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Resumen

La conducta de lordosis (CL) en la rata es inducida por la accion secuencial entre el estradiol
(E2) y la progesterona (P) o bien por compuestos con diferente estructura quimica como la
prostaglandina E2 (PGE>) y oxitocina (OXT), cuyo efecto sea probablemente a través de la
liberacion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el hipotalamo. Este péptido
al unirse a sus receptores GnRH-1 localizados en la membrana de neuronas postsinapticas
provoca la liberacién de segundos mensajeros que son los responsables de fosforilar a sus
respectivas proteinas cinasas. Por lo tanto, cuando el receptor de progesterona (RP) es
activado, a través de la fosforilacion en los aminoécidos de serina, se despliega la CL.
Actualmente existe controversia si las neuronas productoras de GnRH contienen receptores a
estrégenos o de otro tipo como los de OXT o de PGE>. Sin embargo, se ha demostrado que los
astrocitos cercanos a las neuronas liberadoras de GnRH expresan receptores a OXT, por lo que
al ser activados provocan la sintesis y liberacion de PGE2, que, a su vez, activan a sus
receptores membranales localizados en las neuronas liberadoras de GnRH provocando la
liberacion de GnRH.

Se ha propuesto que estos compuestos con estructura no esteroidal desencadenan la CL a
través de la liberacion de GnRH, por lo tanto, proponemos que la via que desencadena OXT
involucra la sintesis de PGE: probablemente desde los astrocitos y culmina con la liberacion
de GnRH.

Estudios recientes demuestran que la administracion intracerebroventricular (ICV) de OXT
induce un claro comportamiento de lordosis (cociente de lordosis e intensidad de lordosis) en
ratas preparadas con estrogenos. El presente estudio explord la hipétesis de que la via OXT-
PGE> -GnRH (una via producida en los astrocitos) estd involucrada en la facilitacion del
comportamiento de la lordosis mediante la administracion ICV de OXT (2 pg). En el
experimento 1, probamos la participacion del receptor de OXT (OXTR) mediante la infusion
del antagonista de OXTR, atosiban. La lordosis inducida por OXT se redujo
significativamente a los 30 y 120 minutos por la infusion previa de atosiban. En el
experimento 2, estudiamos los efectos de la aspirina (inhibidor de COX2) y ONO-AE3-208

(antagonista del receptor de prostaglandina EP4) sobre la lordosis inducida por OXT. Las



infusiones de ambos compuestos inhibieron la lordosis inducida por OXT a los 120 y 240 min.
En el experimento 3, se evalud la participacion de antide inhibidor del receptor de GnRH-1 en
la lordosis inducida por OXT. Estos resultados indican que la via OXT / PGE2 / GnRH esta
involucrada en la expresién del comportamiento de lordosis inducida por OXT, un efecto que
puede estar ocurriendo directamente en los astrocitos hipotaldmicos.



1. INTRODUCCION

1.1. El ciclo estral de la rata

El ciclo estral en las hembras de los mamiferos se define como el intervalo de tiempo
comprendido entre dos ovulaciones, el cual es acompafiado por la manifestacion de la
conducta de estro. Sin embargo, la rata presenta un ciclo estral de corta duracion (4 o 5 dias)
debido a la falta de un cuerpo luteo funcional; a pesar de ello, se pueden observar cuatro
diferentes etapas (proestro, estro, metaestro y diestro, ver tabla 1) las cuales se caracterizan

por cambios a nivel endocrinoldgico, histolégico y conductual (Freeman 2005).

Proestro

Este periodo presenta una duracion de 12 a 14 horas y es donde la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH en inglés) se libera de la eminencia media hacia el sistema venoso
portal hipofisiario, viaja hacia la hipofisis anterior y al actuar sobre sus células blanco,
provoca la secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH en inglés). Esta hormona, al
actuar sobre los ovarios, induce un crecimiento folicular que produce la secrecion de
cantidades crecientes de estrogenos, principalmente 17-p estradiol (Tabla 1), el cual al ejercer
sus efectos sobre el hipotalamo provoca la liberacion de GnRH (Guerra-Araiza y cols. 2003).
A su vez, GnRH puede activar a sus receptores ubicados en la hip6fisis anterior provocando la
liberacion de la hormona luteinizante (LH en inglés) hacia la circulacion sanguinea, a través
de la cual, viaja hasta el ovario en donde actia sobre el foliculo maduro para producir la
ovulaciéon y la posterior formacion del cuerpo ldteo, el cual producira y secretard a la
progesterona hacia el torrente circulatorio (Freeman 2005). De manera muy importante,
durante la tarde-noche de esta fase del ciclo estral, se observa un pico en los niveles
plasmaticos de progesterona (P), lo que permite que la rata manifieste su conducta sexual
(Freeman 2005) sin embargo, para que el cuerpo liteo sea funcional durante la gestacion o en
la pseudogestacion, se requiere de la copula, ya que la estimulacion vagino-cervical provista
por el macho esta asociada a un incremento en los picos de secrecion de prolactina (Freeman y
Neill 1972, Butcher y cols. 1972) en sangre, y se ha demostrado que durante la gestacién o en

la pseudogestacion (Freeman y Neill 1972, Freeman y cols. 1974) existe una elevacion en los



picos de esta hormona. Ademas, la elevacion en los niveles de prolactina se ha asociado con
una disminucion en la concentracion de dopamina (De Greef y Neill 1979) asi como el
incremento de OXT (McKee y cols. 2007).

Estro

Esta etapa tiene una duracion de 25 a 27 horas y es cuando la hembra muestra el maximo nivel
de receptividad sexual (periodo en donde puede copular con el macho). Durante esta fase, los
niveles plasmaticos de P (proveniente del cuerpo luteo recién formado) continGan elevados
(Freeman 2005), provocando una disminucion en la liberacion hipotaldmica de GnRH y por lo
tanto la disminucidn de la secrecion de las hormonas hipofisarias, lo que impide el crecimiento
de foliculos nuevos y a consecuencia de ello no se produce una segunda ovulacion dentro del

mismo ciclo estral.

Metaestro

Esta fase es relativamente breve, ya que muestra una duracion de 6 a 8 horas y es el periodo en
el cual la conducta de estro ya no se presenta. Sin embargo, el cuerpo liteo recién formado
produce otro pico de P (Freeman 2005) que al no existir gestacion rapidamente deja de ser

funcional, es decir, deja de secretar P.

Tabla 1. Concentraciones plasmaticas de 17-4 estradiol y progesterona (P) en suero de rata

durante el ciclo estral.

Tabla 1
Dia Estradiol (pg/ml) Progesterona (ng/ml)
Metaestro 1554 +1.01* 12.83 +£2.33+
Diestro 8.04 + 2.63 10.47 +£4.73
Proestro 3857 +4.77& 5.90 + 2.57
Estro 6.82 +1.33 4.63+1.37




Las concentraciones de ambos esteroides fueron determinadas por radioinmunoensayo y los
datos estan expresados como la media * error estandar. Modificado de Guerra-Araiza y cols.
2003.

Diestro

Es la etapa de mas larga duracion, entre 55 y 57 horas en la cual la rata no copula debido a que
los niveles de progesterona producida por los ovarios se encuentran muy elevados,
provocando la disminucidn del namero de receptores a GnRH en la hipéfisis anterior (Witcher
y cols. 1984), lo que conlleva a un efecto antiestrogénico por el cual se mantiene bajos los
niveles de 17-B estradiol, generando un periodo de reposo en la actividad hipofisiaria. Si no se
ha producido la implantacion embrionaria al final del diestro, las concentraciones de
progesterona generadas por el cuerpo luteo en regresion disminuyen e inicia un incremento en
las concentraciones de 17-f estradiol proveniente de las células de la granulosa, lo que
provoca la activacion de la hipofisis anterior y por lo tanto el reinicio de un nuevo ciclo estral
debido a la liberacion de FSH (Freeman 2005).

1.2. Conducta de estro en la rata

La conducta de estro en la rata tiene como proposito establecer contacto suficiente con un
macho sexualmente experto para copular con él (Beach 1976, Erskine 1989, Micevych y
Dewing 2011). Esta expresion de la conducta de estro se debe a la accion sinergica entre el 17-
B estradiol y diferentes moléculas como: P, GnRH, PGEZ2, etc., lo que ocasiona que la hembra
despliegue una serie de aspectos caracteristicos de su estado reproductivo, con la finalidad de
que sean detectados por el macho y lo motiven para que se produzca la copula (Beyer y cols.
2003).

Los aspectos que caracterizan la conducta de estro han sido definidos como: atractividad,
proceptividad y receptividad, los cuales se presentan durante la tarde-noche del proestro. La
atractividad se define como los cambios a nivel morfoldgico y fisioldgico, por ejemplo,
cambios en la coloracién del area genital y la produccion de feromonas (Beach 1976, Beyer y
cols. 2007). La proceptividad se refiere a la serie de conductas estereotipadas que la hembra
despliega y que son dirigidas hacia el macho, estimulandolo a copular con ella. Las conductas

proceptivas se pueden clasificar en tres tipos, a) el brincoteo (0 hopping en inglés), el cual



consiste en pequerfios saltos efectuados por la hembra sobre sus cuatro patas; b) carreras cortas
(o darting en inglés), que consiste en carreras en forma de zig-zag que terminan abruptamente
cuando la hembra adopta una postura agazapada para permitir ser montada por el macho y c)
orejeo (o ear- wiggling en inglés), el cual consiste en un movimiento de las orejas, debido a la
vibracion de alta frecuencia de la cabeza de la hembra a consecuencia de la monta del macho
(Beach 1976) o previo a la monta. Finalmente, tanto en la rata como en las hembras de otras
especies de mamiferos, el patrdn conductual mas significativo de la receptividad sexual es la
adopcion de la Conducta de Lordosis (CL), la cual es un reflejo que se presenta cuando el
macho monta a la hembra (Figura 1).

Este reflejo consiste en la dorsiflexion de la columna vertebral acompafiada de la elevacion de
la region perigenital, seguida por un movimiento lateral de la cola (Komisaruk y Diakow
1973), que permite la intromision del pene dentro de la vagina (Hardy y DeBold 1972, Beach
1976, Beyer y cols. 2007, Micevych y Dewing 2011). La receptividad sexual en la rata hembra
se evalia mediante el cociente de lordosis (LQ del inglés lordosis quotient, Hardy y DeBold
1972, Beach 1976, Micevych y Dewing 2011), el cual resulta de dividir el nGmero de veces
que la hembra hace lordosis en diez oportunidades de ser montada por el macho entre diez y el
resultado multiplicado por cien. Ademas, Hardy y DeBold (1972) con el fin de evaluar la
intensidad de la lordosis (IL) propusieron una escala que va de 0 a 3, dependiendo del grado
de dorsiflexién de la columna vertebral que manifieste la hembra al ser montada por el macho
(Figura 1). La IL es un parametro cualitativo, que nos indica que tan receptiva se encuentra la
hembra, pues la IL esta asociada a la potencia del agente lordogénico en cuestion para inducir
CL (Hardy y DeBold, 1971).

1.3. Regulacion hormonal de la conducta de lordosis en la rata

Diferentes hormonas sexuales, principalmente el 17-B estradiol y la progesterona activan a
diversas estructuras cerebrales que se encuentran involucradas en el despliegue de la CL en
roedores (Beach 1942, Edwards y cols. 1968, Beyer 1980). Por ejemplo, el incremento gradual
en la secrecion de 17-f estradiol por los ovarios durante las primeras horas del ciclo estral en
la rata, alcanza su nivel maximo en la tarde del proestro (Tabla 1). Unas horas después de que

ocurre el pico de 17-p estradiol, el ovario comienza a secretar, a traves de las células de la teca



interna, a la progesterona, alcanzando su nivel més alto en la noche del proestro (Edwards y
cols. 1968, Ichikawa y cols. 1974, Clemens y Weaver 1985) este evento coincide con el inicio
de la receptividad sexual.

Por lo que se ha propuesto que el 17-B estradiol sensibiliza a las areas cerebrales relacionadas
con la expresién de la CL, como son el area predptica media (APOm), el nicleo ventromedial
del hipotdlamo (HVM), sustancia gris central mesencefélica, habénula, etc., mientras que la
progesterona es la encargada de disparar dicho comportamiento (Edwards y cols. 1968,
Yanase y Gorski 1976, Beyer 1980). Esta idea se apoya por el hecho de que al realizar la OVX
en la tarde del proestro, es decir, antes del pico preovulatorio de progesterona, la hembra no
despliega la CL a pesar de haber estado expuesta a niveles maximos de 17-f estradiol (Powers
1970).

Lordosis grado 0 Lordosis grado 1
w 1_-__-___1(
Lordosis grado 2 Lordosis grado 3

Figura 1. Escala de la intensidad de lordosis, en donde se muestran los diferentes grados de intensidad de
lordosis que la rata en estro presenta al ser montada por un macho sexualmente experto. Modificada de Hardy y
DeBold (1972).



En cambio, si la OVX se realizara después de ocurrido el pico de progesterona (Moreines y
Powers 1977), la rata aun manifestara CL al ser montada por el macho (Powers 1970, Clemens
y Weaver 1985). Ademas, se sabe que la CL en las ratas OV X, puede ser inducida por la
inyeccion de dosis repetidas de diferentes estrogenos, tal es el caso de los estudios
sistematicos realizados por Beyer y cols., en la década de los 70s (Beyer y cols. 1971, Morali
y Beyer 1979), en los que demostraron que el 17- estradiol es el estrogeno mas potente para
inducir receptividad en la rata OV X, seguido por la estrona y el estriol. Por otros estudios es
bien sabido que la dosis de 17-B estradiol, administrada al animal, est4 relacionada con la
expresion de los componentes de la conducta de estro, por ejemplo, la intensidad de la
dorsiflexion de la columna es mayor en relacion al incremento de la dosis de esta hormona,
asi como también la frecuencia mostrada por la hembra de las diferentes conductas
proceptivas se incrementa, aunque se considera que esto se debe mayormente a los efectos de
la progesterona , (Hardy y DeBold 1972, Whalen 1974, Fadem y cols. 1977). En ratas OVX
tratadas con dosis crecientes de Benzoato de estradiol (BE) la latencia de respuesta con
lordosis a la monta del macho es menor en comparacion con la duracion y la intensidad de
lordosis. (Zemlan y Adler 1977).

Si bien, la CL es facilitada por la sola administracion de diferentes estrogenos a ratas (Beyer y
cols. 1971) y cobayas OVX (Pfaff y Sakuma 1980), como se menciond en secciones
anteriores, la inyeccion de progesterona incrementa el nivel de receptividad (aumenta el LQ, la
IL y la proceptividad) en comparacion con el nivel obtenido con la sola infusién de estrégenos
(Beach 1942, Zucker y Goy 1967, Edwards y cols. 1968). Sin embargo, para que la
progesterona induzca CL es de suma importancia que las hembras hayan estado previamente
expuestas a estrogenos por un periodo minimo de tiempo, entre 12 y 18 horas, ya que con ello
se puede asegurar la produccion en la sintesis de diferentes proteinas, como el RP (Parsons y
cols. 1980). Por lo tanto, la latencia para que las ratas OV X pretratadas con BE muestren CL
después de la inyeccion de la progesterona depende de la via y la forma de administracion
utilizada. Por ejemplo, si la P se administra por via subcutanea (sc), la receptividad aparecera
entre 2 y 6 horas después (Glaser y Barfield 1984), mientras que cuando se inyecta por via
intravenosa, esta hormona (Kubli-Garfias y Whalen 1977) produce que la latencia de la

lordosis sea menor y se comience a observar alrededor de los 5 a 10 minutos post-inyeccion



(Ross y cols. 1971, Kubli-Gérfias y Whalen 1977). Ademas, se sabe que cuando la P es
administrada directamente al tejido nervioso relacionado con la lordosis, HYM o APOm, en
forma de cristales (Glaser y cols. 1985) la latencia de aparicion de la lordosis se acorta
significativamente, en relacién al efecto que se produce cuando la progesterona es
administrada por via sc (Beyer y cols. 2003), sin embargo, cuando la administracion es
intravenosa la latencia de la CL es mucho mayor. En relacion a esto , Beyer y cols. (1988),
demostraron que la administracion de diferentes progestinas (progesterona, o algunos de sus
metabolitos como la Sa-pregnandiona, la 20a- y 20B-OH-pregnanona, la 5B,3p; 5a,3f y la
5a,3a -pregnanolona) en microdepositos oleosos directamente en el HVM o en el APOm,
indujeron la CL con latencias muy cortas, esto debido a que los compuestos pudieron
difundirse mas facilmente que cuando son administrados en cristales en esas mismas areas
cerebrales (Beyer y cols. 1988). Por ejemplo, se ha encontrado que la 5f, 3 pregnanolona, un
metabolito de la progesterona es muy efectiva para inducir CL tanto implantada en forma de
cristales (Rodriguez-Manzo y cols. 1986) como administrada en microdepositos oleosos en el
APOm. Ademas, la administracion en soluciones oleosas directamente en el APOm y en el
HVM de progestinas Sa reducidas (50, 3o pregnandiona y Sa, 3B pregnanolona), también
inducen intensa CL en ratas OV X pretratadas con BE (Beyer y cols. 1988). Sin embargo, se ha
encontrado que algunas progestinas administradas en cristales en el APOm son muy poco
efectivas en inducir CL (Rodriguez-Manzo y cols. 1986). Este efecto pudiera deberse a
problemas de difusion, ya que las progestinas diluidas en aceite pueden difundirse mas
rapidamente y tener una mayor area de absorcion que las que se encuentran en forma de
cristales (Hirano y cols. 1982). Estos factores pueden explicar la falta de respuesta que se tiene
con la aplicacién de cristales en el APOm en donde sus neuronas relacionadas con la
expresion de la CL tienen una distribucion muy separada (Morrell y cols. 1986). Una
estrategia ampliamente utilizada en nuestro laboratorio y que consideramos que nos permite
asegurar que el compuesto utilizado llegue a las areas cerebrales relacionadas con la expresion
de la CL es realizar implantes en el ventriculo lateral derecho, ya que con ello el liquido
cefalorraquideo llevara los compuestos a esas areas cerebrales. Ademas, esta técnica también
nos permite realizar curvas dosis-respuesta para conocer cuales son las dosis mas adecuadas

de los diferentes agentes lordogénicos, como la OXT.



1.4. Neuroanatomia de la conducta de lordosis

Médulo espinal

La informacion somatosensorial proveniente de la monta del macho a la hembra sobre la
region perianal, la grupa y los flancos durante la copula (Kow y Pfaff 1979) es transmitida
hacia las laminas Il, V y X de los segmentos lumbar 6 y sacro 1, 2 de la médula espinal (Figura 2)
(Chinapen y cols. 1992, Lee y Erskine 1996). Las contracciones vagino-cervicales desencadenan
la activacion de estas zonas, ademas de que varia dependiendo de las distintas fases del ciclo
estral (Ghanima y cols. 2000), dado que las hormonas esteroides desempefian un papel crucial
en este patron de activacion nervioso (Pfaus y cols. 1996). Asi, en trabajos de Komisaruk y
cols. (1972), demuestran que el tamafio de los campos receptivos de las neuronas sensoriales
de dichas regiones involucradas se incrementa cuando las hembras son tratadas con 17-§
estradiol, debido a que las neuronas sensitivas de las astas dorsales de la médula espinal
poseen RE. Ademas, de que diversos grupos de investigacion también han encontrado la

presencia del RP en motoneuronas de la lamina IX de las astas ventrales (Kow y cols. 1977).

Modulo del tallo cerebral

El tallo cerebral es indispensable para que la hembra realice con éxito la CL cuando es
montada por el macho, pues la informacién relacionada con la expresion de la CL y su
intensidad son procesadas en este modulo (Modianos y Pfaff 1976). Las estructuras activadas
durante la CL en el mddulo del tallo cerebral son las areas catecolaminérgicas Al y A2, asi
como las neuronas caudales del ntcleo del tracto solitario, el area tegmental ventral (Hubscher
y Berkley 1994, Cameron y cols. 2004, Coria-Avila y Pfaus 2007), el cerebelo (Paredes-

Ramos y cols. 2011), asi como el nicleo paragigantocelularis (Normandin y Murphy 2011a).
Modulo mesenceféalico

En el médulo mesencefalico se localizan la formacion reticular mesencefélica (FRM) vy la

sustancia gris periacueductal (PAG de sus siglas en inglés periaqueductal gray). Esta
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estructura es la mas estudiada del modulo mesencefélico, debido a que en diversos estudios se
ha encontrado que es activada durante la CL (Flanagan-Cato y cols. 2006, Normandin y
Murphy 2011b). Ademas, se sabe que la infusion de GnRH en la parte ventrolateral de esta
estructura induce CL (Riskind y Moss 1983). La PAG se considera como un punto central de
funciones del control motor y autonémico, ya que por un lado recibe proyecciones
descendentes de diversas regiones limbicas y ndcleos hipotaldmicos, particularmente el HYM
(Calizo y Flanagan-Cato 2002, Calizo y Flanagan-Cato 2003, Tupal y Faingold 2012),
enviando proyecciones descendentes a otras areas del tallo cerebral y la médula espinal
relacionadas con la CL (VanderHorst y cols. 2004, Loyd y Murphy 2006, Gerrits y cols.
2009). Por otro lado, la lesion de la PAG provoca la pérdida inmediata de la CL en ratas OVX
pretratadas con estrogenos y progesterona (Corodimas y Morrell 1990). Sin embargo, la
estimulacion eléctrica de ésta induce la expresion de dicha conducta en ratas OV X pretratadas
con 17-B estradiol (Pfaff y Sakuma 1979b).

Maodulo diencefélico

Diversos nucleos involucrados en la induccion de la CL se encuentran localizados en este
modulo cerebral. Uno de ellos, y tal vez el mas importante, es el HVM (Pleim y Barfield
1988), puesto que cuando se lesiona bilateralmente se disminuye considerablemente la
expresion de la CL tanto en ratas (Singer 1968, Malsbury y cols. 1977, Pfaff y Sakuma 1979a)
como en hamsters (Malsbury y cols. 1977) con ciclos estrales normales. En caso contrario, la
estimulacion eléctrica del HVM induce la lordosis en ratas pretratadas con dosis bajas de BE
(Pfaff y Sakuma 1979a). Sin embargo, ni en la estimulacién eléctrica o la lesion de este nucleo
cerebral se muestran efectos inmediatos, ya que son necesarios periodos de tiempo
prolongados para determinar su efecto sobre la induccion o la disminucion de la lordosis.
Gracias a estudios de inmunocitoquimica se ha determinado la importancia del HVM en la
regulacion de la CL, pues las células de este nlcleo poseen RE y RP (Pfaff y Sakuma 1979a),
por lo que al administrar cantidades pequefias de progesterona directamente en el HVM
desencadena la expresion de la CL en ratas OV X pretratadas con BE (Blaustein y cols. 1987).
Ademas, la estimulacion del clitoris activa la porcién dorsomedial del HVM (Parada y cols.

2010), mientras que las intromisiones que recibe la hembra por parte del macho activan el
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nacleo talamico subparafascicular parvocelular medial (Coolen y cols. 1996, Veening y
Coolen 1998). De igual manera, se ha llegado a identificar diversas estructuras cerebrales que
son activadas después de que se produce la CL, como es el nlcleo arqueado (Erskine 1993,
Parada y cols. 2010), el ndcleo hipotalamico dorsomedial del hipotadlamo (Erskine 1993, Tetel
y cols.1993), la region premamilar (Coolen y cols. 1996, Pfaus y cols. 1996), asi como el
nacleo hipotaldmico (parvo y magnocelular); (Flanagan y cols. 1993, Yang y Voogt 2002,
Cameron y Erskine 2003).

El &rea tegmental ventral (ATV) y el ndcleo habenular son centros nerviosos relacionados
también con la expresién de la CL, ya que como en el HVM, los implantes de progesterona o
progesterona conjugada con suero de albumina en el ATV inducen CL en el hdmster y la rata
(DeBold y Malsbury 1989, Frye y cols. 1996). Pues se ha reportado que, las lesiones del
nacleo habenular reducen las conductas proceptivas y receptivas en ratas OV X tratadas con BE
(Rodgers y Law 1967, Modianos y cols. 1975).

Modulo del cerebro anterior

Forman parte de esta region cerebral, el APOm, el septum, el bulbo olfatorio, etc., areas que se
conoce que ejercen efectos inhibitorios sobre la CL, por ejemplo, la lesion en el APOm de la
rata hembra adulta OVX induce la receptividad sexual (Malsbury y cols. 1981). Ademas, en
las hembras que han sido lesionadas en esta area requieren menor cantidad de estrégenos para
mostrar CL en comparacion con las hembras OV X que no han sido lesionadas (Singer 1968,
Powers y Valenstein 1972).

Por otro lado, los estimulos eléctricos aplicados en el APOm provocan una disminucion de la
CL y un aumento de las conductas de rechazo en ratas intactas u OVX previamente tratadas
con BE y progesterona (Sakuma y Pfaff, 1979a). La utilizacion de técnicas de autorradiografia
e inmunocitoquimica han demostrado que las neuronas del APOm poseen RE y RP (Pfaff y
Sakuma, 1979b), ya que implantes de 17-p estradiol en forma de cristales, directamente en
esta area, restauran la CL en hembras OVX (Sakuma y Pfaff 1979b, Wilcox y cols. 1984).
Ademas, cuando la progesterona es administrada en forma de cristales o disuelta en aceite
dentro del APOm de ratas OV X pretratadas con inyecciones sc de BE se observa este mismo

efecto (Rodriguez-Manzo y cols. 1986, Beyer y cols. 1988).
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Otras areas relacionadas con la disminucion de la CL en diferentes especies de roedores son el
septum y el bulbo olfatorio. El septum desempefia un efecto negativo en la CL en la rata, al
evitar los efectos facilitatorios del HVM (Segovia y cols. 2009). Ademas, en la lesion eléctrica
de este nucleo se observa que induce la expresion de la CL en ratas pretratadas con BE
(Tsukahara y Yamanouchi 2001, Tsukahara y Yamanouchi 2002, Tsukahara y cols. 2003,
Xiao y cols. 2005, Segovia y cols. 2009), sin embargo, en el caso del hamster, éste provoca el
efecto contrario, aparentemente debido a que incrementa la sensibilidad a 17-f estradiol y
progesterona (Nance y cols. 1974, Nance y cols. 1975). Por otro lado, la remocion del bulbo
olfatorio en ratas OVX tratadas solo con BE (Moss, 1971) o con BE mas progesterona

(McGinnis y cols. 1978) provoca un incremento en el LQ.

Estimulos taciles

Fommacion redcular
clel 2allo cerebeal

Figura 2. Esquema de la conducta de lordosis en donde se muestra la integracion de las sefiales sensoriales
recibidas en la hembra por la monta del macho y las de &reas del hipotdlamo tales como el HVM y el APOm por
accion del 17B estradiol y la progesterona, facilitando la sefalizacion descendente de motoneuronas
responsables de la contraccion de los misculos longissimus lateralis y transverso espinal-lumbar produciéndose
la dorsiflexién de la lordosis (Pfaff y col. 1994).
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1.5. El receptor intracelular a progesterona

El RP es una proteina a través de la cual la progesterona ejerce sus efectos (Blaustein y Feder
1979, O'Malley y cols. 1991). Las primeras caracterizaciones, asi como la distribucion tisular
de este receptor se realizaron gracias a la utilizacion de la progestina sintética R5020 (17, 21-
dimetil-19-nor-2,9-pregnandien-3-20 diona), la cual se sabe que se disocia mas lentamente del
RP que la propia progesterona (Philibert y cols. 1977) y asi forma un complejo hormona-
receptor mas estable. El uso del 3HR5020 permitié detectar la presencia de RP citoplasmicos
en diferentes organos (Mobbs y Liu 1990, Boivin y cols. 1994) como; utero, hipéfisis,
hipotdlamo, APOm, amigdala, corteza cerebral y mesencéfalo en diferentes especies de
mamiferos (Moguilewsky y Raynaud 1979, MacLusky y McEwen 1980). En el caso del
sistema nervioso central, el RP no solo ha sido detectado en las neuronas, sino también en
células gliales, principalmente los oligodendrocitos (Jung-Testas y cols. 1992). Se han descrito
dos poblaciones del RP en el sistema nervioso central de roedores gracias al uso de técnicas
bioguimicas e inmunocitoquimicas (MacLusky y McEwen 1978), una de las cuales se localiza
en el hipotalamo, esta es regulada por estrogenos, y la otra, mayormente distribuida en la
amigdala, cerebelo y corteza cerebral (MacLusky y McEwen 1980, Camacho-Arroyo vy cols.
1994) no modificada por estrogenos. Ademas, se conoce que los estrogenos inducen la sintesis
del RP en varios tejidos (MacLusky y McEwen 1978, Kastner y cols. 1990) pues se ha
detectado un aumento considerable en las concentraciones del RP en el Utero a las 24 horas
después de haber administrado BE a cobayos OVX. Sin embargo, no existe una relacion
directa entre la expresion del gen y la sintesis del RP en respuesta a 17-p estradiol, lo cual
sugiere la existencia de un control diferencial a nivel postranscripcional en diferentes tejidos
(Shughrue y cols. 1997).

Inicialmente, se encontré que el RP ubicado en el citoplasma al unirse a la progesterona,
forma un complejo hormona-receptor activo que se puede translocar hacia el nicleo (Blaustein
y Feder 1980, McGinnis y cols. 1981, Rainbow y cols. 1982) para unirse a la cromatina y
modificarla (Perrot-Applanat y cols. 1986, Mani y Portillo 2010).
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De igual forma se ha observado la localizacién de RP en el nlcleo y en el citoplasma en el
hipotadlamo (Blaustein y cols. 1988). Sin embargo, los receptores citoplasmicos podrian

explicar los efectos membranales de la progesterona en la CL (DeBold y Frye 1994).

Recientemente, estudios in vitro, reportan que, en ausencia de su ligando, la RP-A se
encuentra en el nucleo, mientras que la RP-B se encuentra en el citoplasma (Leslie y cols.
2005).

1.5.1. Caracteristicas estructurales y farmacoldgicas del receptor a progesterona

El RP presenta las mismas propiedades fisicoquimicas que los receptores clasicos de
esteroides, como son; alta afinidad, saturabilidad y especificidad, pertenece a la familia de los
receptores intracelulares que median los efectos nucleares de hormonas esteroidales, tiroideas
y de las vitaminas A y D. Actualmente, se han clonado tres isoformas del RP tanto en células
de humanos como de pollos; la isoforma A (RP-A) la B (RP-B) y la C (RP-C), con 94, 114 y
60 kilodaltones, respectivamente (Horwitz y Alexander 1983, McDonnell 1995).

Gracias a la clonacién y caracterizacion de los ADNs complementarios de cada uno de estos
tipos de receptores, sabemos que en el RP humano y del pollo (Conneely y cols. 1987, Misrahi
y cols. 1987) hay diferentes regiones del receptor como: a) el dominio de unién al ADN, que
muestra de 99-100% de conservacion entre los receptores a esteroides y consta de 70
aminoacidos aproximadamente, en el cual se localizan dos pliegues de aminoacidos
denominados dedos de zinc. b) el dominio de unién del ligando, este contiene
aproximadamente 250 aminoacidos y se ubica en el extremo carboxilo terminal de la
molécula. Este dominio es el sitio de union con la hormona, ademas es importante mencionar
que es esta region en donde se llevan a cabo los procesos de transactivacion y dimerizacion
gue son dependientes de la union con la hormona; c) la regidn de la bisagra, es una zona que
se localiza entre el dominio de unién al ligando y el dominio de unién al ADN, y es en donde
se encuentran las sefiales de localizacion nuclear; d) la regién del amino terminal, es una
zona con gran variacion en tamafio y composicién de aminoacidos de entre los receptores a

esteroides. Aqui es donde se llevan a cabo la mayoria de las fosforilaciones que se producen
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en el receptor, especialmente en los residuos de serina (posiciones 102, 294, 345) por
diferentes proteinas cinasas, incluyendo la MAPK 14 (serina 294), la caseina cinasa Il (ser 81)
y la cinasa dependiente de ciclina (serina 25, 162, 190, 213, 400, 554, y 676; Lange, 2004,
Hagan y cols. 2009). Actualmente se ha encontrado que la proteina cinasa C (PKC) también

fosforila al RP en la serina 400 (Gonzélez-Arenas y cols. 2015).

1.5.2. El receptor a progesterona como una fosfoproteina

Para llevar a cabo la fosforilacion de proteinas es necesaria la incorporacion de grupos fosfato
a los residuos de aminoacidos que contienen en su cadena lateral radical hidroxilo (OH), como
es el caso de la serina, treonina y tirosina. Un ejemplo son los receptores de esteroides, pues
como la mayoria de las proteinas muestran esa caracteristica y pueden ser fosforilados en
numerosos sitios en los que se localicen dichos aminoacidos, por lo que se han clasificado
como fosfoproteinas, que al ser fosforiladas sufren modificaciones covalentes que provocan la
regulacion de la mayoria de los procesos metabolicos.

Cuando el RP es fosforilado se desencadenan los siguientes efectos: a) contribuye en
diferentes procesos transcripcionales como en la interaccion con proteinas correguladoras
(Rowan y O'Malley 2000, Rowan y cols. 2003); b) regula la activacion transcripcional del RP
tanto ligando dependiente como ligando independiente (Labriola y cols. 2003); ¢) la migracion
del receptor en la célula (Lange y cols. 2000); d) la fosforilacion de la serina 294 del RP,
independiente del ligando, por la MAPK, induce la translocacion del receptor al nucleo,
ademas de servir de sefial para que se ubiquitinice y se provoque la degradacion del RP por
medio del proteosoma 26S (Qiu y Lange 2003); e) la fosforilacién del RP independiente del
ligando puede regular a los genes por una via de mecanismos no clasicos, por ejemplo, el
grupo de Bamberger y cols. (1996), demostrd que existe actividad transcripcional ligando

independiente del RP.
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1.5.3. Correlacion entre la concentracion del receptor a progesterona y la expresion de la

conducta de lordosis

Se sabe que con la administracion de estrogenos se induce la expresion de RP en las areas
cerebrales involucradas con la expresion de la CL en roedores (HVM y APOm) (MacLusky y
McEwen 1978, McEwen y cols. 1978, Moguilewsky y Raynaud 1979, Etgen 1984). Multiples
estudios se han llevado a cabo sobre la existencia de una posible correlacion temporal entre la
induccién del RP por estrégenos y la aparicién de la CL disparada por la inyeccién de
progesterona (Parsons y cols. 1980, Ahdieh y cols. 1986). Asi, Moguilewsky y Raynaud
(1979) demostraron que, en ratas OV X tratadas con BE, los niveles maximos de CL inducida
por la inyeccion de progesterona coincidian con los del RP hipotaldmico, mientras, que la
exposicion al BE por solo 12 horas era inefectiva tanto para inducir lordosis como para
aumentar los niveles del RP. Sin embargo, si se alarga el periodo de tiempo, de 24 a 48 horas,
después del pretratamiento con BE se encontrd una alta concentracion de RPs sintetizados.
Otros estudios mostraron que tanto en el HVM, el APOm, asi como en la hipofisis, existe una
correlacién temporal entre la induccién del RP y la aparicion de la CL en la rata. Por lo que se
realizaron estudios con la utilizacion del 3HR5020, como marcador de union con el RP
(Parsons y cols. 1982), y se encontrd que el inicio y la desaparicion de la CL inducida por
progesterona coincidia con la aparicion y desaparicion del RP después del implante y la
remocion de 17-B estradiol respectivamente. Sin embargo, otro estudio realizado por Blaustein
y Feder (1980) encontrd que la aparicion del RP en el HVM y en el APOm precede al inicio
de la CL inducida por progesterona en hembras de cobayos pretratadas con estrogenos.
También se mostrd que altas concentraciones de progesterona provocan la translocacién de los
RP del citoplasma hacia el nucleo celular de las neuronas del APOm y del HVM. Asi es como,
se demostro la existencia de una correlacion entre la activacion del receptor (uniéndose a la
cromatina) y el disparo de la CL inducida por progesterona (Blaustein, 1982).

Para poder demostrar la participacion de RP en diferentes procesos reproductivos se han
utilizado oligonucleétidos antisentido. Estos compuestos actlan a traves de diferentes
mecanismos de accién, por un lado, pueden interferir con la sintesis del RP bloqueando la

transcripcién del ARN mensajero que lleva la informacién que codifica para estos receptores,
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0 bien utilizando oligonucledtidos dirigidos para bloquear la traduccién del ARN para la
sintesis del RP. Asi, entonces la inyeccion de estos compuestos directamente en el HVM de
hembras OV X, disminuye significativamente la CL inducida por progesterona (Pollio y cols.
1993). también fue muy efectivo en reducir la CL cuando se aplicé a las 12 pero no a las 24
horas después del pretratamiento con BE. Ademads, las conductas proceptivas, que se ha
propuesto que son fuertemente dependientes de progesterona, también fueron suprimidas
(Pollio y cols. 1993).

Mani y cols. (1994), administraron, tanto los oligonucle6tidos antisentido como los sentidos
para la secuencia de ADN que codifica al ARNm para la sintesis de RP directamente en el
tercer ventriculo de ratas pretratadas con estrégenos, encontrando que tanto la proceptividad
como la receptividad inducida por progesterona fueron disminuidas en animales tratados con
oligonucledtidos antisentido. No asi en los animales que recibieron el oligonucle6tido sentido
que continuaron expresando CL normal. Es decir que presentaron lordosis grado 2, la cual se
caracteriza por que la hembra realiza la dorsiflexion de la columna vertebral, seguida por la
elevacion de la cabeza aproximadamente a un angulo de 30° respecto al suelo, acompafada de
una ligera extension de las patas delanteras, la elevacion de la grupa y un movimiento lateral
de la cola.

Ademas, la administracion tanto de oligonucleotidos antisentido como sentido para las
isoformas A y B del RP, muestran un papel diferencial de dichas variantes del RP sobre la CL
inducida por progesterona y por las progestinas reducidas en el anillo A (50-DHP y 58, 3p-
Pgl). Los resultados indican que existe un efecto diferencial de la RP-B con respecto a la RP-
A sobre la expresion de la CL inducida por progesterona y sus metabolitos reducidos en el
anillo A, ya que la administracion de oligonucleotidos antisentido para la RP-B, disminuyeron
la CL (Guerra-Araiza y cols. 2009).

1.6 Oxitocina

La OXT es una hormona peptidica conformada por nueve aminoacidos (Fig. 3), con un peso
molecular de 1007 Daltons (Du Vigneaud y cols. 1953), su liberacion ocurre en el ndcleo

supra optico (NSO) por las neuronas magnocelulares que proyectan sus axones hacia el
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interior de la neurohipofisis y por las pequefias proyecciones axonales de las neuronas
parvocelulares del ndcleo paraventricular (NPV), las cuales inervan a la amigdala, el

hipocampo, el nicleo accumbens y el septo lateral. (Flores-Acevedo 2016., Ross y cols.2009).

La OXT al igual que diversos neurotransmisores como el glutamato, acido Gamma-
aminobutirico (GABA), etc., se encuentra almacenada junto con su molécula transportadora
(neurofisina) en pequefas vesiculas que son liberadas por estimulos eléctricos al espacio
sinéptico, pero a diferencia de otros neurotransmisores, la OXT se puede difundir a través del
espacio extracelular (Ross y cols. 2009). Esta hormona participa en diversos procesos
reproductivos  (conducta sexual femenina y ereccion del pene), conductuales
(comportamientos sociales en mamiferos e interacciones sociales) y fisioldégicos (contraccion
uterina, eyeccion de la leche), (Gimpl y Fahrenholz 2001). A nivel reproductivo la OXT juega
un papel importante en la regulacion de la conducta sexual en hembras y machos (Lee y cols.
2009), ademas facilita la maduracion sexual a través de la estimulacion de la secrecion
pulsatil de GnRH (Yamanaka y cols. 1999, Bourguignon y cols. 1992) y la respuesta de
lordosis en la rata hembra (Arletti y Bertolini 1985) en machos, la OXT se encuentra
involucrada con la ereccion del pene, la actividad copulatoria y la eyaculacion (Pfaus 2009),
ademas del desarrollo del area perineal (Veening y cols.2015), de igual manera estimula la

contraccion uterina durante el parto y la eyeccion de leche (Caldeyro y Poseiro 1959).

En el caso de humanos, la OXT facilita el transporte de espermatozoides y évulos debido a
que participa en el aumento en la contractilidad de los musculos involucrados en este proceso
(Pfaus 2009). Ademas, estudios actuales demuestran que la OXT contribuye al deseo sexual y

la expectativa de recompensa en la mujer (Pfaus 2009).

A nivel conductual, la OXT facilita el comportamiento parental y afiliativo (Olazabal y cols.
2013, Lim y Young 2006, Uvnas-Moverg 1998), ya que diversos estudios muestran que el
comportamiento maternal en la mayoria de los mamiferos es inducido por cambios
hormonales que ocurren al final de la gestacion y al inicio del parto, periodo que coincide con
un incremento en los niveles de estrogenos y OXT en sitios especificos del cerebro (Lim y
Young 2006, Bridges 1996) area preoptica media y ndcleo ventral de la estria terminalis

(Numan y cols. 1977, Numan y cols. 1985).
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Figura 3. Estructura de la molécula de OXT. Modificado de Churchland, P. (2012).
1.6.1 El receptor de Oxitocina

Actualmente, solo se ha caracterizado un tipo de receptor de OXT el cual pertenece a la clase |
de la familia de los receptores acoplados a proteinas G, éste se encuentra compuesto por 389
aminodcidos distribuidos en siete dominios transmembranales (Fig. 4) (Manning y cols. 2012).
Por su localizacion se pueden dividir en dos grupos: a) los que se localizan en el SNC, de los
que se subdividen en receptores transitorios y receptores permanentes (Lee y cols. 2009) y b)
los que se localizan en el SNP ubicados en 6rganos como el Utero, placenta, glandula mamaria,
amnios, corazén, pancreas e higado (Flores- Acevedo. 2016). Se sabe que el gen que codifica
para este receptor posee 3 intrones y 4 exones: Los exones 1 y 2 contienen la region no
codificante 5, los exones 3 y 4 contienen el aminoacido codificante del receptor de oxitocina,
el intron 3 separa la region codificante después del dominio 6 y el exon 4 contiene la
secuencia codificante del septimo dominio, el COOH vy la regién no codificante 3" (Gimpl y
Fahrenholz 2001). La regulacion del gen que codifica para el receptor a OXT esta
correlacionada con el nivel de esteroides sexuales, especificamente el estradiol, dado que en
estudios anteriores las ratas OVX bajo administracion de estrdgenos mostraban un incremento
de los sitios de unidn del receptor OXT, de igual forma se sabe que la expresion del receptor a

estrbgenos no estd presente en las neuronas productoras de OXT conocidas como
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magnocelulares, pero si hay una respuesta a estrégenos en las neuronas parvocelulares ya que

estas presentan el receptor de estrégenos B.

Sin embargo, la sobre estimulacion de los receptores de oxitocina provoca una
desensibilizacion del receptor, la cual ocurre por fosforilacion y la posterior union a la

arrestina (Gerald y cols. 2001).
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Figura 4. Estructura esquematica del receptor de OXT en el que se muestran los 7 dominios transmembranales.
Modificado de Zingg y Laporte (2003).

Ademas, se ha demostrado que las neuronas productoras de OXT ubicadas en los astrocitos
participan en la liberacion de GnRH, ya que se encontrd que la expresion de receptores de
OXT eran abundantes en astrocitos hipotalamicos y ausentes en las neuronas GnRH (Panatier
2009), esto lleva a pensar en la posibilidad que OXT podria actuar de manera indirecta sobre
la liberacién de GnRH, a través de los astrocitos para inducir la liberacién de PGE2, ya que se
ha demostrado la presencia de receptores de PGE2 en las neuronas liberadoras de GnRH

(Anne-Simone y cols. 2008).

La OXT liberada de la neurohipo6fisis hacia el liquido cefalorraquideo y al sistema porta llega

a los receptores localizados en los astrocitos hipotalamicos provocando la sintesis de PGE2, la
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cual después de ser sintetizada, por las células gliales, se difunde rapidamente para unirse y
activar receptores especificos de prostanoides E (EP) los cuales se encuentran ubicados en las
neuronas GnRH (Sharif y cols. 2013).

1.6.2 Atosiban

Es un nonapéptido analogo de OXT considerado como antagonista, cuya formula es d [D. Tyr
(Et) 2, Thr 4] OVT (Manning y cols. 2012) estructuralmente es similar a la molécula de OXT
con modificaciones en las posiciones 1, 2, 4 y 8 ( Fig. 5). El extremo N del residuo de cisteina
se desamina para formar acido 3-mercaptopropanico en la posicién 1, en la posicién 2 la L-
tirosina se modifica a D-tirosina con un grupo etoxi que reemplaza al fenol, la treonina
reemplaza a la glutamina en la posicion 4 y la ornitina reemplaza leucina en la posicion 8
(National Center for Biotechnology Information., 2022). con alta afinidad por los receptores
de OXT de metabolismo rapido, el cual actta sobre el bloqueo de los receptores de OXT y que
tiene como consecuencia la ausencia de la manifestacion de la conducta sexual en hembras
(Pederson y Boccia 2002).

El mecanismo de accion de este farmaco se debe a que actta por competencia con OXT por
sus receptores, lo que conlleva a la inhibicion de la activacion de la via mediada por OXT
(Shubert, 1995). Adema Phaneuf y cols. 1994 mencionan que el uso de atosiban para evitar el
trabajo de parto prematuro en humanos ha sido exitoso ya que atosiban se une a los receptores
de oxitocina unidos a la membrana en el miometrio evitando los estimulos provocados por la
OXT en la produccion de trifosfato de inositol inhibiendo asi la liberacion de calcio y la
apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje y como consecuencia final la

disminucion en la frecuencia de las contracciones (Phaneuf y cols.1994).
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Figura 5 Representacién esquematica de la molécula de atosiban. Modificado de Manning y cols. (2012).

1.6.3 PGE2

La prostaglandina E2 (PGE2), es una hormona lipidica (Fig. 6) que participa en la activacion
de la receptividad sexual femenina, la cual al ser la hormona liberada desde los astrocitos
hipotalamicos provoca la liberacion de GnRH (Rodriguez- Sierra y Komisaruk 1977). Esta
hormona se sintetiza a partir del &cido araquidénico y del acido linoleico. Por lo tanto, una vez
que este aminoacido es liberado desde la membrana celular, es transformado en prostanoides
por la accion de las enzimas ciclooxigenasa 1 (COX-1), distribuida en la microglia,
hipocampo y neuronas corticales cerebrales, (Deininger y Schluesener 1999) y ciclooxigenasa
2 (COX-2), localizada en la corteza cerebral e hipocampo (Yamagata y cols. 1993). Su
biosintesis ocurre en tres etapas (Smith y cols. 2000); 1) La oxidacion del acido araquidénico
para formar una estructura ciclica; PGG2, 2) La peroxidacion de la PGG2 para originar a la
PGH2 que posteriormente se convierte en los prostanoides activos: PGD2, PGF2a y PGEZ2,
estos Ultimos son los encargados de interactuar con los receptores EP1, EP2, EP3 y EP4
localizados en neuronas liberadoras de GnRH. Este ultimo evento facilita la liberacion de
GnRH a través de distintas vias de sefializacion que dependen de la expresion del receptor
acoplado a proteina G (Baba y cols. 2001). Durante la activacion del receptor EP1 unido a Gq

se desencadena un aumento de Ca* libre intracelular (Sugimoto y Narumiya 2007), lo que
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provoca que los receptores EP2 y EP4 acoplados a Gs activen a la adenilato ciclasa
ocasionando un aumento en los niveles intracelulares de AMPc (Sugimoto y Narumiya 2007,
Clasadonte y cols. 2017). Al contrario, en el caso de la activacion del receptor EP3 disminuye
los niveles de AMPc a través de la inactivacion de la adenilato ciclasa (Sugimoto y Narumiya
2007, Clasadonte y cols. 2017).

oH

]
HO

Figura 6. Representacién esquematica de la molécula de prostaglandina. Modificada de Fernandez Piqueras y
cols. (2012)

1.6.4 Acido acetilsalicilico (aspirina)

El acido acetilsalicilico es quimicamente un éster acetilado formado por la asociacion de una
porcion de acetilo y una de salicilato (Fig.7), es una de las sustancias mas conocidas
perteneciente a la familia de los antiinflamatorios no esteroidales (AINES) que interfiere con
la sintesis de prostanoides, al inhibir a ambas isoformas de la COX (Hyun y cols. 2011). Esta
sustancia ejerce efectos analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios dependientes de la dosis
administrada a nivel sistémico los cuales se deben a la inhibicion de la biosintesis de PGE2
(Borriello, Stasi, 2013) dependientes de enzimas como COX-1 y COX-2 y gracias a trabajos
recientes fue que se demostro por primera vez que el acido acetilsalicilico se une a factores de
transcripcion en la region promotora de la COX-2 para lograr el efecto de inhibicion (Schror,
K.2009)
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Figura 7. Molécula de acido acetilsalicilico (aspirina). Modificado de Hyun y cols. (2011).

1.6.5 Receptores EP4 de PGE2

Los receptores de prostanoides pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G,
estan constituidos por siete dominios transmembranales (Fig. 8). El receptor EP4 tiene una
estructura compuesta por 488 aminoacidos (Regan 2003). Algunas propiedades del receptor
EP4 de PGE2 radica en la presencia de un residuo aspartato en el segundo dominio
transmembrana, el cual determina la interaccion del receptor- ligando (Savarese y Fraser,
1992). Otra propiedad compartida con la familia de receptores EP es la presencia de un par de
residuos de cisteina conservados en el segundo y tercer dominio extracelular el cual forma un
enlace disulfuro para mantener la estabilizacion de conformacion del receptor. (Savarese y
Fraser, 1992).

Ademas, existe otra caracteristica de los receptores de prostanoides los cuales presentan un
residuo de arginina en el séptimo dominio transmembrana, el cual podria ser el sitio de union
del prostanoides (Narumiya et al., 1999). Esta arginina presente en todos los receptores EP4 de
diferentes especies animales como el raton, rata, perro, conejo, pollo, y el pez cebra, lo que

sugiere su origen ancestral durante la evolucién.

Sin embargo, Regan demostré diferencias particulares en los dominios intracelulares del
receptor EP4 con respecto a los otros receptores, por ejemplo, el receptor EP4 posee un
carboxilo terminal intracelular rico en serina y treonina mas largo que el que presenta el
receptor EP2 (148 frente a 40). Ademas, hay una insercion de 25 aminoacidos en el tercer
bucle intracelular en EP4, pero no en EP2 (Regan, 2003). También se sabe que el receptor EP4
se encuentra unido con una proteina estimuladora (Gs) y por lo tanto una vez que este receptor

se une a su ligando, puede activar al adenilato ciclasa, hecho que aumenta la formacion de
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AMPc (Coleman y cols. 1994, Nishigaki y cols. 1996) y que se sabe que esta molécula esta
involucrada en la liberacion de GnRH y como consecuencia la manifestacion de la conducta

de lordosis en la rata.

aminoacidos espacio extracelular

. espacio intracelular
dominios

transmembrana

Figura 8. Estructura del receptor EP4 de PGE2, donde se muestran los siete dominios transmembranales.
Modificado de Regan (2003).

1.6.6 ONO-AE3-208

El ONO-AE3-208 es una acido cuya formula es Acido 4-[4-ciano-2-[2-(4-fluoronaftalen-1-il)
propanoilamino] fenil]butanoico con un peso molecular de 404.4 g/mol (Fig. 9) (Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica, (2022). Es el antagonista especifico de los
receptores EP4 de prostaglandinas, estudios demuestran que disminuye los niveles
intracelulares de AMPc ocasionando una disminucion en la expresion de la CL (Xu y cols.
2014).
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Figura 9. Esquema de la molécula de ONO-AE3-208. Modificado de Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica, (2022)

1.6.7 Hormona liberadora de Gonadotropina (GnRH)

GnRH es una hormona peptidica integrada por 10 aminoacidos (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-
Leu-Arg-Pro-Gly-NH2; (Flanagan y cols.1997). Esta hormona es sintetizada por las neuronas
productoras de GnRH localizadas en el hipotalamo basal y regiones adyacentes (Schiavi y
cols. 1963), las cuales envian sus proyecciones a la eminencia media, sitio donde se unen con
el sistema porta hipéfisis en donde GnRH es liberada al torrente circulatorio y asi llegar a sus
receptores GnRH-1 ubicados en la neurohipofisis para estimular la liberacion de la hormona
foliculoestimulante y hormona luteinizante, (LH y FSH) ademas de que el ritmo pulsatil que
caracteriza la liberacion de GnRH determina el nivel circulante de ambas hormonas (Knobil
1980). La forma biologicamente activa de la molécula de GnRH contiene una curvatura
central, por lo que sus extremos carboxi terminal y amino terminal (Fig. 10) activan el

receptor de GnRH. (Flanagan y cols., 1997)

Estudios sobre la estimulacién de las neuronas GnRH determinan que estas carecen de
receptores de estradiol, por lo tanto, es necesario que otras neuronas estimulen su secrecion.
(Roay Tena 2007).

Se sabe que en mamiferos existen dos subtipos de receptores de GnRH, | y II; sin embargo, el
tipo | es el que participa en la expresion del comportamiento sexual femenino (Brownstein y
cols. 1980).
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N- terminal C- terminal

Figura.10. Molécula de GnRH, donde se muestra la curvatura central, y sus extremos amino y carboxilo
terminal. Modificada de Flanagan y cols. (1997).

1.6.8 Receptor de GnRH

Como se menciono anteriormente, GnRH es la hormona hipotalamica fundamental que regula
la conducta sexual y la reproduccién. Dicha hormona presenta las secuencias NH2 y COOH
terminal, que son necesarios para la union y activacion del receptor. En el caso de los
mamiferos este receptor presenta dos isoformas, GnRH-1 y GnRH-II, sin embargo, es el
receptor GnRH-I el encargado de la liberacion y regulacién de la gonadotropina. (Sealfon et
al., 1997). EIl receptor GnRH-1 presenta las caracteristicas de los receptores acoplados a
proteina G (GPCR), en donde el dominio NH2- terminal es seguido de siete dominios
transmembrana unidos por tres dominios de bucle extracelular y tres dominios de bucle
intracelular, se sabe que los dominios extracelulares (Fig. 11) se encuentran asociados a la
propagacion de la sefial para la activacion del receptor, mientras que los dominios
intracelulares se encargan de la interaccion con las proteinas G para la transduccion de sefiales
al interior de la célula. (Millar, 2004).

La sefial hormonal que activa al receptor GnRH-1 implica un cambio conformacional del

receptor (Kenakin, 1993). que desencadena la formacion de un complejo receptor- proteina G,
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y en el momento que GTP se une a la proteina G, el receptor vuelve a la conformacion de baja

afinidad y el complejo se disocia. (De Lean et al., 1980)

o

dominios transmembrana

espacio extracelular

membrana celular

espacio intracelular

Figura 11. Representacion esquematica del receptor de GnRH, Tipo 1, donde se muestran sus 7 dominios
transmembrana. Modificado de Millar, (2004(.

1.6.9 Antide

Antide es un antagonista de tercera generacion de los receptores GnRH-1 (Fig. 12) que
bloguea la conducta de lordosis. (Dominguez-Ordofiez y cols. 2018). Dado que la liberacion
de GnRH es un suceso importante para la manifestacion de la CL, la inhibicién de la union de
esta hormona con su receptor evita la expresion de dicho comportamiento (Brownstein y cols.
1980).

{ C?AD

Figura 12. Molécula del antagonista del receptor GnRH-1, antide. Modificada de Brownstein
y cols. (1980).
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2. ANTECEDENTES

Es normalmente aceptado que el comportamiento sexual femenino tanto en ratas intactas con
ciclo estral normal, como en ratas ovariectomizadas, es producido por la existencia de
concentraciones adecuadas de niveles de estradiol, seguido horas después por progesterona.
Por otra parte, una serie de estudios farmacoldgicos, realizados inicialmente con agentes no
esteroideos tales como la hormona liberadora de gonadotropinas y PGE2 demostraron que
podian facilitar la expresion del comportamiento de lordosis en ratas ovx pretratadas con E2.
Subsecuentemente, otros compuestos con diferente estructura quimica pueden sustituir a la P
para inducir comportamiento de lordosis cuando son inyectadas a ratas pretratadas. Estas
drogas incluyen, neurotransmisores como noradrenalina, dopamina. GABA, acetilcolina,
pequefios péptidos como oxitocina, prolactina, leptina y nucle6tidos ciclicos como AMPc y
GMPc.

Debido a la diversidad de la estructura quimica presentada por estos agentes, se pudiera
proponer que diferentes mecanismos de accion podrian estar envueltos en la regulacion del
comportamiento de lordosis, ademas del hecho de que ninguno de estos agentes mostro
afinidad por el receptor de estrogeno (RE) o el receptor de progesterona (RP) o las complejas
redes neuronales involucradas en la regulacion del comportamiento sexual femenino usando
estos agentes. Sin embargo, las caracteristicas temporales ejercidas por estos agentes sobre la
latencia del comportamiento de lordosis mostro similitudes a los efectos generados por E y P,
un fendmeno que sugiere que el mismo mecanismo de accion celular es producido por varios
componentes. Ya que varios agentes de los antes mencionados son conocidos al actuar sobre
sus propios receptores localizados sobre la membrana celular, acoplados a proteinas G y
generando la cascadas de activacion de segundos mensajero, una serie de experimentos fueron
realizados para explorar el mecanismo celular por el cual estos agentes regulan la expresion
del comportamiento sexual femenino en ratas pretratadas con E. por ejemplo la participacion
del receptor GnRH en el comportamiento de lordosis inducida por alguno de estos agentes.
Asi la administracion intracerebroventricular del inhibidor del receptor GnRH-1, Antide,
reduce el comportamiento de lordosis inducido por el mismo GnRH, progestinas, leptina,

estradiol solo o la estimulacion vagino-cervical. Por otro lado, varias proteinas cinasas han
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sido evaluadas, por ejemplo, la administracion intracerebral del inhibidor RpAMPS de PKA,
el inhibidor PD98059 de MAPK, el inhibidor KT5823 de PKG, reducen la lordosis inducida
por progestinas, GnRH, PGE2, leptina etc.

Inicialmente una serie de experimentos realizados por Caldwell y Cols. (1983), mostraron que
oxitocina facilita la lordosis cuando se inyecta intracerebralmente, en el hipotalamo
ventromedial o el area predptica, un efecto mediado por el receptor de OXT, o por el DNA
antisentido del receptor de OXT, reducen el comportamiento de lordosis, ademas en ratas
receptivas tratadas con E y P, la administracién de atosiban, un antagonista de OXT, reduce
significantemente el reflejo de lordosis. Ahora se ha demostrado que OXT es un potente
estimulador tanto de PGE2 como de GnRH del sistema APO- hipotdlamo. En apoyo a esta
idea es que tanto OXT Yy sus receptores incrementan en estas areas cerebrales en la pubertad y
subsecuentemente en la noche del dia del estro. Sin embargo, se propuso que OXT podria
tener un efecto indirecto sobre la liberacion de GnRH ya que las neuronas liberadoras de
GnRH no expresan receptores de OXT, lo que podia sugerir que el efecto estimulante de la
OXT sobre las neuronas requeriria estar mediado por otro sistema. Asi, experimentos
realizados inicialmente por Ojeda y cols. Mostraron que las prostaglandinas eran sustancias
neuroactivas que regulaba la secrecion de LH. El efecto de PGE2 se puede ejercer sobre cuatro
subtipos de receptores (EP1 a 4) acoplados a proteinas G capaces de activar la formacion de

varios segundos mensajeros.

Por ejemplo, la activacion del receptor EP1 por PGE2 induce un aumento de Ca2 libre
intracelular, mientras que la activacion de EP2 y EP4 activan las proteinas Gs, lo que provoca
un aumento en los niveles intracelulares de AMPc. Interesantemente estudios recientes apoyan
la idea de que los receptores de OXT ubicados en la membrana de los astrocitos
hipotalamicos, cuando son activados por OXT, inducen la sintesis de PGE2. Como se
menciond anteriormente, esta hormona actia como un fuerte inductor de la liberacion de
GnRH. Por lo tanto, en el presente trabajo planteamos la hipétesis de que el comportamiento
de la lordosis inducida por OXT es a través de la activacion de la via OXT/PGE2/GnRH.
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3. JUSTIFICACION

Se conoce que la CL en la rata es producida por la accion sinérgica entre el estradiol y una
serie de compuestos no esteroidales como la OXT, PGE2 y la GnRH. Estos compuestos acttan
en neuronas ubicadas en el HYM y APOm y que ahora se sabe que tienen una estrecha
interaccion entre las células gliales y las neuronas liberadoras de GnRH; pero no se ha
estudiado si esta via intracelular podria estar involucrada en la facilitacion de la CL. Los
compuestos, que se piensa que estarian participando en esta interaccion son: la oxitocina, la
PGEZ2, asi como la GnRH, y sus respectivos receptores, ademas del RP.

Como ya fue mencionado, la OXT es una hormona capaz de inducir la CL, sin embargo, no
existen datos que muestren la localizacién de los receptores de OXT sobre las neuronas
liberadoras de GnRH: pero si en los astrocitos. Esto plantea la posibilidad de que exista una
interaccion entre las células gliales y las neuronas liberadoras de GnRH y que la sintesis y
liberacion de PGE2 por OXT, desde los astrocitos, sea la hormona que provoca la liberacion
de GnRH. Una vez liberada GnRH, podria activar componentes intracelulares, como a las
proteinas cinasas que podrian activar a los RPs. Por lo tanto, estudiar la interaccion
OTX/PGE2/GnRH, y su participacion en el despliegue de la CL en la rata nos permitira inferir

la interaccion entre las neuronas y los astrocitos.

4. HIPOTESIS

La conducta de lordosis inducida por oxitocina se produce a través de la sintesis de
Prostaglandina E2, probablemente desde los astrocitos y la liberacion de GnRH en la rata

ovariectomizada previamente tratada con benzoato de estradiol.
5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General.

Explorar si la CL inducida por OXT involucra la sintesis de la PGE2 vy la activacion de los

receptores de GnRH.
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5.2. Objetivos especificos.

1. Evaluar si los receptores de oxitocina participan en el despliegue de la conducta de lordosis
inducida por oxitocina, a través de la administracion del atosiban, antagonista de dicho

receptor.

2. Determinar si la sintesis de PGE2, participa en la conducta de lordosis inducida por
oxitocina administrando aspirina, inhibidor de la COX, enzima encargada de la sintesis de
prostaglandinas.

3. Evaluar si la conducta de lordosis inducida por oxitocina es a través de los receptores EP-4
de PGE2, a través de la administracion icv del antagonista ONO-AE3-208.

4. Evaluar si la conducta de lordosis inducida por oxitocina es mediada por los receptores

GnRH-1, a través de la administracion del antagonista Antide.
6. METODOLOGIA

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley, con un peso de entre 200 y 250 g al
iniciar los experimentos. Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas de
temperatura (21£2°C), con un ciclo de luz-oscuridad invertido, fueron alimentadas con
nutricubos Purina (Purina, México) y agua a libre acceso. Para las diferentes cirugias, las ratas
fueron anestesiadas con una mezcla de xilazina (4 mg/kg) y ketamina (80 mg/kg) via

intraperitoneal.
6.1 Ovariectomia

Los animales, previamente anestesiados, fueron OVX bilateralmente, para ello fueron
rasuradas en el abdomen desde el xifoides hasta el pubis, enseguida se desinfecto dicha region
con cloruro de benzalconio al 5 % y se realizd una incision de aproximadamente 1 cm de
longitud a la altura de la linea media, enseguida se ubicé el cuerno uterino derecho y apoyados
de un ligero tirdn se extrajo el ovario, enseguida se ligo el cuerno uterino con sutura de seda
del No. 2 y posteriormente se cort el ovario, se realizd el mismo procedimiento para la
extirpacién del ovario izquierdo, enseguida los cuernos uterinos fueron recolocados dentro de

la cavidad abdominal para continuar con la sutura de la capa muscular con sutura de algodén
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del No. 2 y utilizando sutura con punto en “U”, mientras que la piel fue suturada igualmente
con un punto en “U” pero con hilo de seda No. 2, posteriormente, con la finalidad de prevenir
infecciones y disminuir el dolor, los animales recibieron bencilpenicilina procainica a una
dosis de 22000 Ul y bencilpenicilina cristalina a una dosis de 7500 Ul ¢/24 horas x 3 dias i.m.,

ademas Carprofeno 5 mg/kg c/24 horas x 3 dias por via sc respectivamente.
6.2 Implantes intracerebroventriculares

Las ratas OVX fueron anestesiadas con una mezcla de xilazina (4 mg/kg) y ketamina (80
mg/kg) inyectada via intraperitoneal y colocados en un instrumento estereotaxico Kopf
(Tujunga, CA. USA) con el proposito de implantarlas con una cénula de acero inoxidable
(calibre 22 por 17 mm de longitud) en el ventriculo lateral derecho del cerebro, por medio de
las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson; antero-posterior + 0.80 mm, mediolateral-1.5
mm, dorsoventral -3.5 mm respecto a bregma).posteriormente se colocé un tornillo de acero
inoxidable dentro de la canula con la finalidad de evitar alguna obstruccion o contaminacion
en el interior de esta, finalmente se suturo la piel con puntos separados con el uso de un hilo de
seda del No. 2, ademas, para disminuir el dolor y prevenir infecciones los animales recibieron

los farmacos mencionados en la seccion de OVX.

Todos los procedimientos metodoldgicos y los cuidados postoperatorios a los cuales fueron
sometidos los animales son realizados de acuerdo con los estatutos que establecen la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

6.3 Conducta de Lordosis

Para evaluar la conducta de Lordosis (CL) las hembras fueron colocadas dentro de arenas
circulares de plexiglas de 60 centimetros de didmetro con machos sexualmente expertos, y
observando esta conducta a los 30, 120 y 240 minutos después de la administracion de la
OXT. Las pruebas duraron hasta el momento en que las hembras recibieron diez montas
vigorosas por parte del macho y la receptividad sexual fue evaluada a través de dos
parametros, el cociente de lordosis LQ = (No. de lordosis / 10 montas) (100) (Beach, 1976) y

el otro, la intensidad de la lordosis IL = (Promedio de la intensidad de la lordosis obtenida en
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10 montas) (Hardy y De Bold 1972). Para lo cual quien observe se basara en la clasificacion
propuesta por Hardy y De Bold 1971 (21), la cual es:

Grado 1. Lordosis marginal. En este grado se observa una leve flexion de la columna vertebral
de la rata, acomparfiada de una ligera elevacion de la cabeza y la grupa seguida por la elevacién
de la base de la cola respecto al suelo.

Grado 2. Lordosis normal. La hembra muestra una dorsiflexion de la columna vertebral,
seguida por la elevacion de la cabeza en un angulo préximo a 30° respecto al suelo, el cual es
acompafado de una ligera extension de las patas delanteras, la elevacion de la grupa y un
movimiento lateral de la cola.

Grado 3. Lordosis exagerada. Se refiere a la dorsiflexion exagerada de la columna vertebral,

seguida por la elevacion de la cabeza a aproximadamente 45° 0 mas respecto al piso.
6.4 Comprobacion del area de implante

Al finalizar las pruebas, las hembras fueron sacrificadas mediante una sobredosis de Xilazina
y ketamina, enseguida se inyectd un colorante (azul de metileno al 2%) a través de la canula y
se procedio a la extraccion del cerebro en fresco. Posteriormente se le realizd un corte
transversal a la altura del orificio dejado por la canula. Esta practica demostré si la canula se

encontraba localizada adecuadamente en el ventriculo cerebral derecho.
6.5 Farmacos

La OXT, el atosiban (antagonista de los receptores de oxitocina) y el antide (inhibidor de los
receptores GnRH-1) fueron obtenidos de Sigma (St. Louis MO, EUA), la aspirina (inhibidor
de la sintesis de prostaglandinas) se obtuvo de Tocris (the watkins building, atlantic rd, bristol
bs11 9qd, reino unido) y el ONO-AE3-208 de Cayman Chemical (1180 E Ellsworth Rd, Ann
Arbor, Ml 48108, Estados Unidos)

El BE fue disuelto en aceite de cartamo a una concentracion de 50 ug/ml. aspirina (30 pg) y
ONO-AE3-208 (1 pg) en dimetilsulfoxido (DMSO) al 10%, mientras que OXT (2 png),
atosiban (1.5 pg) y antide (1 pg) fueron disueltos en solucion salina estéril. Con excepcion del

BE, que se administr6 en 0.1 ml por viasubcutdnea, todos los compuestos fueron
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administrados, en un volumen de 1 ul, con una jeringa Hamilton de 10 ul, a través de una

canula implantada en el ventriculo cerebral derecho.

Las dosis de OXT 2 pg/l pl estuvo basada en trabajos de Caldwell, JD., Prange, AJ y
Pedersen, CA. (1986), la dosis de ATOSIBAN 1.5 pg/1 ul basada en trabajos de nuestro
laboratorio Gémora-Arrati, P., Gonzalez-Flores, O., Galicia-Aguas, YL., Hoffman, KL y
Komisaruk, B. (2019). En cambio la dosis de ASPIRINA 30 pg/1 pl basada en trabajos de
Takizawa, T., Ikeda, Y., Kawahata, M., Togashi, H., Yamamoto, M., Arishima, K. y Masaoka
T. (1998), la dosis de ONO-AE3-208 1 ug /1 ul estuvo basada en los trabajos de Xu, S.,
Zhang, Z., Ogawa, O., Yoshikawa T. (2014), finalmente la dosis ANTIDE 1 pg/1 pl en
trabajos de nuestro grupo de investigadores Blaustein, JD., Etgen, AM., Gonzalez-Flores, O. (
2018).

6.6 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa SigmaPlot version 11.0. Primero se
aplico una prueba de analisis de varianza para datos no paramétricos (Kruskal-Wallis).
Posteriormente se realizd una prueba post hoc (U de Mann-Whitney) para comparar las
diferencias entre los grupos tratados contra el grupo control (Siegel y Castellan 1995). Los
resultados con una p < 0.05 se consideraron como significativos y aquellos con una p < 0.01
como altamente significativos. Los resultados fueron expresados como la media mas el error

estandar.
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7. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Experimento 1. Efecto del atosiban, inhibidor selectivo de los receptores de oxitocina, sobre
la expresion de la conducta de lordosis inducida por 2 pg de oxitocina icv, en ratas
ovariectomizadas-pretratadas con estradiol.

Una semana después del implante intracerebroventricular, cada animal (n= 10) recibié una
inyeccion subcutanea de 5 ug de BE, seguida a las treinta y nueve horas y media (39.5 horas)
por la administracién icv de 500 ng, 1 ug o 1.5 ug de atosiban y media hora después (40 horas)
una dosis icv de 2 pg de oxitocina. Posteriormente, se realizaron las pruebas de CL en base a

los tiempos establecidos previamente.

Experimento 2. Efecto de la administracion icv del Acido Acetilsalicilico (Aspirina) inhibidor
de las isoformas COX-1 y COX-2 para la sintesis de la PGE2 o de ONO-AE3-208 antagonista
de los receptores EP4 de Prostaglandina E2 (PGE2), sobre la expresion de la conducta de
lordosis inducida por la administracion icv de OXT, en ratas ovariectomizadas-pretratadas con

estradiol.

Una semana después del implante intracerebroventricular, cada animal (n=10), recibié una
inyeccion subcutanea de 5 pg de BE, seguida a las 39.5 horas por la administracion icv de
aspirina 0 de ONO-AE3-208 y una hora después (40 horas) una dosis icv de 2 ug de OXT.
Posteriormente, se realizaron las pruebas de CL en base a los tiempos establecidos

previamente.

Experimento 3. Efecto de la administracion icv de antide antagonista de los receptores
GnRH-1 de GnRH, sobre la expresiébn de la conducta de lordosis inducida por la

administracion icv de OXT, en ratas ovariectomizadas-pretratadas con estradiol.

Una semana después del implante intracerebroventricular, cada animal (n=10), recibié una
inyeccion subcutanea de 5 pg de BE, seguida a las 39.5 horas por la administracion icv de
antide y 30 minutos después (40 horas) una dosis icv de 2 pg de OXT. Posteriormente, se

realizaron las pruebas de CL en base a los tiempos establecidos previamente.

37



8. RESULTADOS

La figura 13 muestra el efecto de la inyeccion icv de 2 pg de OXT o su vehiculo (control),
comparado con el efecto inhibidor de su antagonista atosiban sobre el LQ (A) y LS (B)
obtenidos a los 30, 120 y 240 minutos después de su administracion en el modelo de la rata
ovx pretratada con benzoato de estradiol. La prueba de Kruskal-Wallis mostré que tanto LQ
como LS eran significativamente diferentes solo a los 120 minutos (para LQ p <0,001y LS p
<0,004). La prueba Post-hoc U de Mann-Whitney mostré que OXT elevé el LQ
significativamente solo a los 120 y 240 min (p <0.01) después de la infusion, mientras que
para el LS solo hubo una diferencia significativa a los 120 min (p <0.01). Mientras que la
administracion del antagonista de OXT, atosiban revirtié el aumento de LQ inducido por OXT
a los 120 minutos (p <0,001) y el LS a 120 minutos (p <0,01). Los resultados mostraron que
los efectos més grandes ocurrieron a los 120 y 240 minutos para los grupos de comparacion de
solucion salina + solucion salina frente a solucién salina frente a OXT y a los 120 minutos

para solucion salina + OXT frente a ATO + OXT, de acuerdo con los analisis estadisticos.
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Figura 13. La oxitocina (OXT, 2 ug, n = 10) indujo el comportamiento de la lordosis, en
ratas ovx pretratadas con BE, LQ (A) a los 120 y 240 miny LS (B) a los 30 y 120 min despueés
de la inyeccidn icv, en comparacion con el grupo que recibié su vehiculo, solucion salina +
solucion salina (1 ul; n = 10). Este comportamiento, LQ (A) y LS (B), fue disminuido por la
administracion ICV del ATO (1,5 ug; n = 12). Solucion salina + solucion salina en
comparacion con solucion salina + OXT p <0,05; pb <0,01; cp <0,001. Solucién salina +
OXT comparada con ATO + OXT p <0,05; pb <0,01; cp <0,001.
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La figura 14 muestra las diferencias significativas entre los tratamientos con DMSO +
solucion salina, DMSO + OT, DMSO + aspirina, asi como los tratamientos con DMSO +
ONO mediante la prueba de Kruskal-Wallis para LQ a 120 (p <0,001) y 240 min (p <0,0003);
Se obtuvieron resultados similares para LS a 120 (p <0,002) y 240 min (p <0,0007). Estos
resultados fueron confirmados por la prueba U de Mann-Whitney, que mostré que el
comportamiento de la lordosis LQ (A) y LS (B) inducida por 2 pug de OXT (n = 7) fue
significativamente diferente en los tres tiempos probados, 30 min (p <0,01), 120 y 240 min (p
<0,001) que el de las hembras que recibieron DMSO + solucién salina (n = 10). Sin embargo,
la administracion icv de aspirina administrada 30 min antes de la infusion de OXT redujo el
efecto estimulante de OXT a los 120 y 240 min para LQ (p <0,01).

La figura 14 también muestra el efecto de la inyeccion icv de 2 pg de OXT comparado con el
efecto inhibidor del ONO-AE:-208, antagonista especifico de los receptores EP4 de PGE2
sobre el LQ a los 30, 120 y 240 minutos después de su administracion. Cuando los datos de la
comparacion entre DMSO + solucién salina, DMSO + OT y DMSO + ONO para LQ se
analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en 30 (p <0.011), 120 (p <0.0008) y 240 min (p <0,001). Ademas, para las
comparaciones de LS se revelaron diferencias estadisticas en 120 (p <0,0007) y 240 min (p
<0,001). Como se muestra en la Fig. 3, ONO administrado 30 min antes de la OXT también
disminuyo tanto el LQ como el LS a los 120 y 240 min (p <0,01 para ambos). Finalmente, el

andlisis del efecto mostro diferencias importantes entre todos los grupos y tratamientos.
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Figura 14. EI comportamiento de la lordosis, LQ (A) o LS (B) fue facilitado por la inyeccion
ICV de OXT (2 ug; n = 7) en ratas ovariectomizadas preparadas con BE en los tres tiempos
observadas en comparacion con DMSO + solucion salina (1 ul; n = 10) grupo control. Este
efecto conductual, LQ (A) o LS (B), disminuyd estadisticamente con la infusion icv de aspirina
(30 ug;, n =9) alos 120 y 240 min. DMSO + solucion salina frente a DMSO + OT p <0,05;
pb <0,01; cp <0,001. DMSO + OT frente a aspirina + OT p <0,05; pb <0,01; cp <0,001. De
igual forma el efecto conductual, LQ (A) o LS (B), se redujo estadisticamente mediante la
infusion ICV de ONO-AE3-208 (ONO, 1 ug; n = 9) a los 120 y 240 min. DMSO + solucion
salina frente a DMSO + OT p <0,05; pb <0,01; cp <0,001. DMSO + OT frente a ONO + OT
p <0,05; pb <0,01; cp <0,001.
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La figura 15 muestra el efecto de la inyeccion icv de 2 pg de OXT comparado con el efecto

inhibidor del Antide como antagonista del receptor GnRH-1 sobre el LQ a los 30, 120 y 240

minutos después de su administracion. La prueba de Kruskall Wallis reveld diferencias
estadisticas en los tres tiempos evaluados tanto para LQ [30 (p <0,007), 120 (p <0,0005) y 240
(p <0,001)] como para LS [30 (p <0,008), 120 (p <0,0009) y 240 (p <0,003)]. Las pruebas U

de Mann-Whitney mostraron diferencias significativas en las tres evaluaciones (p <0,001).

Como se muestra, la administracion de 1 pg de antide (n = 8) bloqued LQ y LS provocados

por OXT en ratas ovx, preparadas con EB en tres momentos analizados (p <0,001 para cada

uno).
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Figura 15. Antide (1 pg; n = 8) administrado icv, bloqued significativamente el
comportamiento de la lordosis facilitado por la inyeccion intracerebral de OXT (2 ug; n = 10)
en ratas ovariectomizadas preparadas con BE en las tres veces analizadas. Solucién salina +
solucidn salina frente a solucion salina + OT p <0,05; pb <0,01; cp <0,001. Solucién salina
+ OT frente a Antide + OT p <0,05; pb <0,01; cp <0,001.

9. DISCUSION

los mecanismos celulares por los que OXT ejerce la lordosis no estan claros; sin embargo, no
se descarta que este pueda ser el mismo mecanismo por el que se induce la ovulacién ya que
ahora se sabe que los axones de las neuronas liberadoras de OXT se proyectan desde los
nucleos supradptico y paraventricular hasta la eminencia media y el hipotalamo, area
involucrada en la expresion de la conducta de lordosis (Armstrong,2015; Blaustein and Mani,
2012).). Ademas, la concentracion de ARNm de OXT aumenta en el nicleo paraventricular
durante el tratamiento de BE+P (Amico et al., 1997). Este aumento es de mayor magnitud
durante la actividad sexual (Nyuyki y cols., 2011). Actualmente se conoce que la
administracion de estradiol al unirse a su isoforma ERa induce la sintesis de receptores de P y
OXT.

Los resultados presentados apoyan y amplian los resultados anteriores que muestran que la
administracion intracerebral de OXT facilita una conducta clara de lordosis en ratas
preparadas con BE (Arletti y Bertolini,1985; Caldwell y cols.,1986; Caldwell y cols., 1989;
Gorzalka y Lester, 1987; Schulze y Gorzalka, 1991; Schumacher y cols., 1989).

Si bien el estudio de la lordosis inducida por PGE2 y GnRH ha sido ampliamente
documentado (Beyer et al., 1997; Buntin and Lisk, 1979; Lima-Hernandez et al., 2014;
Ramirez-Ordufia et al., 2007), los resultados de este estudio muestran que la administracion
icv de atosiban (antagonista del receptor OXT), aspirina (un inhibidor de COX), ONO
(antagonista del receptor EP4 de PGE2) y antide (antagonista del receptor de GnRH),
disminuyen significativamente la lordosis inducida por OXT en ratas preparadas con BE.
Estos datos apoyan la hipotesis de que la via OXT / PGE2 / GnRH esta involucrada en la

lordosis inducida por OXT. Asi, en nuestros experimentos mas recientes, hemos propuesto que
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la conducta de lordosis inducida por una variedad de compuestos es a través de la liberacion
de GnRH (Dominguez-Orddfiez y cols., 2018; Garcia-Juarez y cols., 2011; Lima-Hernandez y
cols., 2012). Asi, se ha propuesto que OXT promueve la liberacion pulsatil de GnRH
indirectamente a través de PGE2 (Clasadonte y cols., 2011; Ojeda y cols., 1977a, 1977b,
1979). Por ejemplo, estudios in vivo en ratas tratadas con hormonas esteroides (Ojeda y cols,
1977a, 1977b, 1979), y estudios in vitro (Clasadonte et al., 2011) realizados con fragmentos
hipotalamicos y de APO mostraron que PGE2 estimulaba tanto la secrecion de LH como de
GnRH (Bigdeli y Snyder, 1978; Ojeda y colsl.,1975; Ojeda y Negro-Vilar., 1985; Ojeda y
cols., 1977b), respectivamente. Ademas, la inhibicion de la sintesis de PGE2 suprime la
secrecion de GnRH, inducida por noradrenalina (Ojeda y cols., 1979, 1982; Heaulme y Dray,
1984). Por lo tanto, la liberacién de GnRH inducida por la OXT requiere en primera instancia
la activacion de los OTR, la sintesis de PGE2 (proceso que se ha demostrado que ocurre en
astrocitos adyacentes a neuronas hipotalamicas) (Clasadonte y cols.,2011). Posteriormente,
una vez liberada la PGE2, ésta actua sobre sus receptores ubicados en las neuronas liberadoras
de GnRH provocando la sintesis y liberacion de GnRH que al actuar sobre sus receptores
GnRH-1 desencadena una serie de eventos intracelulares que culminan en la activacion del RP
de manera ligando independiente, lo cual permite la expresion de la CL.

Este mecanismo de facilitacion de la CL por OXT a través de la activacion indirecta de los RP
por GnRH ha sido planteado debido a las siguientes evidencias; 1) la administracion icv del
atosiban redujo la lordosis al inhibir el efecto de la OXT sobre su receptor, 2) Ademas, se
conoce que la administracion ICV o intratecal de 500 pg de atosiban reduce el efecto
nociceptivo producido en la rata hembra cuando recibié estimulacion vaginal del pene macho
(Gomora-Arrati et al., 2019). Incluso en diversos experimentos realizados en ratas hembra
intactas la administracion intracerebral de antagonistas de OXT en APOm y ATV bloquearon
el comportamiento de lordosis inducido por la suplementacion combinada de estrogeno y
progesterona (Benelli y cols., 1994; Caldwell y cols., 1994).; Frey y Walf, 2010; Pedersen y
Boccia, 2002;).
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Otra evidencia que apoya nuestra propuesta se debe a que la administracion icv de aspirina
(inhibidor de ambas isoformas de la COX; enzimas encargadas de la sintesis de PGE2) redujo
los efectos de la OT sobre el comportamiento de la lordosis en ratas preparadas con BE. El
mecanismo celular por el cual la aspirina ejerce su efecto es mediante la inhibicion de la
biosintesis de prostanoides ciclicos que son generados por el metabolismo del &cido
araquidénico mediante la actividad de la ciclooxigenasa (Awtry and Loscalzo, 2000). Por lo
tanto, es posible que la inhibicion de la lordosis inducida por la OT pueda deberse al bloqueo
de la sintesis de PGE2. En apoyo de esta idea, se ha demostrado que la indometacina, otro
inhibidor de la COX, reducia el comportamiento de la lordosis inducida por una variedad de
progestinas reducidas del anillo A (Beyer et al., 1999). En linea con esta serie de evidencias y
para integrar la participacion de los receptores de PGE2, se sabe que este prostanoide al unirse
a sus receptores EP4 induce el incremento de los niveles de AMPc (Coleman y cols., 1994),
mediando a nivel fisiologico la angiogénesis (Zhang & Daaka, 2011) y la relajacion vascular
(Hristovska y cols., 2007). A nivel conductual, se ha encontrado que la activacion de los
receptores EP4 participa en la supresion de la ingesta alimenticia en ratones (Ohinata y cols.,
2006), y su inhibicién mejora la funcién cognitiva en un modelo de Alzheimer (Hoshino y
cols., 2012). Ademas, se ha demostrado que la activacion de los EP4 por PGE2, a su vez,
induce la activacion de la PKC y la p38 MAPK (Fiebich et al.,2001). Asi, en una serie de
estudios realizados en nuestro laboratorio demostramos que la conducta sexual femenina
(lordosis y proceptividad) facilitada por la PGE2 en ratas preparadas con BE se redujo
mediante la administracion ICV de inhibidores de diferentes proteinas cinasas, como el
RpAMPS (inhibidor de la PKA), KT5823 (inhibidor de PKG) y PD98059 (inhibidor de
MAPK) (Gonzalez-Flores et al., 2009; Ramirez-Ordufia et al., 2007). Por lo tanto, con estos
resultados y los obtenidos en el presente trabajo, ¢se podria concluir que el comportamiento de
la lordosis inducida por la OXT se produce a través de diferentes vias intracelulares que
podrian ser activadas por los EP4 ya que la administracion ICV del ONO? redujo este
comportamiento.

Una vez liberada la PGE2 y al unirse a sus receptores EP4 induce una serie de eventos
intracelulares que provocan la liberacion de GnRH una de las hormonas mas importantes en la

facilitacion de la CL ya que debe coincidir con el momento de la ovulacién para asegurar la
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fecundacion del 6vulo por parte de los espermatozoides (Pfaus et al., 2015). Esta idea es
apoyada por el hecho de que la administracion intracerebral del antide bloquea la CL inducida
por progestinas reducidas del anillo A, GnRH, PGE2, leptina, G1 (un agonista de GPER-1) o
por la estimulacién vaginocervical (Garcia-Juarez et al., 2011; Dominguez-Ordofiez et al.,
2018; Gomora-Arrati et al.,2008).

Finalmente, la Fig.4 propone un modelo de comunicacion paracrina entre los astrocitos y las
neuronas productoras de GnRH que regulan el comportamiento sexual en la rata hembra. Este
modelo se basa sobre los hallazgos recientes de que ATO, aspirina, ONO y antide, inhibieron
la lordosis inducida por OXT. Se sabe que los astrocitos contienen OXTR de membrana, que
cuando se activan mediante OXT conducen a la activacion de la enzima COX-2, que a su vez
metaboliza el &cido araquidonico en PGE2. La PGE2 derivada de astrocitos activa los
receptores EP4, que luego activan la via cCAMP / PKA en las neuronas GnRH. La liberacion de
PGE2 de los astrocitos activa los receptores EP4 ubicados en las neuronas GnRH que
conducen a la liberacion de GnRH que coincide al mismo tiempo el inicio de la conducta

sexual femenina con la ovulacion.

En conclusion, los presentes resultados amplian el conocimiento de que las acciones de
diferentes hormonas en el cerebro se pueden generar tanto en neuronas como en células
gliales, ya que los mismos receptores de los agentes que son capaces de inducir la conducta
sexual femenina, como la melatonina, tiroides y las hormonas sexuales, OXT, leptina, factores
de crecimiento, etc., también se encuentran en las células gliales (Cipolla-Neto and do Amaral,
2018; Fujita and Yamashita, 2019;Melcangi et al., 2001; Mohacsik et al., 2011; Tasker et al.,
2012).Garcia Segura propuso que la funcion de las células gliales podria estar regulada por
hormonas que, al actuar directamente sobre la glia, generan sefiales que se envian a las
neuronas para modular su funcién (Garcia Segura y McCarthy, 2004; Garcia Segura y
Melcangi, 2006). El efecto sobre las neuronas puede producir la secrecion de un factor de

crecimiento, neurohormonas o una sustancia parecida a un transmisor.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten concluir que la administracion
intracerebroventricular de 2p de oxitocina inducen conducta de lordosis, en el modelo de la
rata ovariectomizada pretratada con estradiol y la participacion de los receptores de oxitocina
se evalu6 mediante la administracion del inhibidor de los receptores de oxitocina pues redujo
de manera importante la expresion de la conducta de lordosis, ademas la disminucion en la
respuesta de lordosis, por la administracién del inhibidor de la sintesis de PGE2 muestra la
participacion de dicha hormona en la via producida por la oxitocina para la activacion de la
conducta de lordosis.

De igual forma la administracion del inhibidor de los receptores EP4 de PGE2 muestra que
juegan un papel importante en el desencadenamiento de la expresion de la conducta de
lordosis por oxitocina.

Finalmente, el efecto inhibidor del antagonista de los receptores de GnRH sobre la conducta
de lordosis fue muy intenso, lo que sugiere que este receptor es un mediador muy importante
para la expresion de la conducta de lordosis.

Nuestros resultados apoyan la idea de la participacion de la via OXT/PGE2/GnRH vy la
activacion de sus receptores intracelulares en la activacion de la conducta de lordosis.
Finalmente se puede demostrar la participacion de los astrocitos hipotalamicos en esta via
desencadenada por la administracion intracerebroventricular de OXT en el modelo de la rata

ovx pretratada con benzoato de estradiol.

11. PERSPECTIVAS

El hecho de que OXT induce CL en el modelo de la rata OVX pretratada con BE, nos permite
pensar en los probables mecanismos moleculares que esta hormona utiliza. Uno de estos
mecanismos y quiza el mas importante es la participacion de los astrocitos para la sintesis y
liberacién de PGE2 a través de la activacion de sus receptores a OXT, un segundo mecanismo
seria la participacion de los receptores GnRH-1 para la liberacion de GnRH, puesto que
existen evidencias suficientes en esta tesis, podemos evidenciar la participacién de la via
OXT/PGE2/ GnRH en la induccion de la CL.
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13. GLOSARIO DE TERMINOS

ADN
AMPc
APOmM
ATO
ATV
BE

CL
COOH
COX
COX1
COX2
DMSO
EP
EP1
EP2
EP3
EP4
FA-1
FA-2
FA-3
FRM
FSH
GABA
GnRH
HSP
HVM

Acido Desoxirribonucleico
Monofosfato ciclico de adenosina
Area predptica media

Atosiban

Area tegmental ventral

Benzoato de 17-f estradiol
Conducta de lordosis

Grupo carboxilo

Enzima ciclooxigenasa

Enzima ciclooxigenasa 1

Enzima ciclooxigenasa 2

Dimetil sulfoxido

Receptor de Prostaglandina
Receptor de Prostaglandina 1
Receptor de Prostaglandina 2
Receptor de Prostaglandina 3
Receptor de Prostaglandina 4
Factor de activacion 1

Factor de activacion 2

Factor de activacion 3

Formacion reticular mesencefalica
Hormona foliculo estimulante
Acido gamma-amino butirico
Hormona liberadora de gonadotropinas
Proteinas de choque térmico

Hipotalamo ventromedial

68



icv Via de administracion intracerebroventricular

KT5823 Inhibidor de la proteina cinasa G
LH Hormona luteinizante

LQ Cociente de lordosis

MAPK Proteina cinasa activada por mitégeno
NPV Nucleo paraventricular

NSO Nucleo supra Gptico

ONO Inhibidor del receptor EP4
OVvX Ovariectomia

OXT Oxitocina

OXTR Receptor de oxitocina

PAG Sustancia gris periacueductal
PD98059 Inhibidor de la MAPK

PGD2 Prostaglandina D2

PGE2 Prostaglandina E2

PGF2 a Prostaglandina F2 a

PGG2 Prostaglandina G2

PGH2 Prostaglandina H2

PKA Proteina cinasa A

PKC Proteina cinasa C

PKG Proteina cinasa G

RE Receptores a estrogenos

RE-a Receptor-a a estrogenos

RE-B Receptor-f a estrogenos

RP Receptor a progesterona

RP-A Isoforma A del receptor a progesterona

RP-B Isoforma B del receptor a progesterona



RP-C
RpcAMPs
RNAmM
SNC

SNP

SC

Hg

14. ANEXOS

Ponencias

La Conducta de Lordosis Inducida por Oxitocina Involucra la Sintesis de PGE2

Isoforma C del receptor a progesterona
Inhibidor de la proteina cinasa A
Acido ribonucleico mensajero

Sistema nervioso central

Sistema nervioso periférico

Via de administracion subcutanea

Microgramos

y la

Subsecuente Liberacion de GnRH en Ratas Pretratadas con Estradiol. Seminario del Posgrado
en Ciencias Bioldgicas UAT. 22/4/2021
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Eeywond: Intracershroventricular (fov) administration of caytocin (OT) induces robust lordasis behavior (lordosis quotient
Loatiods and lordesis intensity] in estrogen-primed rats. The present study explored the hypothesis that the OT
Ty, Prostaglandin E2-GnRH pathway (a pathway produced in astrocytes) is invelved in the fadlitation of lordoesis
E:; behavior by oy infusion of OT (2 pg). In Experiment 1, we tested the invalvement of the OT receptor (OTE) by

infimion af the OTR antagonist, atosiban (ATO). OT-induced lordosis was significantly redsced at both 30 and
120 min by prior infusion of ATO. In Experiment 2, we studied the sffects of aspirin (C0OX2 inhibitor) and ONO
AES.208 (ONO; EP4 prostaglandin receptor antagonist) on OT-indoced lordesis. Infosions of both compounds
diminishied OT-induced lordosis at both 120 and 240 min. In Experiment 3, the involvement of the GaRH-1
receptar inhibitor antides on OT-induced lordasis was svaluated. Antide significantly inhibited OT-indoced
lardosis at all times tested. Thess data mdicate that the OT/PGE2/GnRH pathway & involved in the expres

sion aof OT-induced lordoss behavior, an «ffect that may be occarring directly in hypothalamic astrocyies.

1. Introduction

It iz generally accepted that lordosiz behavior in gonadally-intact,
cycling ratm, and in ovariectomized (ovx) ratw, iz induced by the
sequential actions of estradiol (B;) and progesterone (Beach, 1976;
Beyer et al | 2003; Boling and Blandaun, 1939; McBwen et al | 1967; Plaus
et al | 2015]). On the other hand, a zeries of pharmacological studies,
initially conducted with non-steroidal agent: such az gonadotropin-
r\d.cnr.in.g homone (GeRH: Mooz and MoCann, 1973) and procta-
glandin B, (POEy; Rodrigues-Giena and Komizaruk, 1977) aleo induced
the expresgion of lordosiz behawior in owvx By-primed ratn like thae
induced by P. Purthermore, other compounds with different chemical
structures can substitute the P to indwces lordosiz behavior when are
aloo injected into By-primed rats (for review cee: Beyer and Ooncales-
Marizcal, 1986; Beyer et al., 2005; Blanotein, 2003; Mani and Blawstein,
201Z; Micevych and Sinchak 2007; Plaws et al, 2015). These drugs
include: (1) newrotransmitters, e.g., noradrenaline, dopamine, GABA,

acetylcholine; (2) amall peptides = g., oxytocin (OT), prolactin, leptin
etc., (3) cyclic nucleotides, &g, cAMP or cOMP etc.

Due to the diversity in the chemical structure of these agents, and the
complex way in which they interact with neural networks, where nons
of them thow an affinity for the progesterone receptor (PR) or the =
troegen receptor (ER), it could be proposed that different mechanioms of
action may be involved in the regulation of female sexual behavior in
rodsnm {Beyer et al | 2003 Mani and Blapstein, 20172). Howewver, theee
agents show similar latencies in inducing lordosiz behavior az P, sug-
geoting that there must be 2 mechaniom at the subcellular level that iz
activated by all of these compounds decpite their different chemical
structures (Beyer =t al | 2003; Domingues-Ordones et al | 2015; Oarcia-
Judrez ot al 2011, 20013 Mani and Blapztein, 2012). Thue, it iz known
that several of the mentioned agents act on their receptors located in the
cell membrane and that they are coupled with 0 proteinz, generating the
activation of a cascade of intracellular events in rodents (Beyer ot al,
2003; Mani and Blanatein, 2012). Based on thiz, a series of experiments
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to explore the cellular mechanioms that could be participating in the
regulation of the expresdion of famale gexual behavior in sstogen-
primed ratc have been carried ouwt Por example the involvement of
the GnRH receptor in the lordosiz behavior induced by some of thege
agents haz been explored. Thus, intracerebroventricular (icv) adminiz-
tration of the OnRH-1 receptor inhibitor, antide, reduced lordoais
behavior induced by OnRH itzelf, progectinz, leptin, E2 alone, or by
vaginocervical stimulation (VIGE), in estrogen-primed rate (Domingoes-
Ordones et al, 2016; Garcia-Juares et al, 2011; Comora-Amat et al,
2006; Kauffman and Riczman  2004). On the other hand, several protein
Linases have aleo been evaluated, e.g., intracerebral administration of
the PEA inhibitor RpAMPS, the MAPE inhibitor PDS3059, the PEJ in-
hibitor ET5323 reduced lordosic induced by progesting, OnRH, PGE:,
leptin, etc, (Acocta-Martines et al | 2006; Chu and Btgen, 1997; Chu
et al, 1999; Etgen and Acocta-Martinez, 2003; Garcis-Juarez et al,
Z012; Carcia-Juares =t al., 2013; Jonzalez-Flores &t al | 2006; Gonzales-
Florea =t al | 200% Fow and Pfaff, 2004; Mani et al | 2000; Ramires-
Orduna et al, 2007

A number of groups chowed that OT facilitases lordosiz when injec-
ted intracerebrally (Arletti and Bertolini, 1985; Caldwell et al | 1986;
Oorzalka and Lester, 1937), in the ventromedial hypothalamug (Schulze
and Jorzalka, 1991; Schumacher et al., 195%) or in the preoptic area
{Caldweall &t al | 1989; Schulze and Gorzalka, 1991, Thin effect iz likely
mediatad by the OT recaptor (OTR) since the administration of selective
OTR antagonist (Pedercen and Boccia, 2002), or by antisense DMA of the
OTR (McCarthy et al | 1994) reduced lordogiz behavior. Purthermore, in
eotrogen and P-primed receptive rats, administration of OTA, an OT
antagonist, significantly reduced lordosia (Wit and Ince]l 1991].

It has now been demonctrated that OT iz a potent stimulator of the
synthesiz and releaze of PGEZ md OnRH, recpectively, from the POA-
hypothalamic eystem (Parent =t 2l 2003). In support of thin idea is
that both OT and its receptor increasze in these brain areaz at the time of
puberty and subtequently in the evening on the day of extrus (Caligiond
=t al | 2007). Howerer, it was proposed that OT might have an indirect
effect on OnBH rel=ace since GnRH neuronc do not express OTE, which
might suggest that the stimulatory effect of OT on nevrons would require
to be mediated by another oystem. Thua, elegant experiments initially
pesformed by Qjeda et al. (19772, 1977h,) chowed that proctaglandins
were neurcactive substances that regulated OnBH secretion in the hy-
pothalamuz. Por example, 2 study made in ovx estrogen-primed rats
zhowed that injection of POE2 into the POA or hypothalamuz induced
the secretion of LH (Djeda =t al, 1977h).

The effact of POE; can be exerted on fowr receptor subtypes (EP 1 to
4) coupled to O proteing capable of activating the formation of various
second memengers (Coleman et al, 1994; Sugimoto and Marumiya
2007 ). Por exampls activation of the EP1 receptor by POE; inducez an
increase in intracellular free Ca2+ (Katoh =t al | 1995; Sugimoto and
Marumiya, 2007, while activation of EP2 and EP4 receptom activats Gz
proteing which cauces an increace in intracellular cAMP levels {Claza-
donte et al | 2011; Sugimoto and Marumiya, 2007).

Int=rectingly, recent studies support the idea that OTR located on the
meambrane of hypothalamic astrocytes when activated by OT induces the
synthesiz of POB; (Parent et al | 2008). POEg acte an a gliotranamitter,
sirongly potentiating the release of OnBH by hypothalamic neurons.
Therafore, in the present sxpariments, we hypothesized that OT induces
lordociz through activation of the OT,/POBy,/OnRH pathway. In the first
experiment, we amesoed the effectivenss of lordosiz facilitation by icw
adminiztration of OT and the =fect of atociban (ATO, a competitive OTR
antagonizt] an OT-induced lordosia. The second axperiment svaluated
the affect of aspirin (inhibitor of COX encymes responzible for POB;
syntheniz), and the POB; receptor BP4 antagomist, ONO-ARS-208 on OT-
induced lordosiz. Finally, in the third experiment, we svaluated the ef-
factz of icv antide (a OnBH-1 receptor antagonist] on OT-induced
lordociz behavior.

Hormones and Belarsor 136 (2021) 105081
2. Methods
21, Animals

Seventy-five sexually inexperienced female Spraguwe Dawley rato
weighing betwean 230 and 250 g and bred in our colony were uzed in
these expariments. They were houced in collactive cages (4 animals par
cage] with a thin layer of wood shavingz in a colony room maintained
under controlled light/dark conditions (14 h of light and 10 h of dark)
and at a temperamre of 21 4 27C. All animals were fad Purina rat chow
and water ad libitom.

2.2, Swpical procedures

All females were anesthetized (zee below) amd ovariectomized
bilaterally. After recovery, femalss were housed in groupa of 4 in acrylic
cages. Two weeks later they were anesthatized and placed in a Fopf
stereotaxic inctrument (Tujunga, CA, USA) for implantation of a
stainlesz-steel cannula (22-gauge, 17 mm length) into the right lateral
wentricle following coordinates from the atlaz of Paxinos and Watson
[ 2006 ); antero-poaterior +0.530 mm, mediclateral 1.5 mm_ dorsoventral
- 3.5 mm recpect to bregma. A stainlesg-steel screw waz fixed to the clull,
and both cannula and screw wers cecured with dental cement. Pollowing
cannula implantation, famales were housed in individual cages to pre-
went agonistic interactions (=.g., biting). All surgical procedures were
done under xylazine (4 mg/kgl and ketamine (50 mg/kg) aneothesia and
followred by subrutansous injection of carprofen (5 mg/hg/24 ho = 3
dayz oc) to prevent pain; Immediataly after canmula implanstion, fe-
males were intramuacular (im.) injected with procainic bencilpenicilin
(22,004 T /kg) and cristaline bencilpenicilin (7500 IU,/Kg) cach 24 b by
3 dayn. A dummy cannula (30 gauge) provided with a cap wao intro-
tuced into the guide cannula to prevent clogging and contamination. AL
procedures uped in these experiments followed the Mexican Law for the
Protection of Animals and were approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee of CINVESTAV.

2.5, Testing procedures

Lordoaiz behavior tects (receptivity and lordociz score) were done by
placing famales in a circular plexiglag arena (53 cm in diameter). & tozl
of 15 sexually active males were uzed for thiz experiment. However, in
each test, gix arenag wwers wed with one male (the other 12 malss
remained in holding cagec), therefore the famale was changed with
different males until che received 10 vigorous mountings, with or
without penile intromission. Dwee to the sxtencive sexual experience of
the malez prior to the experimen: the tect lagted le=cz than 10 min
howerver, if any of them ejacolated or did not mount the female they
were removed from the arena and replaced by a new male. Receptivity
for all famales was determined az a lordosia quotient [l = (number of
lordogiz / 10 mounta) x 100]. While the intensity of lordozia (0 to 3) waz
guantified according to the lordogiz score (LS) propoged by Hardy and
Di=Bald (1971). Thiz scale ranged from 0 to 3 for =ach responge and,
comzequently, from O to 30 for each female that received ten mountz
from the male. In all experiments, the females were tested at 30, 120,
and 240 min after icv OT infuzion. Lordosiz behavier was scored Live and
obsarrers were blinded az to the reatment condition at =ach of the timag
tested.

24 Chemicals and edminisration

Eoradiol bensoate (BB}, OT (Cye-Tor —[e-Oln-Am—CyePro-Len-
Oly-MHz), and the selective OTR anmgonist, atoaiban  (ATO;
CaaHarMNy101252) were purchaped from Sigma Chemicals (5t Louiz, MO0,
Azpirine (acetylzalicylic acid, COX1-00X2 inhibiter] was purchased fram
Tocriz Bioscence (Brisol, UK. ONO-AE3-208, (ONOD; n EP4 receptar
antagonist) was purchazed from Cayman Chemical (Ann Arbor, Michigan].
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All chemicalz were infused in 2 wolume of 1 pl through a plagtic Clay Adama
catheter (PE 10 Mo 7401], fitted to 2 Hamilton oyringe (10 pl) thar was
inzerted into the guide ventricular canmula. EB was administered subou-
taneously (ac).

2.5. Experiments

2.5.1. Experiment 1. Bffect of icv infusion of OT and ATO on lordosiz
behavior in ovx, BB primed ras

Thiz experiment waz decigned to assees the involvement of OT and itz
receptor in the facilitation of lordosiz in EB-primed ratz. One week after
icw cannulation, 32 rata were injected oc with BB (5 pgl. A positive OT
group of 10 animals waz infugsed with saline (39.5 h: ATO solvent) and
30 min later (i.e_, 40 h after BB injection) received 2 gg of OT. The role of
the OTR waz tested in a second group of 12 females by infusing 1.5 pg of
ATD at 39.5 h poat EB, while at 40 h OT wag infuzed icv. The negative
control group of 10 females received 1 pl of two saline infosionz, one at
39.5 h post BB, and a second at 40 b

BB waz dissolved in cesame oil to a concentation of 50 pg/ml,
therefore each female received 5 pgs 0.1 ml OT was dizssolved in zaline
to a concentration of 2 pg/pl. Thia dose chosen waz bazed on a previous
in wivo study (Caldwell et al | 1935). ATO was prepared in saline at a
concentration of 0.5 pg/pl. This concentration waz chosen bazed on a
previous study of our laboratory (Jomora-Arcati et al., 20190

252 Bxperiment 2. Effect of icv adminisration of aspirin or ONO on
lordosis behavior augmented by OT

The objective of thiz experiment waz to evaluate the participation of
CIOK-2 (regponsible enzymes for POEZ symthesiz) and BP-4 proctaglandin
receptor in female lordogin behavior facilitated by OT.

One week after the intracerebral implant, 35 ratz received a oc in-
jection of BB (5 pg). To explore the involvement of COX-2 on OT-induced
lordociz, 9 females were injected with 30 pg of acpirin (COX2 inhibitor)
at 39.5 h post EB and at 40 h were infuzed with 2 pg OT. To teat the
imrolvement of the EP4 receptor on OT-induced lordosiz, 7 animals were
infuged with OND (EP4 proctaglandin receptor antagonist) at 39.5 h poat
EB and at 40 h they received 2 pg OT. For the pogitive OT contol, 10
females received DMSO at 39.5 h poot EB and OT (2 pg) at 40 b The
negative contral group of 3 females received an icv infuzion of DMS0 at
39.5 h and at 40 h received an infuzion of 1 il of zaline.

Azpirin and OMNO were dissolved in 109 DMS0 at a concentration of
30 pg/ul and 1 pg/ul respectively. These doges were chosen bazed on
previousz studies of oyotemic administration of Aspirin 30 mg ntrave-
nouzly (Makada, 2021) and ONO 10 mg kg interperitoneally (Ku et al |
2014), and adjuated for icw infosicon.

2.5.3. Experiment 3. Effect of icv adminisration of antide on lordosis
behavior elicited by OT

To aspess the participation of OnRH-1 receptorz on lordosiz behavior
induced by OT in BB-primed rat we veed the OnRH-1 receptor antag-
onizt antide. One week after icv cannulae implantation, 3 ram wese
injected oc with BB (5 ig) and at 35.5 h poat BB with antide, followed at
40h by 2 pg of OT. Antide was dizzsolved in galine to a concentration of 1
ug/ul The dose of antide wan selected becanse it blocked the behavioral
effects of OnRH in several studies (Dominguez-Ordofies et al | 2015;
Oarcia-Judres et al | 2011: Kauffman and Biszman 2004). Por etatiotical
purpoees and in order to reduce the number of animals uzed in the
experiment, we compared the behavioral responses of animals who
received antide + OT to those that received zaline + OT from Experi-
ment 1.

2.6. Histologicel confirmation of cannula plecement
Twenty-four hours after completion of the experiments, famales

were euthanized with Xylacine and Hetamine overdose, and 1% meth-
vlene blue was adminictered through the cannula. The brain was
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removeid and sectioned in the transverze plane to wverify the cannula
pozition in the right lateral ventricle.

2.7 Smitistical aralysiz

In order to evaluate the effects of the different treatments on lordosiz
behavior, the regponses obtained were compared as deccribed below.
Since group sizes were relatively small and data (lordoaiz score, lordosiz
guotient) were not continuous, we applisd non-parametric statistica.
The independent wariable was pharmacological treatment; dependent
variables were lordosis score and losdosic quotient. Behavioral re-
cponoes were measured at 3 time pointz, 30, 120, and 240 min after
adminigtration of OT, but possible effectm of time on behavioral
recponzivenso: were not formally tested in the present analyzio. There-
fore, data from each time point were analyzed independently uzing a
Fruzkal-Walliz test. Post-hoc compariconz were made using Mann
Whitmey U tests, applying a Bonferroni comrection. The Bonferromi-
corrected p value was calculated in two separate geries conzidering 3
poczible pairwize comparizons (bazed on the sobvent weed for inhibitors)
for each ceries om the next order: a) Saline + OT vo Saline + Saline:
Saline + OT wa ATO + OT; Saline + OT we Antide + OT. b) DM50 + OT
wz DME0 + Saline; DMS0 + OT va Agpirin+ OT; DMS50 + OT w= ONO +
OT. Thus, pairwize comparizons were conzidered significant where p <
0.016 (0.05/3 = 0.016). The Mann Whimey U/ test iz an excellent
altemative to the test with a power efficiency of 95.5% of the para-
metric tegt (Siegel and Cagtellan, 1995). Effect sizes for Mann Whitney U
comparicons (Cohenz d) were calculated using an omline caloulator
(httpa:/ www.paychometrica. de /effect gize html, Berben et al, 2012;
Fearoson et al., 2013) based on the procedure of Lenhard and Lenhard
[2016). Planned pairwize comparizons were az follows: In Experiment 1,
the control group treated with zaline was compared with the group
treated with OT, which in turn was compared with the group treated
with OT pluz ATO. Por Experiment 2, the control group meated with
DMS0 was compared to the group weated with OT, which in tum waz
compared with the groups treated with OT plus aspirin or OT pluz ONO
AE3-208. In Bxperiment 3 the control group treated with physiological
saline waz compared to the one treated with OT, which in turm waz
compared with the group treated with OT plus antide.

3. Resultz

3.1. Experiment 1. Effect of icv infusion of OT and ATO on lordasis
behavior of ovx, EB primed ros

Fig. 1 shows both the L) (A] and LS (B} obtained at 30, 120, and 240
min after icv injection of 2 g of OT. The Frudkal-Wallic teat chowed that
both L} and LS were gignificantly differant only at 120 (for L) p <
0.001, and LE p < 0.004). Post-hae Mann-Whitnay U chowsd that OT
elevated L) zsignificantly only at 120 and 240 min (p < 0.01) after
infuzion, whereas for LS there waz only a significant difference at 120
min (p < 0.01). Co-adminiztration of the OTR. antagonist ATO reverzed
the increased L) induced by OT at 1:30 (p < 0.001 ) min and the L5 ar 120
(p < 0.01). Effect zize results (Table 1) chowed that the largest effect
gizep pocurred at 120 and 240 min for Saline + Saline va Saline ve OT and
at 120 min for Saline + OT vz ATO + OT compared groupa, consistent
with the statizstical analyzes.

3.2 Expertment 2. Effect of icv administration of aspirin or ONQ on
lordosis behavior eliciced by OT

Significant differences between DMED + Galine, DME0 + OT and
DMS0 + Agpirin treatments were detected by the Kruzkal-Walliz test for
L} at 120 {p < 0.001) and 240 min (p < 0.0003); similar results were
obtained for LS at 120 (p < 0.002) and 240 min (p « 0.0007). These
recults were confirmed by the Mann-Whitney U tect, which showed that
lordoaiz behavier (L: A) and LS (B) induced by 2 pg of OT (n = 7) waz
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Figure 1
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Fig. 1. Owytocin (0T, 2 pg: 0 = 1) elicited lordosis behavior, in ovx- EB
primed mes, LO (A) at 120 and 240 min and LS (B} at 30 and 120 min after
its IOV injection when compared with the group who received its vehicle, 5a
line 4 Saline (1 pk; n = 10). This behavior, LO (A) and LS (B, was diminished
by AT (1.5 pg: n = 1Z) infused ICV. Saline 4 Saline vs Saline 4 OT *p < 0L05;
Bp o Q0L “p < 0.001. Saline + OT vs ATO 4 OT %p < 0L0%; Bp < 0L01; p
< 0001,

.:ig;:.i.ﬁ.tmﬂy diffarent af the thres timss tegied, 30 min {p < 0,01}, 120
and 240 min (p < 0.001) than that of femalez who received DMS0 +
Saline (n = 10). However, icv adminiztration of aspirin given 30 min
before OT infuzion (zes Fig. 2) prevented the stimulatory effect of OT at
120 and 240 min far L (p < 0.01).

When data from the comparizon between DMS0 + Saline, DMS0 +
OT and DME0 + QMO for L) were analyzed with the Krudkal-Wallis tect,
satictically significant differences were found at 30 (p < 0011, 120 (p
< 0.0008), and 240 min (p < 0.001). Moreover, for LS bepween these
Comparkzons ravealed giatiztical diffsrsncez 2t 120 {p < 0.0D07) and
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Table 1
Effect size for lardosis behavior in all experiments.

Effect size () at thres tested times, min

Compared groups 30 120 240
1. Galine vs OT .48 1.53 1.5
2 OT vi Atoslban 1.13 2. 043
3. DMES0 ws OT m 316 316
4. OT vs Aspirin 1.32 2.0% el
5. OT vs OND AE3-208 1.29 L& 14
6. OT vi Antide 237 3.0 i
O0T; Critoding DMS0; Dimethylsulfoxide.
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Fig. 2. Lordosis behavior, LO) (A) or LS (B) was facilitated by ICV injection of
OT (2 pg: n = 7} in ovx EB-primed rats at the three times tested when compared
with DMS0 4 Salime (1 pl; n = 10) controd group. This behaviaral effect, L0 (A)
or LS (H), was statistically diminished by ICY infusion of Aspirin (30 pg; n= 9)
at 120 and 240 min. DMS0 4 Saline vs DMS0 + OT “p < 0.05; 5p < 0.00; <
[L00L. DMS0 4 OT vs Aspirin 4 OT *p < 0L05; Bp < 0.01; p < 0.00L.

¥

Treatments
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240 min (p < 0.001). Az chown in Fig. 3, ONO infuzed 30 min before OT
also diminichad both L) and LS at 120 and 240 min (p < 0.01 for both).
Finally, analyniz of efect zize thowed important differences among all
groupa and treatments; howeser, the largest affect zizen occurred at 120
and 240 min at 120 and 240 min (Table 1.

3.8, Experiment 8. Bffect of icv administration of antide on lordasis
behavior elicited by OT

The Frugkall Walliz test revealed ctatistical differences at the three
times tested for both L) [30 (p < 0.007), 120 (p < 0.0005) and 240 (p <

Figure 3
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Fig. 3. Lordesis behavior, L0 (A) or 1S (B) was facillitated by ICV injection of
OT (2 pgz n= 7} in ovx EB-primed rats at the three times tested when companed
with DMSE0 4 Saline (1 pk; n = 10) contral group. This behavioral effect, L0 (A)
ar LS (B), was statistically decreased by ICV infusion of ONO-AE3-208 (O8N0, 1
pg: 7= G at 120 and 240 min. DMS0 4 Saline vs DMS0 4+ OT *p < 0.05; %p <
0.00; “p < 0.001. DMSD 4 OT vs ONO + OT %p < 0.08; Bp < 000; p < 0.001.
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0.0017] and L5 [30 {p < 0.008), 120 (p < 0.0009) and 240 (p < 0.OCS]].
Mann-Whitney U/ teatz chowed significant diffarences at the thres timez
teated (p < 0.001). Az chown in Fig. 4, administration of 1 pg of antide
(n = B) blocked L) and LS elicited by OT in ovx, EB-primed ratz at three
times tested (p < 0.001 for each) These resultn are supported by the
eifect gize analysiz, which chows that the diffarences between the means
of the control group versus the experimental group are large at the three
timez analyzed, however, the maximum effect zize occurred at 120 min
(Table 1]

Figure 4
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Fig. 4. Antide (1 pg; n= E) infused ICV, blocked statistically lordosis behavior
facilitated by intracerebral inpection of OT (2 pg n = 10) in ovx EB primed rats
at the three times bested. Saline + Saline vsSaline + OT *p < 0.05; "p < 0U00; p
< (L00L. Saline + OT vs Antide + OT “p < 0.05 ®p < 0.01; “p < 0.001.
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4, Discuszion

The present results support and extend previous results showing thas
intracerebral adminiztration of OT induces lordosiz behavior in EB-
primed rates (Arletti and Bertolini, 1935; Caldwell et al | 1966; Cald-
well et al, 198%; Gorzalka and Lester, 1987; Schulze and Qorzalka
1991; Schumacher st al | 1959). While POE; and GnRH-induced lordoais
behavior have alzo been widely documented (Beyer et al | 1997; Buntin
and Lizk, 1979 Lima-Hemandes =t al | 2014 Ramires-Orduna et al |
2007, the regults of thiz study are nowvel zsince icw adminiztration of the
OTR antagonist atociban, the COX-2 inhibitor agpirin, the PGE; receptor
EP4 antagonist OMO, and the OnRH receptor antagomist antide all
zignificantly decreased lordosiz behavior induced by OT in EB-primed
ratz. These daza support the hypothesic that the OT/POEx/OnRH
pathway iz imvolved in OT-induced lordogiz. Thua, in our moat recent
experiments, we have proposed that lordozin behavior induced by a
variety of compounds occum through the release of OnBH az it should
coincide with owulation (Domingues-Ordones =t al, 2015; Carcia-
Juares et al, 2011; Lima-Hemandez et al , 2012).

It has besn proposed that OT promotes pulsatile OnRH release
indlirectly through POEy (Clazadonte et al, 2011; Qjeda et al |, 1977,
1977h, 1979). Por example, in wivo studies in rat treated with steroid
hormones (Ojeda =t al, 1977a, 1977h, 1979), and in vitro {Clasadonte
et al | 2011) studies performed with hypothalamic and PIOA fragments,
zhowed that POR; stimulated both GnRH and LH secretion (Bigdeli and
Snyder, 1978; Ojeda et al, 1975 Ojeda and Negro-Vilar, 1985; Ojeda
1977h). Conwversely, inhibition of POE; mmthesiz suppressed
noradrenaline-induced OnRH zecretion (Djeda et al, 1979, 190I;
Heaulme and Dray, 1934). Howewer, the cellular mechaniomas through
which OT exerts lordosiz behavior have been unclear The curmrent
fndingz suggest that thiz could be through the same mechanizm by
which ovulation iz induced, since it iz now known that the axons of OT
neurcns project from the supraoptic and paraventricular nuclei to the
median eminence and hypothalamug, an area involwed in the expreszion
of lordogin behavior (Armatrong, 2015 Mani and Blawgtein, 2012).
Furthermore, the concentration of OT mRMA increases in the para-
ventricular nuclens during the treatment of BB + P {Amico et al | 1957
and the facilitation of sexual behavior iz dependent of P in EB primed
rate (Dorzalka and Lester, 1957), and was greatest during paced mating
conditionz (Myuyki et al, 2011). Purthermore, the synthesiz of OTRz
depends on the activation by estradiol of BRa (Young =t al., 1995, with
mubsequent P unmacking synthesized OTRz in the ventrolateral VMH,
bringing them into physical contact with OT axon terminala (Gchu-
macher =t al, 1992). Howewver, it iz well established that estradicl
priming iz capable of regulating a variety of gpecific genec that require
the activation of ER. Some of the activated genec that have been linked
to the expresgion of lordosiz behavior in addition to OT (Miller et al |
1969, Bale et al, 1995; Quinones-Jenab et al | 1997; Young et al, 1998,
20H)3) are progesterone receptors (PR, Mani and Blaustein, 2012), GnRH
receptorn (Petersen et al., 1993, 1995), mu-opisd receptors (Eckercell
et al | 1988; Quinones-Jemaba et al., 1997; Thouab and Hammer, 1995),
and zome others such az those for different catecholamines (Melic and
Argiolas, 1995). Becaue lordogis can be induced by compounds that
produce zimilar or different intracellular zsignals, such as second mes-
zengers and protein kinages that induce the activation of these proteins
when they are phosphorylated, the existence of molecular crosa talk
between these mechanizmz hac been proposed, with PR az a common
maodulator (Beyer et al | 200%; Mani and Blauatein, 2012).

For OT to ultimately cauce the releage of OnRH, a series of oteps are
required starting with the activation of OTR and the subsequent sym-
theziz of POE:, a process that hao been shown to occur in astrocytes
adjacent to hypothalamic neuromz (Clazadonte et al, 20113 Once
releazed, POB; should act on itz receptores, some of which are located on
OnRH neuronc to lead to the symthecio and releaze of OnRH. Thiz would
then act on GnRH-1 receptors on a variety of neurona. This iz supported
in the pregent experimentz given that the OTRE antagonict atociban

et al
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reduced lordozia behavior induced by OT. OTR iz a O protein-coupled
receptor where binding with it natural ligand activates a cascade of
signaling eventzs including phospholipase € and COX-2 (Jurek and
Meumanm, 2015). In a series of experiments in gonadally intact famale
rata, intracerebral adminizstration of various OT antagonists to the lateral
wentricle, preoptic area, or venwal tegmental area, blocked lordosic
behavior induced by combined BB and P (Benelli et al | 1994; Caldwell
et al | 1994; Prye and Walf, 2010; Pedersen and Boccia, 2002).

Intereatingly, icv administration of aspirin {inhibitor of both COXz
izoforma) reduced the stimulatory effects of OT on lordosis in EB-primed
ratm. The cellular mechaniom by which agpirin exerts itz effect iz through
inhibiting the biosynthesiz of cyclic prostanoidz which are generated by
the metabolizm of arachidonic acid through the activity of cyclo-
oxygenase [Awiry and Loacalzo, 20000, It is therefore posgible that the
inhibition of lordoaiz by OTR antagonists could be due to a blockade of
POE: synthesin. In support of this idea, we found that indomethacin,
another cyclooxygenase inhibitor, reduced lordosiz behavior induced by
a variety of ring-A reduced progesting (Beyer =t al., 1999),

The role of the EP4 receptor haz also besn examined in different
phyziclogical and reproductive recponses. For example, it iz known that
POE; increaces in cAMP turnover through the activation of this receptor
(Coleman et al | 1994} This induces several phyuiclogical responoes,
including the induction of angiogenesziz through cAMP and PEA Cu
(Zhang and Daaka, 2011) and vascular relaxation mediated by cAMP,
PHA and endothelial nitric oxide symthase (Hristowcka et al, 2007
From a behavioral point of view, it has bean found that the EP4 receptor
participates in the suppression of food intake in mice (Dhinam et al,
20061, and the inhibition of thiz receptor improves cognitive function in
a mouse model of Alzheimer's dizeage (Hozhino et al., 2012). In addition,
it haz been chown that activation of EP4 by POR; induces activation of
PHC and p33 MAPK (Fisbich et al, 2001). In a series of studies per-
formed in our laboratory we chowed that both lordociz and proceptive
behaviors induced by POE; in EB-primed ratz were reduced by intra-
cerebral administration of inhibitors of different protein kinases, such az
RpAMPS, PEA inhibitor; KT5523, PEO inhibitor and PDSB059, MAFE
inhibitor (Jonzale=-Flores et al | 2009 Ramire=-Ordufia et al | 2007).
Therefare, with thece results and those obtained in the pregent sxperi-
menm, it could be concluded that OT-induced lordosiz occurs through
different intracellular pathwayz which could be activated by EP4, gince
icv adminiztration of ODO reduced this effect.

It iz logical to think that the releaze of OnRH iz one of the most
important factors in the induction of female sexual behavior since both
coincide with the time of ovulation to engure fertilication of the ovum
(Pfauz e al., 2015). As mentionad above, although a large number of
rubstances that facilitate lordosiz wigger the releage of OnRH, OnRH
neuronz do not contain receptors for those compounds. Thiz suggests
strongly that an indirect mechanizm must be involved in the relsaze of
GnRH from hypothalamic nevrona. Accordingly, we found that intra-
cerebral adminiztration of antide blocked lordoziz behavior induced by
reduced A-ring progestina, OnFH, PORZ, leptin, 31 (a OPER-1 agonist],
and by YOS (Jarcia-Juarez et al, 2020; Jarciz-Juarez =t al, Z011;
Dominguez-Ordones et al | 2013; Somora-Arrati et al, 2008). The re-
rultz of the present work coincide with thooe az antide alzo blocked OT-
induced lordociz through a series of processes that reqult in the releaze of
GnRH from OnRHergic neurons activating their GnRH-1 receptors in the
hypothalamua trigger the expression of lordoasiz behavior (zee Fig. 5).

Finally, Fig. 5 proposes a model of paracrine communication be-
pareen astrocytes and OnRH neurons that affects the regulation of sexual
behavior in the famale rat. Thic iz based on the present fndings given
that ATO, aspirin, ONO, and antide, inhibited OT-induced lordosio. Az
trocytes are known to contain membrane OTRz, which when activated
by OT, lead to the activation of the COX-2 encyme, which in tum me-
tabolizes arachidonic acid into POE:. Astrocyte-derived POEZ activates
EP4 receptors, which then activate an AMPc/PEA pathway in OnRH
nevrons. The releage of POE; from astrocytes would then activate EP4
receptora located on OnBH neurono leading to the releaze of OnRH
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Figure 5
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this pathway between astrocytes and GaRH cells, since the use of the different antagonists and inhibitors, such as ATO, aspirin, ONO and antide, inhibited OT-
induced lordosis behavior.
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which by acting on the GnRH-1 receptor would participate both in the
induction of ovulation and in the dicplay of female sexual behavior.
Although thia simple molecular model explaing the generation of estrows
behavior by OT from astrocytes, 2 more complex picture with a larger
number of subatrater must be comidered, inchuding the influence exer-
ted by P on OT regulation Por example, it haz been proposed tha: P
increazes both the binding of OT to itz receptor and lordogiz when
infused into the caudal part of the hypothalamusz where ectradiol-
induced oxytocin receptors are modulated by P (Schumacher et al |
19900

In concluzion, the precent recults extend knowledge that the actions
glial cells. Indesd, the szame receptors for agensm that induce both pro-
ceptive and receptive female sexual behaviom, such az melatonin, thy-
roid hormone, oteroid hormones, OT, leptin, growth factom, etc., are
alen located in or on glial cells (Cipolla-Neto and do Amaral, 201 8; Pujita
and Yamachita 2019; Melcangi et al, 2001; Mohicaik et al | 2011;
Tacker et al, 2012). Garcia-Segura proposed that glial cell function
generate zignals that are sent to newrons to modulate their function
{Qarcia-Segura and McCarthy, 2004; Oarcia-Segura amd Melcangi,
2006). The effect on the neuwron can produce the gecretion of a trans-
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