupo control
con DMSO al 10%.
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la administracion de
apelina-13 directamente en el HVM facilito la CL en ratas OV X previamente estrogenizadas,
ya que la administracion de las dosis de 0.37, 0.75, 1.5 6 15 ug de apelina-13 increment6 la
respuesta de la CL a partir de los 30 min, comparado con el grupo que recibio DMSO 10%.
Asimismo, la dosis de 0.75 pg de apelina-13 en el APOm fue la Unica capaz de facilitar la
expresion de la CL a los 120 y 240 minutos.

La dosis empleada de 0.75 pg de apelina-13 en el HYM y APOm favorece la mejor
respuesta de la CL a los diferentes tiempos en que fue evaluada, mientras que las dosis mas
altas presentan una menor respuesta. El mecanismo de accion por el cual la apelina-13 facilita
la CL no ha sido esclarecido. Sin embargo, Chen y cols. (2020) describen que el sistema
apelina-13/APJ regula la activacion tanto de proteinas G estimulantes como las inhibidoras,
las cuales pueden activar diferentes cascadas de sefializacion intracelular. EI APJ es un receptor
acoplado a proteinas G y actGa como un receptor bifuncional debido a que incrementa la
contractilidad cardiaca a través de la proteina Gas y la vasodilatacion por la Gq (Scimiay cols.
2012). Se pudiera pensar que la facilitacion de la CL fue dependiente de la dosis, por lo que,
al incrementarla, provoco respuestas subméaximas, actividad que describe a un agonista parcial.

Por otra parte, el APJ al ser un receptor acoplado a proteinas G puede actuar como un
receptor estimulatorio o inhibitorio (Rovati y Nicosia, 1994). En este trabajo, la apelina-13
puede ejercer una respuesta dual al actuar sobre su receptor, en apoyo a esta aseveracion la
administracion de la dosis de 0.75 pg de apelina-13 fue la que facilité la CL mas intensa,
probablemente al ocupar solo los receptores acoplados a la proteina G de tipo activador. Por
otro lado, el hecho que las dosis mayores de 1.5y 15 ug de apelina hayan sido menos efectivas
que la de 0.75 ug implica la existencia de respuestas dualisticas. Asi, Rovati y Nicosia (1994)
han sugerido que las curvas dosis respuesta dualisticas son generadas por un ligando (agonista)
que interactta con diferentes afinidades con dos receptores diferentes que median efectos
opuestos, uno estimulante y otro inhibitorio. En concordancia con este modelo, nuestros datos
sugieren gue un mecanismo inhibitorio de la CL se produce gradualmente con las dosis de 1.5

y 15 ug de apelina-13.
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Varios estudios indican que el HVM es un nucleo cerebral involucrado en la activacion
de la CL, mientras que el APOm participa en la inhibicion de la lordosis (Sakuma y Pfaff,
1979; Malsbury y cols. 1980). Por ejemplo, la lesion del APOm facilita la CL, mientras que la
estimulacion eléctrica inhibe la lordosis (Powers y Valenstein, 1972). Por tal motivo, el hecho
de que la administracion del vehiculo en las hembras OVX y estrogenizadas hayan
incrementado la CL, probablemente sea debido a la lesién del APOm provocada por el implante
de las canulas, mismo efecto que pudo haber sucedido con las hembras que recibieron 0.75 g
de apelina-13, dosis que facilitd la CL a los 120 y 240 min respecto al grupo control. Quiza esa
dosis fue suficiente para inhibir la inhibicién que provoca el APOm y que las dosis mas altas
de 1.5y 15 pg tanto en el APOm como en el HVM no provocaran la CL ya que pudieran estar
estimulando mecanismos inhibitorios como previamente se habia descrito.

Por otra parte, la administracion de diferentes compuestos, en el APOm ha permito
interpretar sus efectos sobre la CL. Por ejemplo, las progestinas como: la P, 5a,3p-
preganolona, 5 [,3B-pregnanolona (Beyer y cols. 1988) y otros al ser administrados
directamente el APOm facilitan la CL; sin embargo, la testosterona (Hoepfner y Ward, 1988),
la NA (Caldwell y cols. 1989), GABAA (McCarthy y cols. 1990), GABAg (Luine y cols. 1991),
B-endorfinay la LH (Foreman y Moss, 1979) la inhiben.

Una motivacion para llevar a cabo este proyecto es que la apelina-13 y su receptor APJ
se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes regiones cerebrales, entre ellas el HVM y
el APOm (Reaux y cols. 2001; 2002), las cuales, como ya se habia sefialado se encuentran
involucradas en la regulacion del comportamiento sexual femenino. Ademas, también se han
identificado en oligodendrocitos y astrocitos (Choe y cols. 2000).

Estudios recientes han mostrado que las células gliales, como los astrocitos, juegan un
papel funcional. Por ejemplo, se sabe que en la membrana de los astrocitos contiene una serie
de receptores de oxitocina que, al ser activados por su ligando, activan a las enzimas
ciclooxigenasas: responsables de la sintesis de las prostaglandinas (como la PGE?2), la cual al
ser liberada del astrocito actla sobre sus receptores ubicados en neuronas GnRHérgicas
provocando la liberacidn del GnRH (Sharif y cols. 2013). Nuestro laboratorio ha propuesto que
este sistema pudiera ser por el cual, compuestos, como leptina, oxitocina, E, P y los metabolitos

de la P, estarian regulando la CL ya que, la GnRH no solo facilita dicho comportamiento, sino
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que es la hormona responsable de provocar la ovulacion (Karsch y cols. 1997). El hecho de que
la apelina-13 y su receptor se localicen en los astrocitos (Medhurst y cols. 2003), plantea la
posibilidad de que este compuesto también ejerza su efecto a traves de esta via celular. Sin
embargo, se requiere la realizacion de una serie de experimentos para poder comprobar esta
hipotesis.

Ademas, dicha distribucidn, sugiere que la apelina-13 también participa en la regulacion
de diferentes procesos fisioldgicos, como la ingesta alimenticia (Sunter y cols. 2003; Taheri y
cols. 2002; Saral y cols. 2018), procesos antinociceptivos (Lv y cols. 2012; Xu y cols. 2009);
asi como en el aprendizaje y la consolidacion de la memoria, en donde participan sistemas a-
adrenérgicos, serotoninérgicos, colinérgicos, dopaminérgicos, GABAérgicos y el ON (Telegdy
y cols. 2013), estos ultimos participan en la facilitacion de la CL en hembras OVX y
estrogenizadas (Gonzélez-Flores y Etgen, 2004; Gonzalez-Flores y cols. 2004; Garcia-Juarez y
cols. 2012; Etgen y cols. 1999; Fernandez-Guasti y cols. 1987; Hansen y cols. 1980; Foreman
y Moss, 1978; McCarthy y cols. 1990). Por otra parte, las neuronas liberadoras de GnRH
localizadas en el hipotdlamo reciben proyecciones de los nacleos preopticos, paraventricular,
supradptico y medial del hipotalamo (Wang y cols. 2020). Por ello, nuestro laboratorio ha
realizado una serie de experimentos con el propésito de comprobar que la GnRH es la hormona
responsable de la facilitacion de la CL, ya que la administracion de su antagonista, antide,
disminuye el QL facilitado por tibolona (Garcia-Juarez y cols. 2020). Sin embargo, actualmente
se presenta un problema conceptual sobre la participacién del GhnRH y su modulacion por
apelina-13 ya que, a pesar de que se conoce que este compuesto y su receptor APJ han sido
identificados en estos nucleos cerebrales (Pope y cols. 2012) la administracion ICV e IP
disminuyen los niveles séricos de la LH y FSH, por lo que se pudiera pensar que no tiene ningun
efecto sobre la liberacion de GnRH (Taheri y cols. 2002; Tekin y cols. 2017). Sin embargo,
estudios realizados por Sisli y cols. (2020) indican que la expresion y activacion del receptor
APJ en lineas celulares de neuronas GT1-7 liberadoras de GnRH ejerce un mecanismo de
proteccion contra la muerte celular inducida por estrés oxidativo, ademas, la inhibicion del
receptor disminuye la liberacion de GnRH y la exposicion de estas células a la apelina-13

incrementa los niveles de GnRH en condiciones de normoxia e hipoxia.
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Nuestros resultados en la presente tesis sefialan que la apelina-13 facilita la CL cuando
se administro directamente en el HVM, sugiriendo que este efecto involucraria de manera
indirecta la liberacion de GnRH, participando en diferentes mecanismos responsables de la
facilitacion de la CL. Uno de ellos es a través del ON, ya que estudios realizados por
Jaszberenyi y cols. (2004), indican que el pretratamiento con L-NAME, inhibidor de la ON
sintasa, inhibe la locomocion espontanea facilitada por la administracion ICV de apelina-13,
ademas, participa en la regulacion de la presion arterial (Tatemoto y cols. 2001). Asimismo, la
via del ON esta involucrada en la CL facilitada por progesterona, 8-bromo-GMPc, GnRH,
PGE2, db-AMPcy leptina (Etgen y cols. 1999; Gonzalez-Flores y Etgen, 2004; Gonzéalez-Flores
y cols. 2004; 2009; Garcia-Juarez y cols. 2012). La participacion de esta via de sefializacion se
ha estudiado por la administracion de L-NAME, ODQ y KT-5823 (Gonzalez-Flores y etgen
2004; Garcia-Juarez y cols. 2012).
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Figura 14. Representacion del efecto de la apelina-13 en la CL de hembras ovariectomizadas

y estrogenizadas. La figura muestra la activacion del ON por la apelina-13 y el posible efecto
antagonista de los inhibidores L-NAME, ODQ y KT5823 sobre la CL.
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9. CONCLUSIONES

La apelina-13 facilita la CL cuando fue administrada directamente en el HVM vy el
APOmM de ratas ovariectomizadas previamente estrogenizadas.

En el HVM, el efecto de la apelina-13 sobre la CL se presenta a partir de los 30 min. A
pesar de que todas las dosis administradas (0.37, 0.75, 1.5 y 15 pg de apelina-13) incrementan
el LQy lalIL, es la dosis de 0.75 pg de apelina-13 la que presenta un mejor efecto sobre la CL.

Algunos estudios indican que el APOm participa en la inhibicion de la CL, sin embargo,
nuestros resultados revelan que la administracion de 0.75 pg de apelina-13 directamente en el
APOm facilita la CL a los 20 y 240 min en hembras ovariectomizadas y estrogenizadas. Por lo
tanto, la apelina-13 inhibe la inhibicion de la CL cuando se administra en el APOm.

Se conoce que una de las vias por las cuales la apelina-13 ejerce sus efectos celulares a
través de la produccion de ON, provoca periféricamente vasodilatacion, y centralmente participa
en los procesos de aprendizaje, memoria y locomocion, por tal motivo en la presente tesis
podemos sugerir que la CL facilitada por la apelina-13 puediera ejercer su efecto a través de esa
via de sefializacién intracelular. Esta conclusion es apoyada por el hecho de que la
administracion intracerebral de L-NAME, ODQ o KT5823 (inhibidores de la via del ON),
redujeron la CL facilitada por la estimulacién vagino cervical, el Br-GMPc, la GnRH, la leptina
y la PGEZ2, asi como por la progesterona y sus metabolitos. Actualmente, estamos explorando
si ese mecanismo intracelular podria estar involucrado en la CL cuando se administra apelina-
13 directamente en el HVM.
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10. PERSPECTIVAS

La administracion de apelina-13 directamente en el HVM facilita la CL a los 30, 120 y
240 min. Estos resultados nos permiten proponer los posibles mecanismos involucrados en la
facilitacion de la CL facilitada por apelina-13; uno de ellos es explorar la via del ON-GC-PKG,
debido a que esta involucrada en la CL, para ello se pretende administrar directamente en el
HVM los antagonistas: L-NAME, ODQ y KT-5823. Un segundo mecanismo que podria
participar en la facilitacion de la CL es explorar la via de sefializacion en donde participa la
MAPK, para ello se puede administrar el inhibidor PD98059, ya que este se ha utilizado para

estudiar el papel de la apelina-13 en las etapas del ciclo celular, asi como en la CL.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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In normal hormonal conditions, increased neuronal activity in the ventromedial hypothalamus (VMH) induces
lordosis whereas activation of the preoptic area (POA) exerts an opposite effect. In the present work, we explored
the effect of bilateral infusion of different doses of the apelin-13 (0.37, 0.75, 1.5, and 15 pig) in both brain areas
on the expression of lordosis behavior. Lordosis quotient and lordosis reflex score were performed at 30, 120, and
240 min. Weak lordosis was observed following the 0.37 jig dose of apelin-13 at 30 min in the VMH of EB-primed

rats; however, the rest of the doses induced significant lordosis relative to the control group. At 120 min, all doses
induced lordosis behavior, while at 240 min, the highest dose of 15 g did not induce significant differences.
Interestingly, only the 0.75 pg infusion of apelin in the POA induced significant lordosis at 120 and 240 min.
These results indicate that apelin-13 acts preferably in HVM and slightly in POA to initiate lordosis behavior in

estrogen-primed rats.

1. Introduction

Estradiol (Ez) and progesterone (P) secretion occur during the
estrous cycles of mammal females; these physiological changes cause an
increase in neuronal activity in preoptic and hypothalamic regions that
control the timing of different female sexual behaviors. Activation in the
ventromedial hypothalamus (VMH) coincides with the expression of
lordosis; in contrast, increased neuronal activity in the preoptic area
(POA) facilitates proceptive behaviors (sexual solicitations and pacing
behaviors) but inhibits lordosis [1,2]. This suggests that short loop
feedback between the VMH and POA coordinates the timing and
expression of appetitive and consummatory aspects of female sexual
behavior. Initial studies used different strategies to demonstrate the
opposite effects of these brain areas on lordosis. For example, bilateral
lesions of the VMH cause a decrease in the expression of lordosis
behavior in ovariectomized (OVX) rats primed with E; and P [3]

whereas electrical stimulation of this region facilitates it. Conversely,
bilateral lesions of the medial POA facilitate lordosis [1] but inhibit
sexual solicitations [4].

There are abundant data in the literature showing the participation
of different neurotransmitter systems in the regulation of female sexual
behaviors in these brain areas (noradrenergic, cholinergic, serotonergic,
glutamate, or GABA systems, etc.). The role of GABA and glutamate in
these regions also follows a similar reciprocal pattern: Glutamate and
GABA actions in the medial POA are excitatory and inhibitory, respec-
tively, for lordosis [5], while the administration of those neurotrans-
mitters in the VMH has the opposite actions on lordosis [5-7]. Moreover,
E, priming increases GABA turnover in the VMH [8], an action likely
due to a function of increased synthesis of the GABA biosynthetic
enzyme GAD65 [9] through the activation of either the « or p isoform of
the E, receptor [10]. The increased GABA transmission in the VMH
disinhibits lordosis either by inhibiting local serotonin release (which

* Corresponding author at: Centro de Investigacion en Reproduccion Animal, Apartado Postal No 62, Tlaxcala, Tlax. c.p. 90000, Mexico.

E-mail address: oglezflo@gmail.com (O. Gonzalez-Flores).

https://doi.org/10.1016/j.neulet.2022.136518

Received 3 November 2021; Received in revised form 20 January 2022; Accepted 7 February 2022

Available online 9 February 2022
0304-3940/© 2022 Elsevier B.V. All rights reserved.

69



M. Garcia-Juarez et al

tonically inhibits lordosis behavior in the VMH [11] and/or by the in-
hibition of glutamate neurons). In turn, a large amount of vaginocervical
stimulation from male intromission and ejaculations that results in the
termination of female sexual behavior activates glutamate neurons in
the VMH [12].

At a macro level, the POA, VMH, and other hypothalamic regions
also show reciprocal relationships between different regulatory systems,
notably between feeding and sex, given that sufficient energy stores are
important for reproductive function. Interestingly, some peptide trans-
mitters that stimulate food intake (e.g., NPY, AGRP) inhibit sexual
behavior, whereas peptides that inhibit food intake (e.g., a MSH,
hypocretins/orexins, Substance-P, leptin) stimulate sexual behavior
[2,13]. Some of this regulation comes from peripheral sources, including
adipose tissue that secretes hormones called adipokines, such as apelin,
leptin, adiponectin, resistin, and visfatin, [14].

Apelin-13 is synthesized from an endogenous pre-proapelin precur-
sor, which is constituted of 77 amino acids and is enzymatically hy-
drolyzed into various active forms such as apelin-36 and apelin-13. The
last one is the shortest form showing the highest biological activity and
has been used in the most in vivo and in vitro experiments [15]. Apelin-13
has been detected in both a) peripherally, in the stomach, lung, heart,
adipose tissue, blood vessels, and b) in the central nervous system at
high concentrations [16.17]. High levels of apelin-13 were found in the
medial and lateral POA, where numerous intensely stained but low-
density neuronal bodies were observed [16,18]. Besides, a high den-
sity of apelin-positive nerve fibers was also found in the hypothalamus
[16]. Moreover, apelin-13 has been found in the hypothalamus-pituitary
gland-gonads axis where is considered an important factor in repro-
ductive events in both females and males [19].

At a molecular level, apelin-13 binds to the APJ receptor, which has
no subtypes [17], and both ligand and receptor have been widely
detected in neurons and oligodendrocytes of the CNS [20], suggesting
that apelin-13 plays an important role in the neuronal signaling pathway
[17]. APJ is coupled to a Gi protein which can inhibit activated adenylyl
cyclase and cAMP formation [18], thereby inhibiting the activation of
protein kinase A (PKA), a signaling pathway that has been widely
documented in the facilitation of female sexual behavior induced by a
variety of compounds [13,21,22]. However, apelin-13, upon binding to
its active receptor can also activate a Gq protein that in turn activates
phospholipase C (PLC), which transforms the membrane lipid phos-
phatidylinositol bisphosphate (PiP2) to generate diacylglycerol (DAG),
which in turn activates MAPK and inositol 1,4,5-trisphosphate, which
induces Ca>' release, activation of Ca?'/calmodulin kinase, and the
activation of the nitric oxide (NO) synthase pathway. Both protein ki-
nases and NO have also been implicated in the activation of lordosis
behavior in estradiol-primed OVX rats [22,23]. Interestingly, studies in
the hypothalamus and pituitary gland in the mouse showed that intra-
peritoneal administration of apelin-13 does not affect the release of
gonadotropin-releasing hormone (GnRH), but it reduces the release of
luteinizing hormone (LH) and follicle-stimulating hormone (FSH) from
the pituitary [19]. The mechanisms by which apelin-13 does this are not
yet known.

We have proposed previously that the facilitation of female sexual
behavior induced by a variety of chemical agents or by sensory stimuli
such as early vaginocervical stimulation is produced by the release of
GnRH [24]. Therefore, in the present work, we first analyzed whether
the intracerebral infusion of different doses of apelin-13 can induce the
expression of female sexual behavior (lordosis) and whether this
administration produces any differential effect between the VMH and
POA of OVX rats primed with estradiol benzoate (E,B).

2. Material and methods
2.1. Subjects

One hundred and three Sprague-Dawley female rats were bred in our
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colony. The females were sexually inexperienced with a bodyweight of
200-250 g at the start of the experiments. The animals were housed in a
room with an imposed light-dark cycle (14:10, with light off at 10:00
hrs) and a controlled temperature (21+ 2 °C). Subjects were fed with
Purina rat pellets and water ad libitum. Females were anesthetized and
OVX ventrally, then housed in groups of four until recovery. One week
after OVX, females were again anesthetized and implanted bilaterally,
using a Kopf stereotaxic apparatus (Tujunga, CA, USA), with stainless-
steel guide cannulae (22 ga, 23 mm; Plastics One, Roanoke, VA, USA)
directly into either the VMH (A/P —2.8 mm, P — 9.2 mm with respect to
bregma) or the POA (A/P —0.6. mm, P —8 mm with respect to bregma)
using the coordinates from the atlas of Paxinos and Watson [25]. The
cannulae were fixed to the skull through the use of serews and dental
cement. An insert cannula (30 ga) provided with a cap was introduced
into the guide cannula to prevent clogging and contamination. All sur-
gical procedures were done under xylazine (4 mg/kg) and ketamine (80
mg/kg) anesthesia and followed by sc injection of carprofen (5 mg/kg/
24 hs x 3 days sc). After surgeries, females were intramuscular injected
with procainic bencilpenicilin (22,000 1U/kg) and cristaline bencilpe-
nicilin (7500 1U/Kg) each 24 h by 3 days. Twenty-four males were
housed in the same room as the females in groups of 3 and were given
the same ad libitum access to food and water. The animal care and
experimental procedures were adhered to both NIH guidelines and the
Mexican Law for the Protection of Animals and approved by the CIN-
VESTAV animal care committee.

2.2. Drugs

E,B was purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) and
dissolved in sesame oil. Apelin-13 was purchased from Cayman Chem-
ical (Ann Arbor, Michigan, USA) and was dissolved in 10% DMSO.

2.3. Experiment 1. Dose-response effects of apelin-13 infusions into the
VMH on lordosis behavior

This experiment determined whether apelin-13 elicits lordosis
behavior when administered into the VMH. One week after cannulae
implantation, the rats were injected s.c with 5 pg of E,B at hour 0. Forty
hours later, independent groups of females received infusions of
different doses of apelin-13: 0.37 pg (n = 9), 0.75 pg (n = 10), 1.5 ug (n
=10) or 15 pg (n = 10). The doses were determined from the work of
Sandal, et al. [19]. Control animals (n = 9) received 10% DMSO. Doses
were administered with a 10 pl Hamilton syringe in 1 pl per side over 1
min, with the infusion cannulae left in the guide for another min to let
the dose diffuse into brain tissue. Behavioral tests were conducted at 30,
120, and 240 min after apelin-13 administration.

2.4. Experiment 2. Dose-response effect of apelin-13 infusions into the
POA on lordosis behavior

This experiment determined whether apelin-13 alters lordosis
behavior when administered into the POA. One week after implantation
of cannulae into the POA, the rats were injected with 5 pg of E;B sc at
hour 0. Forty hours later, independent groups of females received
different doses of apelin-13: 0.37 pg (n =9), 0.75 pg (n = 10), or 1.5 pg
(n = 10). Control animals (n = 10) received 10% DMSO. Doses were
administered into POA with the same protocol as in the experiment 1.

2.5. Behavioradl tests

Females were placed into a circular Plexiglas arena (55 cm diameter)
that contained a sexually experienced and vigorous male until they were
mounted ten times. We determined for each female: (a) the lordosis
quotient [LQ= (number of lordosis/10 mounts) x 100], a measure of
sexual responsiveness; and (b) lordosis score [LS = (lordosis intensity/
10 mounts) x 10], which is on a three-point scale, as a mean reflex
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intensity. Both behavioral indices are based on Hardy and DeBold [26].

2.6. Statistical analysis

The effects of the different doses of apelin-13 versus control on the
LQ and LS only in the animals implanted in the VMH were evaluated at
each testing time by separate nonparametric Kruskal-Wallis analyses for
independent groups (significance level p < 0.05). For each significant
main effect, post hoc Mann-Whitney U tests were used to compare each
dose against the control [27] in animals implanted in both areas (VMH
and POA). The effect size was estimated using Cohen’s d for non-
parametric data [28].

2.7. Histological examination of cannulae placement

Twenty-four hours after completing the experiments, all the females
received an overdose of 800 mg/kg ip of sodium pentobarbital, and then
perfused intracardially with 0.9% saline to clear the brain, followed by
10% formalin to fix the brain tissue. Brains were removed and ery-
oprotected by immersion in 10, 20, and 30% sucrose solutions for 24 h,
respectively, and stored at —70C. Frozen brain sections (20 ym) were cut
with a cryostat Leica CM1520 in the transverse plane and stained with
cresyl violet to verify cannulae placement. Results from animals whose
cannulae were located outside the VMH (n = 9) or the POA (n = 7) were
removed from the experiment.

3. Results

3.1. Experiment 1. Dose-response effect of apelin-13 infusions into the
VMH on lordosis behavior.

Table 1 shows the LQ and LS obtained at 30, 120, and 240 min after
infusion of 0.37, 0.75, 1.5, and 15 pg of apelin-13 bilaterally into the
VMH. The Kruskal-Wallis test found significant differences in the LQ at
each of the three assessed times (all ps < 0.01). The Kruskal-Wallis test
also found significant differences in the LS at each of the three-time
points (all ps < 0.01). Post-hoc, Mann-Whitney U tests revealed statis-
tical differences in LQ as follows; for the dose of 0.37 pg, only at 120 and
240 min, for the doses of 0.75 ug and 1.5 pg at the three times tested,
while for the dosage of 15 g only at 30 and 120 min but not at 240 min,
for this reason, we did not test this dose in the POA. Fig. 1A shows

Table 1
Effect of injection of 0.37, 0.75, 1.5, and 15 ug of apelin-13, directly into the
VMH, on the lordosis quotient (LQ) and lordosis score (LS).

TIME (minutes)

30 120 240
Treatment Female mean + s.e. mean + s.e. mean + s.e.
response
Vehicle LQ 5.5+2.9 16.6 + 6.4 211 +6.7
Ls 0.5+ 0.3 22+0.9 2.4+ 07
Apelin-13, 0.37 LQ 233472 60.0 + 55.5 +
ug 9.5%* 11.4*
Ls 28+1 8.2 + 1.8** 7.6 + 1.8*
Apelin-13,0.75 LQ 48.0 +10**  79.0 + 82.0 +
ug 5.4%%% 6.4%%*
LS 7.5+ 2.1** 134 + 127 +
1.D¥es 1.5%%*
Apelin-13, 1.5 LQ 37.0 + 43.0 + 48.0 + 8**
ug 10.6%* 7.6%*
LS 6.1 4 2% 6.6 + 1.8%* 7.1 + 1.3**
Apelin-13,15pg  LQ 39.0 + 47.0 + 40.0 +10.7
7.3%* 10.1**
LS 5.8+ 1.4** 5.8 +1.3* 6.4+ 18

All dosages induced lordosis, the highest response was obtained by 0.75 pg/ul of
apelin-13 at the three times tested compared with the control group (DMSO). *p
< 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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bilateral cannulae placements within the VMH. Placements were largely
in the dorsolateral regions of this area.

Fig. 1A shows bilateral cannulae placements within the VMH and
POA. Placements were largely in the center of the VMH and POA, with
some in the ventrolateral region.

The effect size results confirm that the administration of apelin-13
directly in VMH effectively facilitated lordosis behavior, particularly
with the dose of 0.75 pg at the three times tested (Table 3).

3.2. Experiment 2: Dose-response effect of apelin-13 infusions into the
POA on lordosis behavior.

Table 2 shows the LQ and LS obtained following infusions of 0.37,
0.75, and 1.5 pg of apelin-13 to the POA. Unlike the VMH, the control
animals that received DMSO into POA showed a marked increase in the
display of lordosis behavior. Although at 120 and 240 min the lordosis
induced by the 0.37 pg and 0.75 pg doses are clear; however, the Mann-
Whitney U test showed significant differences only with the dose of 0.75
ng when compared to the control group. It is interesting to note that in
the case of LS, a significant response was only found at 240 min with the
dose of 0.75 pg. Fig. 1B shows bilateral cannulae placements within the
POA. Placements were largely in the dorsolateral regions of this area.

The effect size results for this experiment confirm that apeline-13
administered directly in the POA did not produce a robust effect on
lordosis (Table 3).

4. Discussion

The results show that infusions of apelin-13 into the VMH facilitate
lordosis behavior in OVX, E,B primed rats in a dose- and time-dependent
manner. POA infusions had a weaker effect as only the 0.75 pg dose
induced lordosis at 120 min. Although this dose was also the most
effective following infusions to the VMH. The fact that this dose induced
clear lordosis behavior following infusions to the POA implies that
disinhibition induced the facilitation. Female sexual behaviors, solici-
tations and lordosis are regulated by the POA and VMH which exert
opposite effects, such as activation of the POA facilitates solicitations
and inhibits lordosis, while activation of the VMH facilitates lordosis
[1,29]. Some features of the response to apelin differ from those
observed in response to induced by the combination between estrogen
and P since apelin-13 does not induce solicitations.

McCarthy et al. [5] showed a differential effect between both brain
areas where an increase in GABAergic activity in the VMH facilitates
lordosis whereas in the POA inhibits this behavior. The lesion and
electrical stimulation studies, and the effects of different compounds
such as progestins and amino acids, infused directly into the POA, de-
creases the excitability of POA neurons inducing a tonic inhibition of
lower neuronal structures and eliciting lordosis expression [1,5,7]. Such
an effect could be utilized to provide a timing mechanism for mutually
exclusive sexual behaviors like solicitations and lordosis, that require
opposite motor patterns (e.g., headwise orientation and runaway). Work
from our laboratory coincides with the present apelin-13 effects since
the administration of different ring A reduced P-metabolites induced
clear lordosis behavior when administered in cerebral nuclei [30], or as
implants of P directly in the POA [31]. It is not clear why 0.75 ug of
apelin-13 infused into the POA (at 120 and 240 min) was the only dose
that significantly induced lordosis. Could be that the lesions produced by
the implants in the POA in animals that received vehicle, showed greater
lordosis behavior than animals that also received the vehicle in the
VMH: which supports the idea that POA lesioning favors the appearance
of female sexual behavior in estrogenized rats. Most of the doses infused
in that area were unable to inhibit the inhibition of the POA and
therefore did not induce significant lordosis. The 0.75 pg dose possibly
facilitated lordosis by interacting with higher affinity on APJ receptors
causing greater POA inhibition. Further studies are required to test this
hypothesis.
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Fig. 1. Fig. 1A shows bilateral cannulae placements within the VMH and POA.

Table 2
Effect of the injection of 0.37, 0.75, and 1.5 g of apelin-13, directly in the POA,
on the lordosis quotient (LQ) and lordosis score (LS).

TIME (minutes)
30 120 240
Treatment Female mean +s.e. mean-+s.e.  mean +S.e.
response
Vehicle LQ 31+7.5 35+75 42+11.4
LS 36 +09 49 +13 5414
Apelin-13, 0.37 LQ 31.1+112 60+13.1 63.3+12.0
ug LS 46 + 16 9.8 +24 93419
Apelin-13,0.75 LQ 48 +11.3 67 +11L1* 73 +121*
ug Ls 6+14 88 +17 123 +2.3*
Apelin-13, 1.5 pg LQ 17 + 9.0 35+11.9 40 +12.0
LS 2+1.0 58 +21 6.1 +21

Dose of 0.75 pg/pl of apelin-13 elicits lordosis behavior at 120 and 240 min after
its administration compared with the control group (DMSO). *p < 0.05.

The cellular mechanism by which apelin-13 induces such behavior in
these brain areas has never been studied. However, apelin-13, at the
peripheral level, regulates the functioning of the cardiovascular system
through its action on blood vessels and the heart [32]. Apelin-13 gen-
erates a decrease in blood pressure through the NO pathway [33], and
increase in cardiac contractility [32]. Moreover, apelin-13 and its APJ
receptor have been detected together in neurons within different brain
regions [17]. Thus, apelin-13 has been implicated in several behavioral
phenomena such as antinociceptive processes involving p-opioid re-
ceptors [34] or in learning events and memory consolidation involving
a-adrenergic, serotonergic 5-HT2, cholinergic, dopaminergic,

Table 3
Effect sizes for lordosis quotient in experiments 1 and 2.

Effect size (d) at three

test times
Administration Treatment 1 2 3
area
VMH 1 ul DMSO vs E;B + 0.37 pg of 0.944 1736 1.153
Apelin-13
1ulDMSO vs EsB + 0.75ugof 1786 1736  2.585
Apelin-13
1 pl DMSO vs EsB + 1.5 pg of 1.392 1.263 1.294
Apelin-13
1 ul DMSO vs E;B + 15 g of 2.027 1.326 0.523
Apelin-13
POA 1 pl DMSO vs E;B + 0.37 pg of 0.056 0739 0.65
Apelin-13
1 ul DMSO vs E,B + 0.75 ug of 0.506 1.002 1.002
Apelin-13
1 ul DMSO vs EsB + 1.5 pg of 0.658 0.17 0.017
Apelin-13

GABAergic, and NO systems [24]. These neurotransmitters are impor-
tant regulators of female sexual behavior in E,-primed rats [5,21,23].
Based on this, we could speculate that apelin-13 may be modulated by
several agents to regulate the expression of female sexual behavior. For
example, it has been shown that apelin synthesis is significantly regu-
lated by several agents as: growth hormone or insulin, especially in
adipose cells [35]. In addition, several transeription factors have been
identified that regulate the expression of apelin gene promoters, and the
expression of this compound is induced by some cytokines associated
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with the Stat3 protein [36].

We have shown that lordosis is induced by different agents through
the release of GnRH, since intracerebral administration of the GnRH-1
receptor antagonist, antide, reduced lordosis induced by these agents
[37]. However, it has been proposed that intraperitoneal injection of
apelin-13 in mice does not affect GnRH release (although it is not known
if the same thing happens in the rat), so the lordosis behavior obtained in
this work by apelin-13 could be through a different neurochemical or
cellular mechanism. For example, a high number of proopiomelano-
cortin neurons of the arcuate nucleus express APJ receptor mRNA, and
the addition of an apelin-13 agonist increases a-melanocyte-stimulating
hormone (a-MSH) release from rat hypothalamic slices, whereas the
addition of an inactive fragment of apelin-13, does not [38]. This is in
keeping with the finding by Thody [39] that intraventricular adminis-
tration of a-MSH increased lordosis behavior in OVX female rats primed
with E,B alone or in combination with P [39]. Therefore, apelin-13
could induce lordosis indirectly through the release of « -MSH in EzB-
primed rats. However, in earlier experiments by the same group, they
argue that o -MSH had two effects depending on the level of receptivity
of the female; for example, in OVX rats which showed a low level of
sexual receptivity in estrogen and P treated females, sc injections of «
-MSH increased the lordosis response, but in rats showing high recep-
tivity, this peptide had the opposite effect and decreased lordosis
behavior. This is likely due to « -MSH acting on MC3 receptors in the
VMH to induce lordosis and MC4 receptors in the POA to induce solic-
itations [38]. However, the selective MC4 agonist bremelanotide en-
hances solicitations selectively in the POA without altering lordosis in
OVX rats primed with either E, alone or E,P [38,39].

As previously demonstrated, apelin-13 can modulate the effects of
NO, not only peripherally in the process of blood pressure-lowering
[33], but also centrally in learning and locomotion processes [24].
ICV administration of apelin-13 elicited a marked activation of loco-
motion in a dose-dependent manner, whereas administration of L-
NAME, an inhibitor of NO synthase, inhibited this behavior [40].
Therefore, it could be speculated that apelin-13 induces female sexual
behavior in E,B-primed rats through NO production. In support of this
idea, lordosis that is induced by different chemical agents can be
reduced or blocked by intracerebral administration of inhibitors of the
enzymes involved in intracellular cascading exerted by NO, for example,
L-NAME, ODQ (inhibitor of soluble guanylate cyclase) or KT5823 (in-
hibitor of protein kinase G) [23].

In summary, the present results indicate that, regardless of their
mechanism of action, apelin-13 can induce significant lordosis behavior
when infused into either the VMH and only with a dose of 0.75 pg at 120
min in the APO to E,B-primed rats. Elucidation of the functional sig-
nificance of these findings, as well as the precise cellular mechanisms by
which apelin-13 exerts this effect will require further study, especially
exploring whether it does so indirectly through the release of a-MSH or
through the NO system or by other intracellular signaling pathways such
as protein kinase A (PKA) or by MAPK.
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