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-Resumen

RESUMEN

“Participacion de los andrégenos en la formacién de las vias
dopaminérgicas mesocortico-limbicas en un modelo de estrés prenatal”

Existen numerosas evidencias en la literatura que demuestran que la
exposicidn a situaciones de estrés durante el periodo de la gestacion produce
alteraciones a largo plazo en los niveles de hormonas sexuales y en el
desarrollo del sistema dopaminérgico de la descendencia. En nuestro
laboratorio, empleando un modelo en la rata, observamos que dichas
alteraciones en el sistema dopaminérgico variaban segun si éstas se evaluaban
antes o después de la adolescencia. Por otra parte, en el ser humano se ha
demostrado ampliamente que varias psicopatologias tales como la
esquizofrenia, adicciones a sustancias de abuso y depresion se desencadenan
durante o hacia el final de la adolescencia. Definida como el periodo de
transicion entre la nifiez y la vida adulta, la adolescencia es una etapa donde
las hormonas gonadales ejercen sus efectos sobre los tejidos periféricos
induciendo la aparicion de los caracteres sexuales secundarios, pero también
actuan centralmente influyendo sobre el remodelado y desarrollo final del
cerebro.

Teniendo en cuenta estos antecedentes hipotetizamos que el estrés prenatal
estaria interfiriendo con el desarrollo del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal, a la
vez que modificaria la maduracidén del sistema dopaminérgico mesocortico-
limbico deviniéndolo vulnerable a los cambios hormonales que ocurren durante
la adolescencia. En este contexto, el objetivo general en el que se encuadra
este trabajo de tesis consiste en avanzar sobre el conocimiento del rol de las
hormonas gonadales masculinas sobre las alteraciones de la neurotransmision
dopaminérgica en la cria estresada prenatalmente. En una aproximacién hacia
la evaluacion de este objetivo se caracterizé el efecto del estrés prenatal sobre
el eje reproductor masculino y sobre ciertos aspectos del sistema
dopaminérgico, para por ultimo intentar simular el efecto del estrés prenatal
administrando prenatalmente a un antagonista del receptor de andrdégenos: la
flutamida.

Mediante el empleo de un modelo de estrés prenatal por inmovilizacion de la

madre durante la Ultima semana de gestacion en ratas Wistar, se evalud la
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reactividad del sistema de estrés de las crias macho, al mismo tiempo que se
estudiaron los efectos del estrés prenatal sobre diversos aspectos
morfolégicos, bioquimicos y moleculares del eje reproductor. En el mismo
modelo, en crias macho prepuberales y adultas, se examind la expresion de los
receptores dopaminérgicos del tipo D2, de andrégenos y de estrégenos en
diversas areas cerebrales pertenecientes al sistema dopaminérgico
mesocortico-limbico y se estudiaron las arborizaciones dendriticas en las
mismas areas. Finalmente mediante la administracion de la flutamida durante la
ultima semana de gestacion, se estudié si la disminucién perinatal en los
niveles de andrégenos circulantes podria influir sobre el desarrollo del sistema

dopaminérgico.

Los resultados obtenidos mostraron que el estrés prenatal indujo
modificaciones a largo plazo en los niveles de las hormonas pertenecientes al
eje reproductor masculino. A su vez, el estrés prenatal modificé parametros de
la morfologia sexual externa y de la histomofometria gonadal de la
descendencia. Por su parte, los efectos del estrés gestacional sobre los
receptores dopaminérgicos del tipo D2 y a hormonas sexuales presentes en el
cerebro, mostraron variaciones conforme al area en la cual se estaba
realizando la observacion y a la edad de las crias, mientras que la reduccion en
las arborizaciones dendriticas inducida por el estrés prenatal se registré en
todas las areas evaluadas y en ambas edades. Por Gltimo demostramos que la
administracion prenatal de flutamida afecta la morfologia sexual interna vy
externa de la descendencia, al mismo tiempo que induce alteraciones en
parametros morfolégicos del sistema dopaminérgico mesocértico-limbico. De
esta manera, la manipulacion prenatal de andrégenos mostré consecuancias
similares a las observadas en individuos que habian recibido estrés prenatal,
sugiriendo que uno de los mecanismos por los cuales el estrés gestacional
podria interferir sobre el desarrollo del cerebro es mediante la alteracion del rol
organizacional de los andrégenos y la modulacion del rol activacional de los

mismos.

Palabras claves: estrés prenatal, eje hipofiso-testicular, sistema
dopaminérgico mesocortico-limbico, esteroides sexuales, flutamida, ratas
Wistar
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ABSTRACT

Role of androgens on the development of the mesocortico-limbic
dopaminergic pathway in a model of prenatal stress

Several studies have demonstrated that stress exposure during pregnancy
impairs the dopaminergic system in the offspring. Employing a rat prenatal
stress paradigm we have observed that several alterations of the dopaminergic
pathway vary if evaluated before or after puberty. It is well known that numerous
psychopathologies (i.e. schizophrenia, substance abuse disorder and
depression) develop during, or after, the adolescence period. Adolescence is
defined as a transient and dynamic phase of development, when gonadal
hormones act not only on peripheral tissues to cause the appearance of
secondary sex characteristics, but they also act centrally to influence both the
remodeling of the adolescent brain and behavioral maturation.

Taking this background into account, we hypothesized that prenatal stress
might be impairing the hypothalamic-pituitary-testicular axis development, while
affecting the mesocortico-limbic dopaminergic system by becoming vulnerable
to the hormonal changes that take place during the adolescence. In this context,
the general aim or this research was to study the role of sexual hormones on
the dopaminergic neurotransmission of prenatally stressed male offspring. Our
first approach was to characterize the prenatal stress effects on the
reproductive axis development and on the mesocortico-limbic dopaminergic
pathway to finally simulate prenatal stress effects by prenatally administering

the androgen receptor antagonist flutamide.

Employing a prenatal stress paradigm that consisted on immobilization of the
pregnant dam during the last week of gestation, we characterized the stress
system of the gestant mother and of the male offspring, and the effects of early
programming on morphological, biochemical and molecular parameters of the
male reproductive axis. In the same model, we evaluated the androgen,
oestrogen and D2-dopamine receptors expression, as well as the dendrite
arborization status on several brain areas of the mesocortico-limbic
dopaminergic pathway of prenatally stressed male offspring at prepubertal and
adult stages. Finally, we administered flutamide during the last week of
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gestation in order to evaluate if decreased androgen levels might affect the

dopaminergic system development.

Our results show that repeated exposure to maternal restraint stress markedly
modulates the development of the offspring reproductive axis by inducing long-
term changes in sexual maturation, hormone secretion patterns, testicular
histology, and testicular biochemistry. Moreover, prenatal stress induces
impairment on the D2- dopamine receptors and sexual hormone receptors
depending on the area, and the age of the offspring. Finally, prenatal
administration of flutamide affected sexual morphology of the descendants, as
well as the mesocortico-limbic dopaminergic dendrite morphology that resemble
those described for prenatally stressed animals. In summary, prenatal androgen
manipulations induce similar consequences as prenatal stress suggesting that
one of the possible mechanisms of action is by affecting the organizational role
of androgens and differentially modulating their activational role on brain

development.

Key words: prenatal stress, pituitary-testicular axis, mesocortico-limbic
dopaminergic system, sexual steroids, flutamide, Wistar rats
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AR= receptor de andrégenos.

ARNm= acido ribonucleico mensajero.

AVP= arginina vasopresina.

BDNF= factor neurotréfico derivado del cerebro.

C= grupo experimental control.

Col.= colaboradores.

CPF= corteza prefrontal.

CPu= nucleo caudado y putamen del cuerpo estriado.
CRH= hormona liberadora de corticotrofinas.

CRHp= hormona liberadora de corticotrofinas sintetizada por la placenta.

CT= ciclo de PCR umbral en el cual se detecta una fluorescencia mayor a la
basal.

D1R= receptor dopaminérgico de tipo 1.

D2R= receptor dopaminérgico de tipo 2.
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DA= dopamina.

DAB= 3,3’-diaminobencidina.

DG= dia gestacional.

DHT= dihidrotestosterona.

Diol= 5a-androstane, 3a, 17 diol.
DPN-= dia postnatal

EDTA= acido etilendiamino tetracético.
EE= error estandar.

EP= grupo experimental estrés prenatal.
ERa= receptor de estrogenos alfa.

ERpB= receptor de estrogenos beta.

ERs= ambas isoformas del receptor de estrégenos en conjunto.

FLU= grupo experimental flutamida.
FSH= hormona foliculo estimulante.
g= aceleracion de la gravedad.

GABA-= 4cido gamma aminobutirico.

GnRH= hormona liberadora de gonadotrofinas.

GR= receptor glucocorticoideo.

HHA-= eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal.
HHT= eje hipotalaico-hipofisario-testicular.
HPC= hipocampo.

HPT= hipotalamo.

IgG= inmunoglobulina.

kDa= kilo Daltons.

LC-NA= sistema de neuronas noradrenérgicas del Locus Coeruleus.

LH= hormona luteinizante.
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MAP2= proteina asociada a microtubulo

MR-= receptor mineralocorticoide.

NAc= nucleo accumbens.

NeuN= inmunomarcador neural.

Nurri=factor de transcripcion (nuclear receptor-related factor 1).
PBS= buffer fosfosalino.

Pitx3= factor de transcripcion (paired-like homedomain transcription factor 3)
POMC-= sistema neuronal de la pro-opiomelanocortina.

PVDF= difluoruro de polivinilideno.

PVN= Nucleo paraventricular.

RIA= radioinmunoensayo.

RT-qPCR= reaccion en cadena de la polimerasa en transcripcion inversa

cuantitativa.

SDS= dodecil sulfato sédico.

SDS-PAGE-= electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS.
SN= substantia nigra.

SNA-= sistema nervioso autbnomo.

SNc= substantia nigra pars compacta.
SNC-= sistema nervioso central.

SR= estrato radiado

T+DHT= andrégenos totales.

TA= buffer fosfosalino 0.15% + Triton X-100.
TH= enzima tirosina hidroxilasa.

VEH= grupo experimental vehiculo.

VTA= area tegmental ventral.
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I.1- SISTEMA DE ESTRES

La supervivencia de los organismos a lo largo de la historia fue posible
gracias a las diversas capacidades de éstos para mantener constante un
complejo equilibrio interno denominado homeostasis (del griego; homoios= lo

mismo, stasis= permanencia) (Randall y col., 1998).

No obstante, el equilibrio interno del individuo es dindmico e interactla
constantemente con fuerzas capaces de alterarlo. Estas pueden ser internas al
individuo, tales como alteraciones psicoldgicas, fisioldégicas, bioquimicas y/o
moleculares; 6 pueden ser también externas como las variaciones en el pH, la

exposicion a temperaturas ambientales extremas 6 a predadores, entre otros.

Asi, la restitucidbn de la homeostasis dependerd de la eficiencia de los
sistemas de control interno en detectar y corregir cualquier tipo de anormalidad
inducida por dichas fuerzas. En ese caso la respuesta adaptativa
desencadenada en el individuo podra ser del tipo especifica para el agente
estresante en particular o inespecifica cuando la magnitud de la amenaza a la
homeostasis exceda cierto umbral. El resultado fisico o mental frente a la
amenaza exagerada es lo que fue definida como ‘“estrés”, mientras que las
fuerzas que lo generan fueron definidas como “agentes inductores de estrés"
(Randall y col., 1998; Moguilevsky, 2005).

[.1.1- El concepto de estrés a lo largo de la historia.

Al principio de la era Clasica, Heracleitus fue de los primeros filésofos en
sugerir que un estado estatico e invariable no era una condicién natural y que
la capacidad de experimentar cambios era intrinseca a todos los organismos.
Luego Empédocles postulé que la materia estaba formada por elementos con
una distribucién dindmica en el espacio y que la supervivencia de los
organismos dependia del balance entre las proporciones de elementos
agrupados o dispersos. Posteriormente Hipocrates manifestdé que la salud
estaba dada por un balance arménico entre ciertos elementos y calidad de
vida, mientras que una desarmonia generaba enfermedad (Chrousos y Gold,
1992).

Ya en el Renacimiento Thomas Sydenham extendié el concepto hipocratico
de enfermedad: si bien ésta podia estar dada por una desarmonia generada
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por la exposicion de un individuo a determinadas fuerzas, la misma respuesta
desencadenada por el sujeto para contrarrestarla podia inducir un estado
patolégico (Chrousos y Gold, 1992).

A mediados del siglo XIX el fisiélogo francés Claude Bernard (1813-1878)
destacé las diferencias entre el ambiente externo que rodea a un individuo y el
ambiente interno. De esta manera introdujo el concepto de “medio interno”
como aquel equilibrio fisiolégico dinamico e intrinseco al organismo de un
individuo. Asi, Bernard describié por primera vez las caracteristicas de la
homeostasis, concepto que recién en el ano 1932 el célebre fisiblogo Walter
Cannon (1871- 1945), terminé de acufar. Cannon demostré que el
mantenimiento del medio interno requeria la regulacion de multiples parametros
(fisicos, quimicos, psicologicos, etc.) y describi6 ademas algunas de las
respuestas dadas por un individuo frente a esta desregulacién: definié la
reaccion de “lucha o huida” (fight or fly reaction) y asocié por primera vez la
respuesta adaptativa al estrés con la secrecion de catecolaminas (Chrousos y
Gold, 1992).

Por ultimo, en 1930 Hans Selye fue el primero en utilizar el término de “estrés”
para describir al resultado fisico 0 mental de las demandas ejercidas sobre el
cuerpo. En base a las observaciones sobre las reacciones emergentes del
sistema nervioso simpatico y adrenocortical, elabord su teoria acerca del
estrés. Selye describié que cuando el individuo era expuesto a un agente
estresante desarrollaba una respuesta fisiolégica estereotipada constituida por
tres fases: 1) reaccion de alarma, donde el cuerpo detecta el estimulo externo y
se libera adrenalina y glucocorticoides; 2) adaptacion, en el cual el cuerpo
activa su defensa contra el estresor (resistencia); y 3) agotamiento, si la
exposicion al agente estresante persistia durante un tiempo prolongado, donde
los mecanismos de defensa disminuyen y el organismo puede enfermarse.

En base al estudio de las respuestas registradas en diversos individuos frente
al estrés, pudo observar que éstas eran independientes de la naturaleza del
estimulo, es decir que eran intrinsecas a cada individuo. También observé que
las repuestas se veian alteradas como consecuencia de la intensidad con que
era percibido el mismo, la duracion y la repeticion. Asi Selye definié dos tipos
de respuestas adaptativas: eustress y distress. La primera se observaba
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cuando el tipo de estrés sufrido era moderado y de corta duracién en el tiempo.
Dicho estrés parecia ser positivo para la salud y optimizaba el rendimiento
fisico e intelectual. Sin embargo, si el estrés perduraba en el tiempo o si su
magnitud excedia ciertos umbrales, era capaz de desencadenar una serie de
eventos fisiolégicos y psicoldgicos que podian ser nocivos para el sujeto. De
esta manera redefinié el concepto descripto por Sydenham como “sindrome

general de adaptacion” (Chrousos y Gold, 1992; McEwen, 2005).

Si bien la teoria de Selye ha sentado las bases de una de las ramas mas
importantes de la Neuroendocrinologia y Fisiologia, el incremento en las
investigaciones relacionadas al estrés han reformulado algunos de los
conceptos de su teoria. Entre los investigadores mas destacados en este
respecto se encuentra Bruce McEwen quien introdujo el término de "alostasis"
para complementar nuestro uso de la palabra estrés. Este nuevo concepto
describe la manera eficaz del cuerpo para enfrentar las circunstancias
medioambientales y los estimulos a los cuales se exponen los individuos todos
los dias. La alostasis se definié como la capacidad de lograr la estabilidad en la
homeostasis mediante la induccién de cambios, y dicha capacidad es critica
para la supervivencia. A través de la alostasis el sistema nervioso autbnomo
(SNA), el eje Hipotalamico-Hipofisario-Adrenal (HHA), el sistema
cardiovascular, el sistema inmune y el metabolismo protegen al cuerpo,
preparandolo para afrontar cualquier tipo de estrés. Sin embargo, la
hiperactividad cronica de estos sistemas, aunque necesaria para la adaptacion,
tiene un efecto a largo plazo que se denomina “carga alostatica”. En otras
palabras, el efecto crdnico que las respuestas al estrés ejercen puede tornarse
nocivo para la vida del propio organismo. Esto no se deberia a un agotamiento
de los sistemas de defensa tal como se postulaba en el sindrome descripto por
Selye, sino a los mismos sistemas de restitucion del equilibrio interno
desencadenados ante el estrés, cuando su respuesta se sostiene durante un
tiempo prolongado (McEwen, 2005).

[.1.2- Fisiologia del estrés.

La adaptacién al estrés esta sostenida por un gran numero de modificaciones
fisiolégicas, psicoldgicas y comportamentales en el individuo que tienden a
contrarrestar los efectos del mismo. Por esta razén, dicha adaptacion puede
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considerarse como un “sistema de estés” que se encuentra ubicado tanto en el
sistema nervioso central (SNC), como en el sistema periférico del cuerpo
(Charmandari y col., 2003).

1.1.2- a) Componentes periféricos del sistema de estrés.

La primera respuesta que se desencadena para contrarrestar al estrés esta
mediada por el sistema simpatico adreno-medular (Moguilevsky, 2005). La
rama simpatica del SNA, cuyo neurotransmisor principal es la noradrenalina,
inerva la médula adrenal. Frente a un estrés agudo o leve, se estimula la
liberaciébn de adrenalina hacia el torrente sanguineo, ejerciendo diferentes
acciones sobre distintas partes del cuerpo. Se produce una redistribucién de
oxigeno y nutrientes hacia el SNC, y también hacia la region del cuerpo que se
encuentre principalmente afectada por el estrés (por ejemplo hacia los
musculos si el individuo esta escapando). Las tasas respiratoria y cardiaca
aumentan. Las funciones cognitivas se estimulan, permitiendo un mayor estado
de alerta y de atencién. El metabolismo se incrementa, aumentando la
temperatura corporal, la gluconeogénesis y la lipdlisis. Por dltimo procesos
fisiologicos tales como la inflamacion, la digestiéon, la reproduccién y el
crecimiento sufren una inhibicién temporal. De esta manera las modificaciones
fisiolégicas que sufre el animal le permitirdn sostener el comportamiento
adecuado para enfrentar dicho estrés (lucha 6 huida) (Chrousos y Gold, 1992;
Moguilevsky, 2005).

Cuando el estrés es muy intenso o cuando la exposicidén al agente estresante
se prolonga en el tiempo, la respuesta iniciada por el sistema simpatico adreno-
medular se refuerza gracias a la activacién del eje HHA. De esta manera se
produce una cascada enddcrina desde el hipotdlamo que culmina con la
liberacién de glucocorticoides' desde la capa fascicular de la corteza de la
glandula adrenal (figura I.1). Si bien sus efectos son similares a los ejercidos
por la adrenalina, la diferencia radica en que éstos duran un tiempo mucho mas

prolongado y cumplen un rol muy importante en el control de la actividad basal

! Los principales glucocorticoides liberados en sangre por parte de la corteza de la glandula adrenal son el
cortisol en primates incluidos los humanos, y la corticosterona en los roedores. Si bien ambos esteroides
cumplen el mismo rol, difieren ligeramente en su estructura quimica: a diferencia de la corticosterona, el
cortisol presenta un grupo alcohol en el carbono 17 (http://www.chemspider.com).
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del eje HHA. Ademas son los encargados de “apagar” la cascada endocrina
iniciada para contrarrestar al estrés mediante un mecanismo de
retroalimentacion negativa en la hipdfisis, en centros hipotalamicos y extra-
hipotalamicos, limitando la duracién de la exposicion total de los tejidos a los
glucocorticoides. Sin embargo, si la respuesta al estrés se prolonga en el
tiempo, se produce una desregulacion en el sistema que derivan en procesos
patolégicos que pueden ser perjudiciales para la vida del individuo (Chrousos y
Gold, 1992; Randall y col., 1998; Walker y col., 2004; Moguilevsky, 2005).
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Figura L.1. Representacion esquematica de la activacion del eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal en respuesta al estrés. CRH= hormona
liberadora de corticotrofina; ACTH= hormona adrenocorticotropa.

Los receptores a los glucocorticoides se encuentran ampliamente distribuidos
en los tejidos y pueden ser de dos tipos:1) el receptor de tipo 1: de alta afinidad
o receptor mineralocorticoide (MR por sus siglas en inglés: mineralocorticoid
receptor), participa como mediador en las fluctuaciones circadianas de los
glucocorticoides no relacionadas con el estrés y su funcién es primordialmente

de activacién; 2) el receptor de tipo 2: de baja afinidad o receptor
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glucocorticoideo (GR por sus siglas en inglés: glucocorticoid receptor), cuya
afinidad por los glucocorticoides es 10 veces menor que la de los de tipo MR,
se expresa tanto en neuronas como en células de la glia. Intervienen en la
regulacion de los niveles de glucocorticoides alcanzados durante la respuesta
al estrés (Bisagno y col., 2000; Cingolani y Houssay, 2000).

1.1.2- b) Componentes centrales del sistema de estrés.

Los dos componentes centrales principales de la respuesta al estrés estan
constituidos por la hormona liberadora de corticotrofina (CRH por sus siglas en
inglés: corticotropin releasing hormone) y el sistema de neuronas
noradrenérgicas del Locus Coeruleus/ sistema simpatico (LC-NA/ sistema
simpatico). La CRH es un péptido que se encuentra en el hipotdlamo y en
otras regiones del cerebro asi como en la glandula adrenal, placenta y focos
inflamatorios, entre otros. En este caso, nos referiremos a la CRH hipotalamica,
secretada por neuronas del nucleo paraventricular (PVN por sus siglas en

inglés: paraventricular nucleus).

Ambos circuitos se inervan y estimulan reciprocamente, conformando un
mecanismo de retroalimentacion positivo de forma tal que la activacion de uno
de ellos desencadena la activaciéon del otro (figura 1.2). Ademas, responden de
igual manera a moduladores neuroquimicos como la serotonina (5-HT por su
nomenclatura 5 hidroxitriptamina) y acetil-colina (Ach) los que cumplen un rol
excitatorio sobre ambos circuitos. El 4cido gamma aminobutirico (GABA por
sus siglas en inglés: gamma aminobutyric acid), los opioides y los

glucocorticoides ejercen efectos inhibitorios.

La CRH es la principal hormona reguladora del eje HHA: actua sobre la
adenohipofisis estimulando la liberacion de la hormona adrenocorticotropa
(ACTH por sus siglas en inglés: adrenocorticotropic hormone) la cual a través
del torrente circulatorio estimula la secrecién de hormonas de la corteza de la
glandula adrenal. Principalmente, la ACTH regula la liberacion de
glucocorticoides y andrdégenos por parte de la capa fascicular y reticular,
respectivamente. También participa en el control de la secrecion de
aldosterona en la zona glomerular. Existen otros mediadores quimicos que
colaboran con la activacién del eje HHA, ya sea actuando en sinergia con la
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CRH, estimulando la liberacibn de ACTH y/o facilitando la secrecion de
hormonas adrenales. Entre ellos se encuentran: la arginina-vasopresina (AVP),
la angiotensina |l, algunas citoquinas y mediadores lipidicos de procesos

inflamatorios.
1.1.2- ¢) Interacciones del sistema del estrés con otros componentes del SNC.

El sistema de estrés interactia con tres regiones especificas del SNC que
coordinan distintos aspectos del comportamiento animal (Chrousos y Gold,
1992; Charmandari y col., 2003; McEwen y Gianaros, 2010) (figura 1.2):

o Sistema dopaminérgico mesocortico-limbico: ambos sistemas son
componentes del sistema dopaminérgico. El sistema cortical esta implicado con
aquellos fenomenos de anticipacién y funciones cognitivas, mientras que el
sistema mesolimbico cumple un rol principal en fendbmenos de motivacion,
refuerzo y recompensa. Ambos sistemas son inervados y activados por LC-NA/

sistema simpatico durante el estrés.

o Complejo amigdala- hipocampo: La amigdala controla la percepcion de
emociones tales como el miedo, la ansiedad y la agresién. En respuesta a un
estrés del tipo emocional, la amigdala regula positivamente la respuesta al
estrés y estimula al sistema mesocortico-limbico. El hipocampo (HPC) procesa
las memorias del tipo contextual, episédica y espacial. Desregula la respuesta
al estrés ejerciendo efectos inhibitorios sobre la actividad de la amigdala, sobre
el CRH liberado por el PVN y sobre el LC-NA/sistema simpatico. Ambas
estructuras cerebrales se encuentran conectadas estructural y funcionalmente.
Durante el estrés, este complejo es activado mediante la accién de las
neuronas noradrenérgicas del LC-NA/ sistema simpatico y por los GC. Su
activacidon conjunta es muy importante para el andlisis emocional y la evocacién
de informaciones pertenecientes al agente estresante. Es decir que al
comparar el episodio estresante con experiencias previas vividas por el
individuo, el cerebro determina en qué medida dicho estrés representa (0 no)

una amenaza.

o Sistema neuronal de la pro-opiomelanocortina (POMC): las neuronas del
POMC se encuentran ubicadas en el nicleo arcuato del hipotalamo. Estas

inervan y a su vez son inervadas por los dos componentes centrales del
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sistema de estrés. Cuando el sistema de estrés se activa, estimula la liberacién
de péptidos derivados del POMC tales como la hormona a-melanocito-
estimulante (que cumple un rol primordial en el cambio de distribucién de
pigmentos de la piel de algunos vertebrados, contribuyendo al camuflaje) y B-
endorfinas responsables de la analgesia relacionada al estrés y de inhibir la
actividad de los componentes centrales del sistema de estrés.

sistema mesocortico-
limbico

!
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Figura 1.2. Esquema simplificado de los componentes centrales y
periféricos del sistema de estrés. AVP= arginina-vasopresina; ACTH=
hormona adrenocorticotropa; BDZ= benzodiacepina; CRH= hormona liberadora
de corticotropina; GABA= acido gama aminobutirico; LC/NA simpatico=
sistema de neuronas noradrenérgicas del Locus Coeruleus/sistema simpatico;
NA= noradrenalina. Los mecanismos de activacion estan representados
mediante lineas solidas, mientras que los de inhibicidn con lineas punteadas
(Chrousos y Gold, 1992).

1.1.2- d) Estrés y liberacion de prolactina.
Tanto en humanos como en animales de experimentacién, se ha observado

gue como consecuencia de la exposicion a un estrés agudo no solamente se

liberan catecolaminas y glucocorticoides, sino también otras hormonas como la
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prolactina (Webster Marketon y Glaser, 2008). Se ha demostrado que el estrés
por restriccion genera una hiperprolactinemia de baja magnitud y de corta
duracién (Kawakami y col., 1979; Freeman y col., 2000). Si bien el significado
bioldgico del aumento en la liberacion de prolactina aun es discutido, éste
pareceria estar relacionado con la modulacién del sistema del estrés ya que se
ha observado que la hiperprolactinemia disminuye la respuesta al estrés. Por
otra parte, la administracion de oligonucleétidos antisentido dirigidos contra el
receptor de prolactina genera el efecto opuesto (Grattan, 2002). Los sitios de
accion de la prolactina como mediadora de esta respuesta al estrés son
desconocidos, pero se piensa que involucrarian al PVN y al eje HHA. Bajo
ciertas circunstancias, el estrés puede disminuir los niveles séricos de
prolactina. Esta respuesta se observa cuando el estimulo es aplicado en
condiciones de hiperprolactinemia, como sucede durante el pico del proestro de
las hembras y en el pico nocturno de la prefiez o la pseudoprenez (Freeman y
col., 2000).

[.1.3- Fisiopatologias asociadas al sistema de estrés.

Como ya mencionamos, el sistema de estrés posee una actividad basal
circadiana, que permite monitorear y evaluar el estado homeostatico del
individuo. En cantidad y tiempo apropiados permite al cuerpo responder de
forma saludable frente a una alteracién en la homeostasis. Sin embargo si la
magnitud de los procesos catabodlicos y supresores que suceden cuando el
sistema de estrés se activa durante un tiempo prolongado es muy elevada, se
pueden desencadenar una enorme variedad de desordenes. El exceso en la
secrecion de glucocorticoides y de CRH puede llevar al individuo a la
enfermedad. En el humano el estrés agudo ha sido relacionado con
manifestaciones alérgicas (asma, eczemas y urticarias), migranas, hipo e
hipertension, dolor corporal, enfermedades gastrointestinales (diarrea,
indigestion, constipacion), ataques de panico y episodios psicéticos. Por otra
parte el estrés cronico ha mostrado causar alteraciones a nivel fisico,
comportamental y psicolégico, promoviendo el desarrollo de psicopatias. Asi,
enfermedades tales como la ansiedad, la depresion, disfunciones cognitivas,
enfermedades cardiovasculares y degenerativas neurovasculares, desérdenes

metabolicos y trastornos del suerio, entre otras, son inducidas por la activacién

10
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prolongada del sistema de estrés (Sapolsky, 2004; Chrousos, 2009). Asimismo,
la magnitud y severidad de estos desérdenes dependeran del momento en la
vida de un organismo en el cual dicho estrés sucede, asi como también de la
presencia de factores genéticos, epigenéticos y de la resilencia del individuo al
estrés. El desarrollo prenatal, la infancia y la adolescencia son periodos de la
vida particularmente vulnerables al estrés, por lo tanto la presencia de agentes
estresantes durante estos periodos criticos del desarrollo pueden generar
consecuencias a largo plazo sobre el individuo (Chrousos, 2009).

11
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I.2- EL ESTRES DURANTE LA GESTACION.

[.2.1- El eje HHA materno.

Se ha demostrado que los mamiferos sufren cambios fisiologicos vy
comportamentales durante la gestacidn que preparan a la madre para el
nacimiento y para el cuidado de sus crias durante el periodo de lactancia.
Estos cambios incluyen la activacion de comportamientos maternales y
modificaciones en el sistema de estrés materno. Son fundamentales para el
correcto desarrollo de la cria y también para la preservacion de la salud mental
de la madre (Slattery y Neumann, 2008).

En humanos y algunos primates no humanos la placenta expresa POMC, [3-
endorfinas y una forma placentaria de la hormona liberadora de corticotrofina
(CRHp). Esta ultima es liberada a la circulacién y actua en los cerebros de la
madre y del feto, activando la respuesta del eje HHA. De esta manera se
liberan glucocorticoides que influyen sobre la sintesis de la CRHp pero a
diferencia de lo que ocurre con la liberacion del CRH hipotalamico, la accion de
los glucocorticoides en la placenta establecen un mecanismo de
retroalimentacion positiva para su liberacién (Mendelson, 2009; Sandman y
col.,, 2011). La actividad biologica del péptido (CRHp en humanos 6 CRH
hipotalamico en el resto de los animales) se ve modulada por la presencia de
globulinas transportadoras de CRH que se encuentran en el plasma y en el
fluido amnidtico. Hacia el final de la gestacion los niveles plasmaticos de estas
globulinas disminuyen abruptamente, facilitando la biodisponibilidad del CRH
activo en plasma. Como consecuencia, se induce un aumento en los niveles de
ACTH y B-endorfinas, colaborando conjuntamente para la adaptacién materna
en el inicio del trabajo de parto y en la organizacion del sistema nervioso del
feto (Huizink y col., 2004; Weinstock, 2005; Sandman y col., 2011).

Los niveles fisiologicos de los glucocorticoides maternos también van
incrementando gradualmente durante la gestacion como consecuencia del
aumento en CRH (y CRHp en primates). Si bien por su naturaleza liposoluble
estas hormonas pueden atravesar la placenta y la barrera hematoencefalica,
los niveles fisiolégicos de los glucocorticoides fetales se mantienen en

concentraciones menores que las maternas gracias a dos mecanismos de
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control: la accion de proteinas transportadoras de glucocorticoides, cuyos
niveles a su vez son regulados por los niveles de estrogenos; y la actividad de
la enzima 11B- hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (11BHSD2) que cataliza
la conversibn de los glucocorticoides activos a la forma inerte: 11-
dehidrocortisona (Weinstock, 2005; Cottrell y Seckl, 2009; Sandman y col.,
2011; Weinstock, 2011). Hacia el final de la gestacion la actividad de la
11BHSD2 decae, asegurando altas concentraciones de glucocorticoides
necesarias para la maduracion de sistemas de 6rganos y tejidos fetales,
promoviendo la diferenciacion celular. En efecto se requieren altos niveles de
glucocorticoides para completar el desarrollo del SNC y de los pulmones, ya
que les confiere a estos ultimos la capacidad de sintetizar la enzima surfactante
(Cottrell y Seckl, 2009; Sandman y col., 2011). Por ultimo, los elevados niveles
de glucocorticoides junto a los niveles de CRHp favorecen la sintesis de
citoquinas, prostaglandinas y de la hormona oxitocina que participan en los
procesos inflamatorios y en las contracciones uterinas que desencadenan el
parto (Moguilevsky, 2005; Weinstock, 2005; Mendelson, 2009).

Durante la lactancia, el reflejo de succién de la cria induce un aumento en la
actividad basal del eje HHA materno, incrementandose los niveles de
glucocorticoides y de ACTH en la circulacion de la madre. Se ha demostrado
que los glucocorticoides actuan a nivel de las células productoras de la leche, a
la vez de que modulan la intensidad del comportamiento maternal sobre las
crias (Catalani y col., 2011). Al mismo tiempo, los efectos deletereos del
exceso de glucocorticoides sobre el desarrollo del neonato y sobre el
metabolismo de la madre se ven suprimidos gracias a que, a pesar del
aumento en el estado basal del eje HHA materno, éste sufre una atenuacién en
su reactividad frente a situaciones estresantes y sélamente aquellos eventos
que representen un riesgo para la supervivencia del recién nacido generaran
una respuesta del sistema de estrés materno (Slattery y Neumann, 2008;
Catalani y col., 2011; Larsen y Grattan, 2012). La atenuacién en la reactividad
al estrés del eje HHA materno se produce por un aumento en la actividad de
los sistemas centrales encargados de inhibir al eje adrenal y por la reduccion
de las vias excitatorias al mismo, como la liberacién de noradrenalina, CRH y
opioides. En este aspecto, la accion de las hormonas oxitocina y prolactina es
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muy importante. Hacia el final de la gestacién y durante la lactancia dichas
hormonas son sintetizadas principalmente en la hipéfisis. Tras ser liberadas al
flujo sanguineo actuan en los 6rganos blanco periféricos, interviniendo en la
promocion del trabajo de parto, la lactogénesis, la eyeccion de la leche y el
comportamiento materno. Sin embargo, se ha demostrado que la sintesis y
liberacién de ambas hormonas en el hipotalamo y la amigdala donde modulan
el comportamiento materno, ejercen efectos ansioliticos y colaboran en la
atenuacioén de la respuesta del eje HHA al interferir con la accion excitatoria de
la adrenalina y los opioides sobre el eje, al mismo tiempo que modulan la
liberacién de ACTH (Slattery y Neumann, 2008; Larsen y Grattan, 2012).

|.2.2- Consecuencias del estrés prenatal sobre la descendencia.

El desarrollo de un organismo esta determinado no solamente por el
contenido informacional que lleva en sus genes, sino también por su
interaccién con el entorno. En particular, el feto es susceptible a cambios
producidos en el ambiente hormonal y metabdlico que lo acompanan durante la
gestacion. El término de “programacion fetal’ se ha definido como la accién de
ciertos estimulos 6 eventos capaces de inducir cambios permanentes en la
expresion génica de un organismo cuando ocurren durante periodos criticos del
desarrollo (Kemme y col., 2007; Sandman y col., 2011). El ambiente perinatal y
la salud materna durante la gestacién, son dos factores muy importantes que
influyen profundamente sobre el desarrollo del individuo. Basta que uno (o
ambos) de estos factores se altere, para que se induzcan consecuencias a
largo plazo sobre la funciébn comportamental, endo6crina y reproductiva del
individuo en desarrollo (Weinstock, 2001; Mastorci y col., 2009).

En los seres humanos, factores tales como la desnutricibn materna, la
presencia de trastornos mentales en la madre, el abuso en el consumo de
drogas y/o alcohol, la presencia de infecciones, la exposicibn a toxinas
ambientales y a agentes estresantes, entre otros factores, son capaces de
comprometer el desarrollo fetal (Charil y col., 2010). En este aspecto, durante
los ultimos anos se han realizado numerosas investigaciones acerca de los
efectos que el estrés prenatal produce sobre la descendencia. Si bien no todos
los individuos presentan la misma vulnerabilidad frente a determinado evento

estresante, comprenderemos como “agente estresante durante la gestacion” a
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todo aquel factor que genere un desequilibrio emocional sobre el individuo y/o
que afecte su supervivencia (por ejemplo la pérdida de un familiar cercano,
violencia, problemas socio-econdémicos, exposicion a desastres naturales,
guerras, etc.) (Weinstock, 2011). La etiologia de varias patologias que afectan
el desarrollo fisico, cognitivo, comportamental y emocional ha sido adjudicada
al estrés prenatal. Durante la nifiez, el estrés gestacional ha sido relacionado
con una mayor incidencia en nacimientos prematuros, bajo peso al nacer,
retrasos en el habla y en el inicio de las actividades locomotoras. También se lo
relaciond con la presencia de disminuciones en el volumen de materia gris en
ciertas areas cerebrales y con trastornos comportamentales (y emocionales)
como autismo, el sindrome de hiperactividad y déficit de atencién (ADHD por
sus siglas en inglés: attention deficit hyperactivity disorder), trastornos en la
memoria y en el aprendizaje, hiperactividad, mayor percepcién del miedo,
alteraciones en el suefio y una elevada predisposicién a desarrollar el sindrome
de La Tourette. En la adolescencia y la vida adulta, los individuos cuyas
madres habian sufrido algun tipo de estrés durante la gestacion presentaban
una mayor vulnerabilidad a desarrollar enfermedades cardiovasculares y
desérdenes metabdlicos, asi como también trastornos psiquiatricos tales como
la esquizofrenia, la depresidén y propensidén al consumo de drogas (Weinstock,
2001; Andersen, 2003; Charmandari y col., 2003; Huizink y col., 2004; Holmes
y col., 2005; Weinstock, 2005; Kinney y col., 2008; Mastorci y col., 2009; Charil
y col., 2010; Sandman y col., 2011; Weinstock, 2011).

La relacion entre los efectos antes descriptos en seres humanos y el posible
estrés severo padecido por la madre durante la gestacidén, pudo inferirse
mediante estudios retrospectivos y prospectivos. En los estudios retrospectivos
se asumia que la madre habia sufrido un estrés severo durante el embarazo,
ya que dicho momento coincidia con algun tipo de guerra o desastre natural
(terremotos, inundaciones, etc.), capaces de desencadenar una trauma
emocional significativo en la madre. En los estudios prospectivos se realizaba
un seguimiento de cada caso particular desde la gestacién, donde el agente
causal del estrés prenatal era inferido mediante entrevistas o cuestionarios
completados por las madres, en los que se tenian en cuenta las dificultades
socio-econdmicas o la pérdida de algun ser querido durante el periodo de la
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gestacion. Si bien los resultados obtenidos en ambos tipos de estudios
confirmaban la estrecha relacién entre el estrés prenatal y la presencia de
diversas afecciones en el transcurso de la vida de un individuo, se encontraron
dificultades en replicar las observaciones posiblemente debido a la interaccidn
entre factores prenatales, genéticos y postnatales actuando en diferentes
direcciones (Weinstock, 2001). Es por ello que a pesar de la importancia de los
estudios realizados en humanos, la mayoria de los experimentos acerca de los
efectos del estrés gestacional sobre el desarrollo y el comportamiento en la
descendencia han sido abordados mediante el uso de modelos animales. De
esta manera es mas factible el control de multiples variables tales como las
diferencias genéticas, las caracteristicas del estrés utilizado y el entorno
postnatal, entre otros factores, a diferencia de lo que ocurre al trabajar con
poblaciones de seres humanos (Charil y col., 2010). Como contraparte, el uso
de animales de experimentacion impide determinar con certeza la existencia de
comportamientos observados en seres humanos como por ejemplo el miedo y
la ansiedad percibidos por la mujer gestante al sufrir estrés. Al mismo tiempo
respuestas comportamentales del tipo “emocionales” o “psicolédgicas” tienen un
elevado componente genético, por esta razoén la respuesta al estrés en
diferentes modelos animales puede diferir (Gilad y Gilad, 1995; Holmes y col.,
2005). No obstante, y a pesar de ciertas limitaciones, se han realizado
numerosos estudios en roedores (y en menor proporciébn en primates no
humanos). Estos han demostrado que los efectos inducidos por el estrés
prenatal remedan aquellos descriptos en humanos (Ward y col.,, 2000;
Weinstock, 2001; Mastorci y col., 2009; Charil y col., 2010): bajo peso al nacer,
retrasos en el aprendizaje y deficiencias de la memoria, hiperactividad frente a
estimulos nuevos 6 adversos, comportamientos similares a la depresién y la
ansiedad (lshiwata y col., 2005; Louvart y col., 2005; Van den Hove y col.,
2005; Son y col., 2006). También, se ha reportado una mayor vulnerabilidad a
la autoadministraciéon de drogas de abuso tales como la anfetamina (Fride y
Weinstock, 1989; Wakshlak y Weinstock, 1990; Deminiere y col., 1992; Henry y
col., 1995) y la nicotina (Koehl y col., 2000). Asimismo se han encontrado
alteraciones en el desarrollo motor, la actividad exploratoria y el
comportamiento locomotor, y en muchos casos estas diferencias dependian de
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la edad y sexo en las cuales se evaluaban dichos parametros (Henry y col.,
1995; Diaz y col., 1997; Pallares y col., 2007).

[.2.3- Posibles mecanismos de transduccion del estrés desde la madre al feto.

Si bien las vias implicadas en la transduccion del estrés percibido por la
madre hacia el feto contindan siendo objeto de estudio, actualmente se postula

que serian al menos cuatro los mecanismos posibles:
1.2.3- a) Aumento en la produccion de hormonas sintetizadas por la placenta.

Este mecanismo tendria lugar en humanos y algunos primates, donde la
placenta sintetiza CRHp hacia la circulacion materna y fetal. Cuando la unidad
feto/placenta detecta alguna sefial de estrés por parte del entorno (por ejemplo
la presencia de un exceso en los niveles de cortisol) el “reloj placental” sufre un
avance que activa la region promotora del gen de CRHp. Al aumentar los
niveles en circulacién de CRHp, se estimulara de forma positiva la activacion
de los ejes HHA materno y fetal, aumentando de esta manera aun mas la
produccién de cortisol y por ende, la liberacién de una mayor proporcién de
CRHp. El rapido incremento en suero del péptido inicia una cascada de
eventos que repercutiran sobre la activacion del miometrio y sobre el flujo
sanguineo entre el feto y la placenta, incrementando el riesgo de partos
prematuros (Sandman y col., 2011). En paralelo, el CRHp alcanza el cerebro
fetal e influye sobre el hipotalamo fetal, activando receptores para el péptido.
Por otra parte, existen otras areas cerebrales ricas en el receptor para CRH,
tales como la amigdala y la corteza, que pueden unir a la CRHp circulante
(Charil y col.,, 2010). Por lo tanto, el feto va ajustando su trayectoria de
desarrollo y modificando su sistema nervioso en funcion de las sefiales que
recibe del entorno materno a fin de asegurar su supervivencia en un ambiente
hostil. Asi, se han registrado disminuciones en la respuesta de habituacién del
feto a estimulos acusticos, probablemente por la accién directa de CRH sobre
receptores especificos de la amigdala, el HPC y la corteza limbica del feto
(Weinstock, 2005); alteraciones en la maduracion del eje HHA fetal (Huizink y
col., 2004); y disminuciones en el volumen de la materia gris del cerebro de una

forma area-especifica (Sandman y col., 2011).
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1.2.3- b) Modificaciones en el flujo sanguineo entre el utero y la placenta.

El aumento en las concentraciones de cortisol y catecolaminas, como
consecuencia de la activacion del sistema de estrés en las madres gestantes,
generan una mayor vasoconstriccion. En particular, la placenta posee un alto
namero de receptores adrenérgicos que en presencia de estas hormonas
produce una disminucion en la perfusion de oxigeno y nutrientes entre el Gtero
y la placenta ya que aumentan la resistencia vascular. De esta manera se
altera la morfologia y el crecimiento de la placenta, afectandose también el
suministro de nutrientes y oxigeno al feto ocasionando por ejemplo bajo peso al
nacer (Weinstock, 2001, 2005; Charil y col., 2010).

Por otra parte, las fluctuaciones en la disponibilidad de oxigeno producen
estrés oxidativo en la placenta con la consecuente liberacién de radicales libres
y citoquinas pro/anti-inflamatorias cuya presencia también contribuye al
desarrollo de desérdenes neurales (Charil y col., 2010),

1.2.3- ¢) Alteraciones en los niveles de glucocorticoides.

Este mecanismo es uno de los mas estudiados y posee el mayor numero de
evidencias experimentales que lo justifican. Propone a los glucocorticoides
como los transductores principales entre los efectos percibidos por la madre
hacia el feto (Mastorci y col., 2009). En primer lugar, porque estas hormonas
son producidas en gran cantidad al activarse el sistema del estrés materno. En
segundo lugar por su naturaleza liposoluble que les permite cruzar facilmente la
placenta y la barrera hematoencefalica alcanzando el cerebro fetal. Si bien la
accion de la enzima 11BDHG2 actua como barrera del flujo de glucocorticoides
hacia el feto, frente a un exceso de hormona la enzima se satura (Weinstock,
2005; Sandman vy col, 2011). Ademas se ha observado que los
glucocorticoides desregulan la sintesis y la actividad de la enzima 11BDHG2
dejando al feto menos protegido (Cottrell y Seckl, 2009; Charil y col., 2010). Por
su parte la placenta produce y metaboliza otras proteinas y hormonas
glucocorticoide-dependientes, tales como prostaglandinas, progesterona,
estrégenos, transportadores de glucosa y lactdogeno placentario. Como
consecuencia se produce un desorden en la prefiez que aumenta el riesgo de
partos prematuros y preclampsia (Charil y col., 2010).
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Se ha demostrado que el tratamiento perinatal con glucocorticoides sintéticos
como la dexametasona y la betametasona en aquellos casos donde el
desarrollo pulmonar del feto era insuficiente y su vida estaba en peligro, reduce
el peso al nacer, aumenta el riesgo a contraer enfermedades cardio-
metabdlicas, perturbaciones en el eje HHA y desoérdenes afectivos (Matthews,
2001; Cottrell y Seckl, 2009). Ademas los glucocorticoides sintéticos no son
inactivados por la accidén de la enzima 118DHG2, por lo tanto pueden alcanzar
libremente a la circulacién fetal (Huizink y col., 2004).

En roedores, la exposicidon in utero a elevados niveles de glucocorticoides
sintéticos induce efectos neurotdxicos sobre el cerebro alterando el desarrollo
neural y disminuyendo el tamafio hipocampal (Huizink y col., 2004; Charil y col.,
2010). Por otra parte, Barbazanges y colaboradores (1996a) empleando un
modelo de ratas adrenalectomizadas y ratas adrenalectomizadas compensadas
con glucocorticoides exdgenos pudieron demostrar que los glucocorticoides
maternos intervenian directamente en los efectos producidos por el estrés
prenatal en el eje HHA de la descendencia (Barbazanges y col., 1996a;
Maccari y col., 2003).

1.2.3- d) Variaciones en el comportamiento maternal.

Esta teoria se focaliza en el estudio del entorno social del individuo, durante
los primeros estadios de la vida. Los estudios han sido realizados
principalmente en roedores, en los cuales la formacién del cerebro se completa
durante las primeras semanas de la vida postnatal (Holmes y col., 2005) y
donde se ha mostrado que variaciones en el comportamiento maternal inducen
diferencias cognitivas, comportamentales y enddcrinas en las crias
(Champagne y col., 2004). Esta teoria propone que la aplicacion de estrés
durante la gestacion ejerce efectos sobre la descendencia no solamente por la
accion del entorno hormonal materno sobre el feto, sino también mediante la
accion de otro tipo de factores que pueden ser transmitidos de la madre hacia
la progenie durante la lactancia. Se ha demostrado que el estrés por restriccion
aplicado durante la ultima semana de gestacién en ratas, induce un aumento
en el estado de ansiedad materno que perdura incluso hasta un mes después
del parto (Darnaudery y col., 2004), y disminuye la frecuencia de
comportamientos maternales estereotipados. A la vez, dichos efectos sobre el

19



-Introduccion

comportamiento materno estarian asociados a alteraciones en los niveles de
oxitocina y prolactina en la circulacion materna (Champagne y Meaney, 2006;
Slattery y Neumann, 2008). De esta manera, el cuidado materno durante la
lactancia en las madres que sufrieron estrés durante la prefiez difiere del de las
madres que habian gestado sin perturbaciones, y ello afectaria el desarrollo de
la progenie (Maccari y col., 2003). En otras lineas de investigacion, se han
realizado trabajos de adopcion cruzada, donde instantes posteriores al
nacimiento la madre biol6gica era sustituida por otra. Se ha demostrado que el
cuidado maternal de la hembra sustituta era mayor y que esto revertiria
algunos de los efectos inducidos por el estrés prenatal (Maccari y col., 1995;
Barbazanges y col., 1996b; Barros y col., 2004). Por otro lado, también se han
evaluado los efectos de la separacion materna durante la lactancia y la
manipulacion temprana o “handling”. Dependiendo del tiempo de exposicion a
estos tratamientos, la frecuencia y el momento de vida en el cual se aplicaban,
se han encontrado diversos efectos sobre el comportamiento de la
descendencia, mostrando también que la fase postnatal podia influir sobre el
desarrollo de un individuo (Liu y col., 1997; Maccari y col., 2003; Cannizzaro y
col., 2006).

|.2.4- Efectos del estrés prenatal sobre la neurobiologia de la descendencia.

El desarrollo de estructuras nerviosas a lo largo de la gestacion esta
determinado espacio-temporalmente por una serie de instrucciones genéticas
estrictas y especificas de cada especie animal. Comprende eventos como la
proliferacién celular, la diferenciacion, la migracion, extension de procesos
neurales y establecimiento de conexiones entre tipos celulares diferentes
(como por ejemplo neuronas y células gliales). Al mismo tiempo, una gran
variedad de agentes neuroactivos (neurotransmisores, neuromoduladores vy
factores de crecimiento) interactian de forma coordinada para el correcto
establecimiento de los contactos sinapticos y de las arborizaciones dendriticas
(Andersen, 2003). Debido a la velocidad en la cual suceden los cambios
durante el desarrollo del cerebro fetal, éste es muy vulnerable a los efectos que
la exposicién a agentes exdgenos y/6 a la informacion proveniente del entorno
maternal puedan inducir sobre su desarrollo. De forma que las hormonas y/u

otros factores pueden alterar la correcta conexion neural, reducir la plasticidad
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y la actividad de los neurotransmisores que, a largo plazo, inducen cambios en
la funcion cognitiva y el comportamiento del individuo que se esta desarrollando
(Weinstock, 2008). La aplicacién de diversos protocolos de estrés en distintos
periodos de la gestacion, ha permitido obtener correlatos entre alteraciones en
la formacion de estructuras cerebrales especificas y el comportamiento
consecuente. La mayoria de los estudios acerca de los efectos del estrés
prenatal sobre el desarrollo del sistema nervioso de la descendencia se han
realizado principalmente en ratas, pero también algunos trabajos fueron
realizados en monos Rhesus (Mastorci y col., 2009; Charil y col., 2010). Los
roedores y los primates (incluyendo a los humanos) difieren en un gran niamero
de aspectos, pero dos de ellos son: la duracion de la gestacion (21.5 dias para
ratas; 165 dias para monos; 270 dias para humanos) y el estado de
maduracion del cerebro al momento de nacer. Los roedores completan el
desarrollo de varias de sus estructuras nerviosas recién durante las primeras
semanas de vida, mientras que en primates el sistema nervioso ya se
encuentra completo al momento del nacimiento (Weinstock, 2001; Huizink y
col., 2004; Charil y col., 2010; Weinstock, 2011). Por otra parte, la tasa de
crecimiento del cerebro humano es menor que la de la rata o la de otros
primates, ya que el cerebro humano continda creciendo hasta la infancia en la
mayor parte de las areas y hasta la edad adulta temprana en algunas otras
areas. Como consecuencia de ello, la programacién temprana se produciria
fundamentalmente durante el periodo perinatal y postnatal temprano en ratas,
principalmente en el periodo prenatal en monos rhesus y sobre un periodo
mayormente prolongado en humanos incluyendo tanto la gestacién como los
primeros afnos de vida. Por esta razén es que es necesario ser muy cautos al
momento de realizar extrapolaciones que pudieran explicar algan fenémeno en
humanos en base a los hallazgos observados en animales de experimentacion
(Sikich 'y Todd, 1988).

1.2.4- a) Efectos del estrés prenatal sobre la programacion del eje HHA del
feto.

Evidencias experimentales en modelos animales han demostrado que tanto la
administracion prenatal de glucocorticoides sintéticos como la exposicion a

estrés durante la gestacion aumentan la presidn sanguinea y alteran la
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respuesta al estrés de la descendencia, indicando modificaciones en la
respuesta del eje HHA (Cottrell y Seckl, 2009). En roedores, se ha encontrado
que el estrés prenatal induce elevados niveles basales de glucocorticoides en
plasma respecto a individuos controles (Koehl y col., 1999; Matthews, 2001;
Huizink y col., 2004). La activacién del sistema de estrés es de mayor rapidez,
magnitud y duracién en el tiempo respecto a individuos que no habian sufrido
estrés prenatal, mientras que la respuesta de habituacion frente a un estrés
prolongado es menor (Henry y col., 1995; Maccari y col., 1995; Vallee y col.,
1996).

En primates no humanos, se observé que la exposicidon a glucocorticoides
sintéticos durante la gestacion induce un aumento en los niveles de cortisol
circulantes de la descendencia, ya sea en condiciones basales o frente a la
exposicién de un estrés agudo (Matthews, 2001).

El exceso de glucocorticoides maternos como consecuencia del estrés, serian
los responsables de los efectos recién descriptos sobre el eje HHA fetal: al
alcanzar el hipocampo fetal, las hormonas interfieren con la sintesis de
receptores para glucocorticoides, disminuyendo su afinidad por el ligando y
afectando ademas la supervivencia de las neuronas al actuar como agentes
neurotoxicos (Huizink y col., 2004; Cottrell y Seckl, 2009). Esta teoria esta
basada en evidencias experimentales ya que se ha encontrado que el numero
de receptores hipocampales para glucocorticoides (GR y MR) en la
descendencia disminuyen como consecuencia de la exposicion a estrés
prenatal (Maccari y col., 1995; Barbazanges y col., 1996a; Maccari y col., 2003;
Weinstock, 2011). Asi, al demostrarse que el mecanismo mediante el cual se
desregula la activacion del eje se encuentra alterado, es posible comprender
por qué los niveles de glucocorticoides circulantes en los individuos expuestos
a estrés prenatal son mayores que los encontrados en los animales controles.

1.2.4- b) Efectos del estrés prenatal sobre la morfologia de areas cerebrales
limbicas.

Las vias neurales de estructuras cerebrales como la CPF, el HPC y la
amigdala intervienen en procesos de aprendizaje, memoria y respuesta al

estrés. Debido a que el estrés gestacional, o la exposiciéon a glucocorticoides
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sintéticos, produce perturbaciones en dichos comportamientos (tanto en
humanos, como en animales de experimentacién), varios investigadores se
enfocaron en las consecuencias a largo plazo del estrés prenatal sobre la
morfologia de dichas areas cerebrales (Huizink y col., 2004; Weinstock, 2011).
Tanto en primates como en roedores, el HPC es una de las primeras
estructuras nerviosas en desarrollarse. Ademas, las neuronas piramidales
hipocampales expresan receptores para glucocorticoides. Se ha observado que
el estrés durante los dias gestacionales 15 a 21 en roedores induce
disminuciones en el numero de sinapsis en el HPC de la progenie (Weinstock,
2001; Charil y col., 2010). Del mismo modo trabajos realizados en ratas y en
monos, mostraron que la exposicidon a estrés prenatal o la administracidon
prenatal de dexametasona inducia regresiones neuronales y disminuciones en
el nimero de arborizaciones dendriticas de las regiones CA1 y CA3 del HPC
de machos adultos (Weinstock, 2011). Asimismo se observd que cuanto mayor
era la dosis suministrada de glucocorticoides exdgenos, mayores eran los
dafos observados (Charil y col., 2010). Tal como se expuso en la seccidn
anterior, las alteraciones en el desarrollo hipocampal van acompanadas de
trastornos en la programacién del eje HHA; pero ademas, tanto en humanos,
como en animales de experimentacién, inducen deficiencias en el aprendizaje

espacial del individuo (Matthews, 2001).

La amigdala es una estructura nerviosa que participa activamente en la
génesis de respuestas comportamentales como el miedo, la ansiedad vy
trastornos de humor. Estudios en ratas han mostrado que el estrés prenatal
durante la dltima semana de gestacion induce efectos a largo plazo sobre la
amigdala de los fetos en desarrollo. Se registré una reduccién en el volumen de
los nucleos basolateral, central y lateral, y se observd una disminucion en el
namero de neuronas y de células gliales en los mismos nucleos, en
comparacién a lo observado en individuos control. Al mismo tiempo, dichos
cambios parecian revertirse cuando los individuos alcanzaban la pubertad
(Charil y col., 2010). Por otra parte, los glucocorticoides estimulan la sintesis de
acido ribonucleico mensajero (ARNm) de CRH en la amigdala; por lo tanto al
haber mayor concentracién de esteroides circulantes como consecuencia del

estrés, existe un aumento en la produccibn de CRH. Esto explicaria la
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hiperactividad y el comportamiento ansiogénico observado en los animales
expuestos a estrés prenatal (Huizink y col., 2004).

La corteza cerebral prefrontal (CPF) es la responsable de una gran variedad
de procesos tales como la memoria de trabajo, planificacion, resolucion de
problemas y el control de ciertos aspectos del lenguaje en humanos (Charil y
col.,, 2010; Sandman y col., 2011). Se ha encontrado que el estrés prenatal
induce una reduccion en el numero de vesiculas sinapticas y en el numero de
arborizaciones dendriticas en la corteza de machos adultos (Barros y col.,
2006; Weinstock, 2011). Al mismo tiempo se ha observado que el estrés
prenatal suprime el dimorfismo sexual existente entre machos y hembras en
cuanto al espesor de la corteza cerebral de ratas adultas: generalmente la
corteza derecha de los machos es mas delgada que la izquierda, mientras que
en hembras sucede lo contrario. En machos prenatalmente estresados esta
diferencia se pierde sugiriendo la presencia de dafno o pérdida neural (Charil y
col., 2010). Estudios retrospectivos realizados en humanos mediante analisis
de imagenes obtenidas por resonancia magnética mostraron que aquellos
individuos cuyas madres habian presentado un estado de ansiedad
incrementado durante el segundo trimestre de la gestacién, presentaban una

reduccion en el volumen de la CPF (Sandman y col., 2011).

Por ultimo se ha encontrado que el estrés prenatal también genera
alteraciones morfoldgicas en determinados nucleos dimérficos hipotaldmicos de
roedores. Se ha observado que el estrés prenatal disminuye el tamafo del area
predptica y aumenta el numero de neuronas presentes en el nucleo antero-
ventral paraventricular. De esta manera el tamano de esos nucleos
hipotaldmicos se asemejaria al de las hembras. Muchos autores asocian estas
alteraciones morfolégicas con la feminizacién registrada en el comportamiento
reproductor en algunos machos que habian sufrido estrés prenatal (Weinstock,
2001; Charil y col., 2010).

1.2.4- c) Efectos del estrés prenatal sobre neurotransmisores.

Los neurotransmisores constituyen los mensajeros quimicos de la transmisién
de informacién entre células vecinas dentro del SNC. Son generalmente

moléculas de bajo peso molecular que se sintetizan en las neuronas y se
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almacenan dentro de vesiculas en las terminales neuronales. Frente al
aumento en el flujo de calcio como consecuencia de un potencial de accién
desencadenado en la neurona, las vesiculas sindpticas liberan su contenido en
el espacio sinaptico y los neurotransmisores difunden al espacio extracelular
donde se unen a receptores especificos en las células postsinapticas. Segun la
naturaleza de dicho receptor, se desencadenara una serie de acontecimientos
que originaran la respuesta fisioldgica del tipo excitatoria o inhibitoria en la
célula estimulada. Dentro del SNC, los diferentes ndcleos cerebrales pueden
diferenciarse no solamente por su morfologia y contactos sinapticos, sino
también por los neurotransmisores que sintetizan y por los receptores
especificos que se encuentran en la membrana neuronal (Bear y col., 2001).
Los sistemas de neurotransmision mas importantes en el SNC son el de los
aminoacidos (glutamato y aspartato, GABA y glicina), aminas biégenas
(dopamina, noradrenalina y adrenalina), péptidos y purinas. Los diferentes
sistemas de neurotransmisores dirigen multiples procesos fisiolégicos. Su
funcionamiento ha permitido descubrir la etiologia de multiples enfermedades,
asi como también los efectos inducidos por la administracién de ciertas
sustancias y las bases neurales que dirigen diferentes patrones
comportamentales de los organismos (Bear y col., 2001). Numerosos estudios
han investigado las consecuencias del estrés prenatal sobre diversos sistemas
de neurotransmisores, registrandose importantes cambios sobre el
comportamiento de la descendencia (figura 1.3) (Mastorci y col., 2009); por
ejemplo, se ha reportado un aumento en las concentraciones cerebrales de 5-
HT, asi como también un incremento en su tasa metabdlica. Del mismo modo
se han registrado aumentos en las concentraciones basales hipotaldmicas de
noradrenalina y de Ach en el hipocampo (Huizink y col., 2004).

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia en el SNC de los
mamiferos e integra funciones cerebrales y modula procesos de plasticidad
singptica. Se ha encontrado que el estrés prenatal altera el numero de
receptores metabotrdpicos del tipo mGlu2/3 y altera el buen funcionamiento del
receptor NMDA hipocampal (Son y col., 2006; Zuena y col., 2008). Estudios de
nuestro laboratorio han mostrado, entre otros efectos, que los niveles del
receptor NMDA se encuentran aumentados en la CPF, el NAc y la regién CA1
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del hipocampo (Berger y col., 2002). Concomitantemente al cambio en los
receptores, se encontrd una reaccién astroglial aumentada y una reduccién en
el nimero de arborizaciones dendriticas en la CPF y la region CA1 hipocampal
de ratas macho adultas (Barros y col., 2006).

Por dltimo, la dopamina (DA) es el principal neurotransmisor
catecolaminérgico en el cerebro de los mamiferos, donde controla una gran
variedad de funciones tales como la regulacion de la postura y el movimiento,
la integracion entre la voluntad y la toma de decisiones, el comportamiento y el
aprendizaje, y secreciones neuroendrécrinas (Baier y col., 2012). Los
trastornos en la actividad de las neuronas dopaminérgicas mesocortico-
limbicas estarian relacionados con la expresidn de varios desérdenes
psiquiatricos y neuroldgicos (Deutch, 1993), que también se observan en
individuos con una historia de estrés prenatal (Weinstock, 2001). Por esta
razén el sistema dopaminérgico y las desregulaciones inducidas por el estrés
prenatal sobre dicho sistema han sido objeto de estudio durante los ultimos

anos, especialmente en nuestro laboratorio.
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Figura 1.3. Efectos del estrés prenatal sobre la concentracion cerebral de
neurotransmisores y sus posibles consecuencias sobre el
comportamiento. 5-HT = serotonina; Ach= acetilcolina; DA= dopamina; NA=

noradrenalina. (Huizink y col., 2004).
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1.3- EL SISTEMA DOPAMINERGICO

[.3.1- Descripcion del sistema dopaminérgico.

El numero estimado de neuronas en el sistema dopaminérgico
mesodiencefélico bilateral adulto (A8-A10) varia entre 45.000 en ratas y
400.000-600.000 en humanos. Dichas neuronas proyectan hacia areas
cerebrales anteriores y reciben a su vez aferencias desde otras regiones del
cerebro (Baier y col.,, 2012). Se han descripto cuatro vias principales de
neuronas dopaminérgicas (Ilverseny col., 2009; Baier y col., 2012) (figura 1.4):

1) El sistema nigroestriatal involucra proyecciones neuronales que se
originan en las neuronas de la substantia nigra pars compacta del mesencéfalo
(SNc) (A8-A10) hacia el nucleo caudado y el putamen del cuerpo estriado
(CPu). Esta via constituye el 70% del contenido total de DA en el cerebro y
cumple un rol muy importante en el control de los movimientos voluntarios. En

la enfermedad de Parkinson se observan degeneraciones de esta via.

2) El sistema mesolimbico se origina en el area tegmental ventral (VTA por
sus siglas en inglés: ventral tegmental area) del mesencéfalo (A10) y envia
proyecciones ascendentes hacia el nucleo accumbens (NAc), al tubérculo
olfatorio y el nucleo septal. Sus aferencias también alcanzan la amigdala, el
HPC y la corteza entorrinal. Estas areas estan consideradas como
componentes del sistema limbico por estar relacionadas con el aprendizaje, las
emociones y la memoria. También abarca las areas cerebrales que median los
refuerzos positivos, la recompensa, la toma de decisiones y los estados de
animo. Por esta razén es que su disfuncion se relaciona con la etiologia de
patologias de desorden psiquico tales como la depresion, la esquizofrenia, la
paranoia y la mania. Los fendmenos de adiccion y los efectos de
sensibilizacion luego de la exposicion repetida a drogas de abuso se han
relacionado con un aumento de la transmision dopaminérgica de este sistema.

3) El sistema mesocortical comprende cuerpos neuronales del VTA (A10) que
proyectan sus axones hacia la neocorteza, particularmente en areas
mesoprefrontales. La CPF esta involucrada en un amplia variedad de funciones
cognitivas, y estd asociada a los procesos de atencién. Alteraciones de este
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sistema se han vinculado con la etiologia de patologias tales como la
esquizofrenia y ADHD.

4) El sistema tuberoinfundibular involucra neuronas secretoras desde el
nucleo arcuato y el paraventricular del hipotalamo dorsomedial (A12, A14), que
proyectan sus axones hacia la eminencia media del hipotalamo inferior y la
hipdfisis intermedia. En este sistema, la DA es liberada como una hormona
regulando de forma negativa la secrecidbn de prolactina. Esta via esta
relacionada con la lactancia, la fertilidad, el mantenimiento de la homeostasis
frente al estrés, modulacién de procesos inmunes y el desarrollo de
comportamientos del tipo sexuales o maternales (Freeman y col., 2000).

vias dopaminérgicas
mesolimbica

mesocortical
nigroestriatal
tuberoinfundibular

Figura 1.4. Esquema de cortes sagitales de cerebro de ratas donde se
muestran las principales vias dopaminérgicas: sistema mesolimbico,
sistema mesocortical, sistema nigroestriatal y sistema
tuberoinfundibular. Bulbo olfatorio (BO), corteza dorsal frontal (CDF), corteza
prefrontal (CPF), caudado putamen (CPu), ndcleo accumbens core (NAc),
hipocampo (HPC), tdlamo (T), hipotalamo (HPT), hipéfisis (HF), area tegmental
ventral (VTA), substantia nigra (Resnick y col.) y médula espinal (ME). Figura
adaptada de (Baier y col., 2012).
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Estos cuatro sistemas dopaminérgicos involucran neuronas dopaminérgicas
que regulan efectos neurofisiolégicos excitatorios 6 inhibitorios, al interactuar
con sistemas de retroalimentacion mediados a su vez por aminoacidos
excitatorios como el glutamato, o inhibitorios como el GABA (Graybiel, 1990).
Por ultimo, ademas de las cuatro vias descriptas, se han hallado interneuronas
dopaminérgicas en el bulbo olfatorio y en la retina neural (Kuhar y col., 1999).

El desarrollo de las neuronas dopaminérgicas es un proceso complejo donde
intervienen varios pasos (Van den Heuvel y Pasterkamp, 2008). La
participacion de los siguientes factores de transcripcion cumplen un rol muy
importante durante el desarrollo dopaminérgico: Nurr1 (de sus siglas en inglés:
nuclear receptor-related factor 1) induce la diferenciacién final de precursores
dopaminérgicos neuronales del mesencéfalo ventral hacia su fenotipo
dopaminérgico (Saucedo-Cardenas y col., 1998); Pitx3 (de sus siglas en inglés:
paired-like homedomain transcription factor 3) se expresa en todas las
neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo y esta especificamente involucrado
en la diferenciacion terminal y el mantenimiento de las neuronas ubicadas en la
SNc (Chinta y Andersen, 2005; Smidt y Burbach, 2007); Lmx7a induce la
expresion de otros factores de transcripcion que en conjunto son requeridos
para disparar la diferenciacion de las células dopaminérgica (Andersson y col.,
2006);y por ultimo, los factores de transcripcion de la familia engrailed, En1 y
En2, son esenciales para el mantenimiento, generacion o diferenciacién de las

neuronas dopaminérgica (Simon y col., 2001).

[.3.2- Bioguimica de la sinapsis dopaminérgica.

La DA es sintetizada a partir de los amino4cidos precursores fenilalanina y
tirosina. Este Gltimo es tomado de la circulacién y concentrado dentro del
terminal presinaptico a través de un sistema de transporte activo para
aminoacidos aromaticos. En la via de sintesis de la DA, la enzima limitante es
la tirosina hidroxilasa (TH) que junto al cofactor biopterina, catalizan la
hidroxilacion de la tirosina. Luego de su sintesis, la DA es secuestrada desde el
citosol y almacenada en vesiculas sinapticas, hasta su liberacién donde
actuara sobre sus receptores especificos (Trifaro y col., 1992). Los receptores
dopaminérgicos pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a
proteina G y se dividen en dos grupos segun su capacidad de activar o inhibir a
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la enzima adenilato ciclasa: los receptores de tipo D1 (D1R) estimulan la
enzima, mientras que los de tipo D2 (D2R) la inhiben (Kebabian y Calne, 1979).
Los D1R se dividen en dos: D1 y D5, difiriendo en su distribucion cerebral. Los
receptores D1 se expresan en el NAc, amigdala, CPu y CPF, mientras que los
D5 se expresan en CPF, HPC y CPu. Los D2R se dividen en 3 grupos: D2, D3
y D4 que principalmente son expresados en el NAc y el tubérculo olfatorio. El
D2 a su vez, también se expresa en CPu; el D3 en la Isla de Callejay VTA; y el
D4 en HPC, CPu y CPF (Xu y Zhang, 2004). Por ultimo se encuentran los
autoreceptores de DA que se ubican en las mismas terminales presinapticas de
las neuronas dopaminérgicas. Contribuyen a la regulacién de la sintesis y
liberacidn del neurotransmisor. La estimulacién de los autoreceptores con
agonistas dopaminérgicos disminuye la actividad dopaminérgica. A su vez, se
ha reportado que cumplen un rol muy importante en psicopatias tales como el
Parkinson, la esquizofrenia y la drogadiccién (Feuerstein, 2008).

[.3.3- Efectos del estrés prenatal sobre el sistema dopaminérgico.

Antecedentes de nuestro laboratorio.

Se ha sugerido que las bases neuroquimicas de la patofisiologia de varios
trastornos neuropsiquiatricos involucrarian alteraciones de la neurotransmision
dopaminérgicas por su rol sobre la regulacién de la postura y movimiento, la
integracion de la voluntad y toma de decisiones, y en procesos cognitivos
(Deutch, 1993; Jaber y col., 1996; Finlay y Zigmond, 1997). Por este motivo
mucho de los efectos observados en la cria estresada prenatalmente, como el
retraso en el desarrollo motor temprano (Barlow y col., 1978), mayor respuesta
locomotora a la novedad (Deminiere y col., 1992) y el aumento de la respuesta
de miedo en condiciones estresantes (Fride y Weinstock, 1988), han sido
atribuidos a cambios en el sistema dopaminérgico. Durante los Ultimos afos
nuestro laboratorio ha investigado los efectos del estrés prenatal sobre
aspectos comportamentales y bioquimicos del sistema dopaminérgico en ratas.

1.3.3- a) Estrés prenatal, niveles de DA y receptores.

El grupo de Henry y colaboradores (1995) fue el primero en evaluar los
niveles de DA en ratas que habian sido expuestas a estrés por inmovilizacion
durante la gestacién. En su trabajo hallaron que el estrés prenatal aumentaba
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el nimero de receptores dopaminérgicos de tipo D2 en el NAc, mientras que
los receptores de tipo D3 se encontraban disminuidos. Ademas, hallaron que
dichos cambios se hacian evidentes solamente en animales adultos. En ratas
prenatalmente estresadas de 3 y 21 dias de vida, no se encontraron
variaciones en el numero de receptores respecto a ratas control. Antecedentes
de nuestro laboratorio también han mostrado que el estrés prenatal aumenta
los D2R en corteza dorsofrontal, CPF medial, el NAc y la region CA1 del HPC
en machos adultos (Berger y col., 2002). Sin embargo, estudios preliminares
mostraron una reduccidon en el numero de D2R en la CPF de ratas
prepuberales (28 dias de vida) prenatalmente estresados en relaciéon a los
valores obtenidos por los controles y no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos experimentales para los niveles
hipocampales de D2R en individuos de la misma edad. Asi mismo observamos
que los efectos inducidos por el estrés prenatal en crias adultas podian
revertirse si las mismas eran adoptadas dentro de los primeros tres dias de
vida por madres que no habian sufrido estrés durante la gestacion: los niveles
de receptores dopaminérgicos hallados en las areas corticales eran similares a
los valores observados en los individuos control. Sin embargo si las crias
estresadas eran adoptadas por otra madre también estresada durante la
gestacion, los valores hallados eran similares a los de la cria estresada
prenatalmente y criada por su madre biolégica (Barros y col., 2004).

Kippin y colaboradores (2008) han demostrado que frente a la estimulacién
por cocaina, los niveles de la DA extracelular en el NAc aumentaban tanto en
ratas expuestas a estrés prenatal naive 6 experimentadas con cocaina. En
nuestro laboratorio, se hall6 un aumento en los niveles basales de DA en el
NAc de las ratas prenatalmente estresadas y lo mismo se observé si éstas eran
estimuladas con anfetamina. En ese caso se observé ademdas una disminucién
en los niveles de DA en la CPF s6lo en crias adultas (Silvagni y col., 2008;
Carboni y col., 2010).

Los niveles de DA presentan asimetrias en varias areas cerebrales (Rosen y
col., 1984) con una dominancia preferentemente en el hemisferio derecho. Si
bien la correlacién entre estas asimetrias con un funcionamiento apropiado o

un comportamiento especifico aun no han sido establecidos (LeMay, 1999), la
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pérdida de dicha asimetria ha sido descripta previamente por otros autores en
individuos prenatalmente estresados (Weinstock, 2001). Estudios previos de
nuestro laboratorio indican que el estrés prenatal incrementa los niveles del
receptor D2 tanto en el hemisferio derecho como en el izquierdo en el NAc y en
el CPu, pero la asimetria izquierda-derecha del receptor se pierde en el NAc de
ratas estresadas prenatalmente (Adrover y col., 2007). Por su parte, el NAc es
un area fuertemente relacionada con las propiedades de recompensa de
drogas de abuso. Se ha demostrado que danos en el NAc genera en las ratas
comportamientos del tipo compulsivos (Cardinal y col., 2004). Dado a que la
DA ha sido relacionada con comportamientos del tipo “impulsivos”, la pérdida
de la asimetria en los receptores de tipo D2 en esta area podria sugerir que el
estrés prenatal podria generar alteraciones a largo plazo en el comportamiento
y en la cognicibn que contribuyan al desarrollo de desérdenes
neuropsiquiatricos incluyendo al ADHD, depresién y esquizofrenia (Weinstock,
2001; Huizink y col., 2004).

1.3.3- b) Estrés prenatal, DA y factores de transcripcion.

En nuestro laboratorio se ha demostrado, que la expresion de Nurr1 presenta
una distribucién ubicua en la corteza cerebral, el HPC, tdlamo, amigdala y
mesencéfalo; mientras que la expresion de Pitx3 permanece restringida a las
areas mesencefalicas de la SNc y VTA. El estrés prenatal indujo un aumento
de la expresion de Nurr1 en machos de 7, 28 y 60 dias en el VTA; mientras que
para Pitx3 se observé una disminucién en la expresién del factor de
transcripcion en VTA a los 28 dias y un aumento en ratas adultas (Katunar y
col.,, 2009). En individuos control, Nurr1 presentaba un aumento entre
individuos de 28 y 60 dias, mientras que para Pitx3, se observd una
disminucion en la expresion del mismo a medida que aumentaba la edad de los
individuos. Las diferencias en la expresion en los niveles para ambos factores
de transcripcion sostendrian la hipétesis de que Pitx3 cumpliria un rol muy
importante en etapas tempranas del desarrollo postnatal del sistema
dopaminérgico mesodienciefalico, mientras que Nurr1 cumpliria un rol crucial
en la adultez probablemente en el mantenimiento del metabolismo
dopaminérgico mediante la regulacion de la expresion de enzimas esenciales

(Katunar y col., 2010). Al mismo tiempo, la diferencia de expresion de Pitx3
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segun se evalue antes o luego de la pubertad en las crias estresadas podria
deberse a la accion de las hormonas gonadales que podrian ejercer
modificaciones sobre el sistema dopaminérgico durante la pubertad. Muchos
efectos bioquimicos inducidos por el estrés prenatal, y también
comportamentales, varian segun si son observados antes o después de la

adolescencia (Henry y col., 1995; Diaz y col., 1997).
1.3.3- ¢) Estrés prenatal, DA y morfologia neural.

En nuestro laboratorio se evaluaron también las consecuencias del estrés
prenatal sobre los cambios morfolégicos en los astrocitos, las arborizaciones
dendriticas y contactos sinapticos de la CPF, CPu y la region CA1 del HPC de
machos adultos de 90 dias de vida, empleando la técnica de
inmunohistoquimica  utilizando  anticuerpos  especificos  anti-proteinas
estructurales especificas. Los resultados mostraron un aumento significativo en
el area ocupada por los astrocitos (hipertrofia glial), con un aumento de la
inmunotincién para S-100B (factor neurotréfico derivado de la astroglia) en las
tres &reas mencionadas. También se analizd6 la densidad de contactos
singpticos cuantificando el numero de neuronas con marca positiva para
sinaptofisina (proteina integral de membrana presente en vesiculas sinapticas)
y se observo una reduccidn significativa en la expresion de la proteina en las
tres areas evaluadas. Por ultimo se estudiaron las arborizaciones dendriticas
mediante la cuantificacibon de neuronas con marca positiva para MAP2
(proteina asociada a microtubulo que se encuentra casi exclusivamente en las
dendritas), hallandose una reduccion en la inmunoexpresion de la misma en
CPF, CPu e HPC (Barros y col., 2006). Resultados preliminares del laboratorio
mostraron una reduccidén en el numero de células con marca inmunopositiva
para MAP2 en ratas prenatalmente estresadas de 28 y 60 dias. De esta
manera pudo demostrarse que el estrés prenatal inducia alteraciones
morfolégicas en areas del sistema dopaminérgico mesocortico-limbico que

persistian aun hasta la vida adulta del individuo.
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En resumen de esta seccion, varias evidencias experimentales han mostrado
que el estrés prenatal afecta el desarrollo del sistema dopaminérgico en
multiples niveles que implican cambios en la morfologia, fisiologia y bioquimica
del sistema. No obstante pudo observarse que muchos de estos efectos
inducidos por el estrés prenatal variaban conforme a la edad del individuo en la
cual dichos efectos se estaban evaluando, poniendo en evidencia que las
hormonas gonadales, podrian estar jugando un rol muy importante en este

aspecto.
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1.4- EL EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-TESTICULAR

[.4.1- Anatomia y funcién del tracto reproductor masculino.

El sistema reproductor masculino de los mamiferos esta formado por las
génadas, dos testiculos, y su sistema de conductos (los conductillos eferentes,
el conducto del epididimo, el conducto deferente y el conducto eyaculador),
junto con algunas glandulas accesorias: las vesiculas seminales, la prostata,
las glandulas bulbouretrales (en humanos), y las glandulas uretrales vy
coagulantes (en roedores) (figura 1.5) (Fawcett, 1989).

Higado

Prostata

Grasa
Conducto deferente

Cola del epididimo \

Figura 1.5- Anatomia del tracto reproductor masculino en la rata. Figura
adaptada de www.bioterios.com.

En los mamiferos, los testiculos se ubican por fuera de la cavidad del
abdomen, en un saco de piel denominado “escroto”. Son dos glandulas
tubulares compuestas, rodeadas de una gruesa capsula fibrosa denominada
“tunica albuginea”. Los testiculos estan constituidos por dos unidades

funcionales (figura 1.6) (Fawcett, 1989):

o Los tubulos seminiferos constituyen la porcidon exocrina del testiculo

cuyo producto de secrecion holécrina son los espermatozoides. El epitelio de
estos tubulos, también llamado “epitelio germinal”’, esta compuesto por las
células germinales y por las células de Sertoli. Las células germinales pueden
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distinguirse en diferentes tipos morfoldgicos: espermatogonias, espermatocitos
en estadios meibticos, espermatides (en diferentes estadios de maduracion) y
espermatozoides. Estos tipos celulares pertenecen a un mismo tipo ontogénico
y representan las fases sucesivas de un proceso continuo de diferenciacidon de
las células germinales masculinas. Dependiendo de la edad del individuo se
encontraran presentes algunas de ellas o todas. Las células de Sertoli
proporcionan apoyo mecanico y proteccidn a las células germinales en su
desarrollo. También cumplen una funcion de nutricion y constituyen la barrera
hemato-testicular. Por altimo, cumplen un rol funcionalmente activo en la
espermatogénesis y en la produccion de ciertas hormonas como la inhibina.
Finalmente, una ultima capa de células aplanadas y poligonales, rodea a los
tubulos seminiferos formando una organizacidén epitelioide. Estas células se
llaman “células mioides” o “células contractiles peritubulares” y se cree que son
las responsables de las contracciones que se observan en los tubulos (Fawcett,
1989).

o El sistema intersticial consiste en un tejido conectivo laxo, provisto de

nuMerosos vasos sanguineos que ocupa todos los intersticios existentes entre
los tubulos seminiferos. Entre los tipos celulares presentes en este tejido,
ademas de fibroblastos, macrofagos, mastocitos y células mesenquimaticas se
encuentra un grupo de células epitelioides que reciben el nombre de “células
de Leydig”. Estas constituyen el tejido enddcrino del testiculo, ya que producen
principalmente a la hormona testosterona (Fawcett, 1989). Ademéas de
testosterona, el testiculo produce un gran numero de otros esteroides (figura
1.8) (Coffey, 1988).

De esta manera las funciones de las gbénadas en los adultos se resumen en
dos: por un lado la producciéon de hormonas esteroideas y por otro lado la
gametogénesis. Por su parte, las hormonas reproductivas cumplen a su vez un
rol muy importante en la diferenciacién sexual, el desarrollo fetal, el crecimiento
y la maduracion sexual. Las hormonas que controlan el desarrollo y
mantenimiento del fenotipo masculino son los andrégenos y los estrégenos.
Estos son regulados por la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH, por sus siglas en inglés: gonadotrophin releasing
hormone) desde el hipotalamo y mediante la accién de las hormonas
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luteinizante y foliculo estimulante (LH y FSH, por sus siglas en inglés luteinizing
hormone y follicle stimulating hormone, respectivamente) hipofisarias (Nussey y
Whitehead, 2001).

SISTEMA INTERSTICIAL

Célula de Leydig
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Figura 1.6- Esquema del epitelio germinal del tabulo seminifero testicular
y del sistema intersticial con los tipos celulares mas importantes. Dibujo
adaptado del libro Endocrinology, an integrated approach (Nussey y
Whitehead, 2001).

[.4.2- Requlacién del eje hipotalamico-hipofisario-testicular (HHT).

La pubertad marca la transicion desde un estado no reproductivo a
reproductivo. Su nombre deriva de la palabra en latin pube que significa pelo.
Es un tiempo en el cual ocurren cambios morfolégicos y fisiolégicos que
posibilitan el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios propios de cada
sexo, pero también cambios comportamentales que permiten madurar las
estructuras cerebrales hacia su forma adulta (Spear, 2000; Nussey Yy
Whitehead, 2001).

El inicio de la pubertad ocurre en el cerebro con el aumento de la secrecién
del decapéptido GnRH, sintetizado por un grupo de neuronas especializadas
del hipotalamo, hacia la vasculatura portal de la eminencia media en la hip&fisis
que permite la secrecion de LH y FSH que a su vez estimularan la actividad
testicular (McCarthy, 2011). Desde el punto de vista neurobioldgico, el inicio de
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la pubertad esta directamente relacionado con cambios en el sistema neural
responsables del control de la liberacibn de GnRH. Si bien el componente
hereditario juega un papel importante en el inicio de la pubertad, existen una
serie de factores internos y externos que también influyen sobre dicho episodio.
Se ha descripto que factores tales como crecimiento, estado de estrés,
disponibilidad de alimento, fotoperiodos y ritmos circadianos modularian el

perfil secretorio de GnRH.
1.4.2- a) GnRH y el control de gonadotrofinas.

En los roedores machos, la secrecidén pulsatil del decapéptido GnRH es
controlada por un centro ténico “generador de pulsos” por parte de un numero
de neuronas situadas de forma difusa en el nucleo arcuato y en el interior del
hipotalamo medio basal (Nussey y Whitehead, 2001). Dicha liberacién
episédica de GnRH es regulada a nivel central en cuanto a su amplitud y
frecuencia, y es esencial para el mantenimiento de los perfiles séricos de
gonadotrofinas requeridos para lograr una gametogénesis y esteroidogénesis
normal (Counis y col.,, 2005). La secrecibn de GnRH se produce como
resultado de la integracién de mudltiples informaciones que alcanzan al SNC,
provenientes del eje reproductor, del medio interno y del medio externo (Fink,
1988, 2000). A su vez, la secrecion de GnRH esta tambiéen regulada por una
compleja red de sistemas de neurotransmisores provenientes de neuronas
presentes en diferentes regiones del cerebro (sistemas limbico y olfatorio,
corteza visual, etc.), cuyas terminales finalizan en el hipotalamo. Una familia de
péptidos llamados kisspeptinas que se expresan en cerebro estimula la
liberacién de GnRH. Se ha demostrado que la mutacion de dichos péptidos
bloquea la maduracion puberal tanto en humanos como en animales de
experimentacién (Dungan y col., 2006). Las neuronas liberadoras de GnRH
también presentan receptores para GnRH, permitiendo de esta manera un
mecanismo de retroalimentacidén ultracorto. La accién de GnRH sobre los
gonadotropos hipofisarios se realiza mediante su unién a un receptor unido a
proteina G cuya activaciéon induce cascadas de sefalizacién intracelulares que
llevan a un aumento en los niveles de Ca®* intracelular y la activacién de la

proteina quinasa C (Nussey y Whitehead, 2001).
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Por ultimo, la respuesta de LH y FSH frente a un pulso determinado de GnRH
estard ademas gobernada por dos factores adicionales: por un lado la
retroalimentacion producida por los esteroides testiculares y por otro lado, la
disponibilidad de receptores para GnRH en la superficie celular de los
gonadotropos (Nussey y Whitehead, 2001). figura 1.7
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Figura 1.7 Diagrama esquematico del eje hipotalamico-hipofisario-

testicular. GnRH= hormona liberadora de gonadotrofinas; LH= hormona
luteinizante; FSH= hormona foliculo estimulante; DHT= dihidrotestosterona;
Diol= 5a-androstane-3a, 17§-diol.

1.4.2-b) LH y FSH.

Las gonadotrofinas son hormonas glicoprotéicas cuyos receptores se
encuentran distribuidos principalmente en el tejido gonadal (Nussey y
Whitehead, 2001). En el testiculo las gonadotrofinas dirigen la produccién de
esteroides sexuales y la gametogénesis (figura 1.7): los esteroides sexuales se
sintetizan como respuesta al estimulo de la LH actuando sobre las células
intersticiales de Leydig. La testosterona, y algunos de sus metabolitos como el
estradiol y la dihidrotestosterona (DHT) actuan sobre la hipofisis y el hipotalamo
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induciendo un mecanismo de retroalimentaciéon negativa en el testiculo sobre
su sintesis (figura 1.7), manteniendo un estado controlado de produccion de
gametas y hormonas (McCarthy, 2011). La FSH actua de forma exclusiva sobre
las células de Sertoli para estimular la sintesis y liberacion de proteinas (tales
como la inhibina y el péptido transportador de andrégenos), la movilizacion de
depobsitos de energia y la produccién del fluido testicular. La accién en conjunto
de la FSH y la testosterona sobre la célula de Sertoli potencian la maduracion y
culminacién del proceso de espermatogénesis. A su vez, la FSH estimula la
produccién de receptor de andrégenos (AR, por sus siglas en inglés: androgen
receptor) aumentando la respuesta de la célula de Sertoli a éstos (Nussey y
Whitehead, 2001). La expresion del receptor para LH es inducida por la propia
LH, por FSH, por la gonadotrofina coridbnica humana y por la prolactina
(Calandra y col., 1982). La sintesis del receptor de FSH es estimulada a su vez
por la presencia de andrégenos (Nussey y Whitehead, 2001).

Por ultimo, la inhibina secretada por las células de Sertoli se une a sus células
blanco-especificas en la hipdfisis anterior regulando de forma negativa la

secrecion de FSH.
1.4.2- c) Esteroides testiculares

La esteroidogénesis en las células de Leydig comienza luego del estimulo de
LH. La accion de la gonadotrofina es la de incrementar el colesterol libre
disponible, facilitar su transporte hacia la mitocondria y luego la translocacion
de éste hacia la membrana mitocondrial interna, a través de la accion de la
proteina StAR (por sus siglas en inglés: Steroidogenic Acute Regulatory
protein). Luego, el colesterol es convertido en pregnenolona a partir del cual
mediante diferentes pasos enzimaticos se van conformando los diferentes
metabolitos (figura 1.8) (Nussey y Whitehead, 2001).

Las principales hormonas esteroideas testiculares que participan en la funcién
reproductiva son la testosterona, el DHT y el estradiol (Moguilevsky, 2005). La
testosterona entra a circulacién, pero también difunde dentro de los tubulos
seminiferos donde puede unirse al AR o metabolizarse a DHT. La DHT es el
androgeno responsable de la formacion de la genitalia externa durante la

embriogénesis e interviene en la mayoria de los eventos androgeno-
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dependientes durante la pubertad (Nussey y Whitehead, 2001). La conversion
de testosterona a DHT resulta de una reaccién irreversible catalizada por la
enzima 5alfa-reductasa (5aR) de la cual hay dos isoformas disponibles: 5aR1 y
5aR2. Ambas isoformas se distribuyen de manera diferencial en los tejidos y
poseen propiedades bioquimicas diferentes (Pratis y col., 2003). Si bien los
factores que regulan y controlan la expresién y actividad de estas enzimas no
han sido totalmente dilucidadas, se postula que podrian ser los andrégenos y
las gonadotrofinas, entre otros (Killian y col., 2003). Por otra parte, durante el
periodo postnatal a prepuberal, se ha descripto la presencia de un tercer tipo
de esteroide sexual derivado de la testosterona, el ba-androstane-3a, 17-diol
(Diol), que es el andrégeno predominante en testiculos inmaduros de varias
especies incluyendo a la rata (Mahendroo y col., 2004). El Diol resulta de la
reduccién reversible de la DHT por accién de la enzima 3a- hydroxiesteroide
deshidrogenasa (3a-HSD). Se ha demostrado que su concentracién en los
tubulos seminiferos aumenta a partir del dia postnatal 10 en las ratas
alcanzando un pico maximo al dia 26, coincidiendo con la iniciacion vy
culminacién de la primera division meiotica de los espermatocitos (Chemes y
col., 1976; Auchus, 2004).

Los androgenos ejercen su efecto tras unirse al AR. La DHT es el andrégeno
mé&s potente ya que su constante de disociacion al receptor es de 2.0x10™° M,
comparado con 4.0x107'° M de la testosterona y 6.0x107'° M del Diol (Ge y col.,
1999). Por otra parte, los andrégenos pueden ademas aromatizarse a estradiol
mediante la accién de la enzima aromatasa CYP19 y activar receptores de
estrogenos. Estas conversiones de la testosterona en DHT o en estradiol no
ocurren solamente en las células esteroidogénicas, sino que también pueden
ocurrir en las células del 6rgano blanco al cual llegue la testosterona y que
expresen las enzimas apropiadas para la conversién. Principalmente el AR se
expresa en testiculo (células de Sertoli, Leydig y peritubulares), hipdfisis,
hipotalamo, hueso, piel, tejido cardiovascular, cerebro, etc (Verhoeven y col.,
2010).

La accion de los estrégenos es mediada por dos tipos de receptores
nucleares, denominados receptor de estrogenos a (ERa, de sus siglas en
inglés estrogen receptor alpha) y B (ERB, de sus siglas en inglés: estrogen
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receptor beta). Ambos receptores son sintetizados a partir de genes distintos y
se han hallado presentes en una gran variedad de tejidos. En algunos érganos,
se ha observado que ambos subtipos se expresan en niveles similares,
mientras que en otros O6rganos se observd que uno de los subtipos era el
predominante. Ademas, dentro de un mismo tejido ambos receptores pueden

estar presentes, pero en distintos tipos celulares (Carreau y col., 2003).
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Figura 1.8. Esquema general de la sintesis de esteroides sexuales en el
testiculo adaptado de Nussey y Whitehead 2001. DHT= dihidrotestosterona;
Diol=5a-androstane-3a, 173-diol. Dibujo adaptado del libro Endocrinology, an
integrated approach (Nussey y Whitehead, 2001).

Las hormonas esteroideas no se almacenan sino que se sintetizan frente a la
demanda del organismo, y tienen una vida media larga, en particular si
permanecen unidos a sus globulinas transportadoras. Los receptores de
esteroides pertenecen a una familia de receptores nucleares que al unirse a la
hormona sufren un cambio conformacional alostérico, y se transforman en

factores de transcripcién capaces de activar o inhibir la transcripcién génica.
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Contienen un dominio de unién al acido desoxirribonucleico (ADN) ubicado en
la regién promotora de genes especificos, un dominio de unién a la hormona y
los dominios de activacion. Para funcionar de manera eficiente y directa, los
receptores deben primero dimerizar; luego interactuar con secuencias
especificas del ADN; y finalmente acoplarse con otros factores de transcripcién
para formar un complejo multimérico estable que estimula a la ARN polimerasa
para que inicie la transcripcion (O'Malley y Strott, 2001; McCarthy, 2011).
Ademas de los mecanismos que involucran la transcripcidn génica,
denominados “mecanismos gendmicos”, se han descripto “mecanismos no
gendmicos” rapidos, a nivel de la membrana plasmatica, capaces de activar

distintas cascadas de senalizacién (Wendler y col., 2010; McCarthy, 2011).

[.4.3- Ontogenia del desarrollo sexual.

El desarrollo sexual en los mamiferos es el producto final de una serie de
fases: por un lado la determinacion del sexo, luego la diferenciacion del sexo 'y

por ultimo la masculinizacion (o demasculinizacion) del cerebro.

Al momento de la fertilizacion, la dotacion de un par cromosomico XY 6 XX
determinara al sexo cromosomico como macho o hembra, respectivamente.
Luego, se desencadenaran una serie de sefales genéticas, hormonales y
celulares que ocurren como consecuencia de la presencia (o ausencia) del
cromosoma Y, determinando el sexo fenotipico: el gen Sry (presente
Unicamente en el cromosoma Y), codifica para la transcripcion de una pequena
proteina denominada tdf (del inglés: testis-determining factor) que inicia una
cascada de expresion génica que dirige el desarrollo de un rudimento gonadal
(hasta ese momento con la bipotencialidad de transformarse en ovario o en
testiculo) a transformarse en testiculo completando la etapa de determinacion
sexual. Inmediatamente, una de las primeras tareas que posee el testiculo
primitivo es la de la regulacién de la esteroideogénesis estimulando la sintesis
de androégenos por parte de las células de Leydig primitivas. La testosterona
promueve el desarrollo del conducto de Wolff y de las estructuras masculinas
que se forman a partir de él (vasos deferentes, vesicula seminal y el
epididimo), mientras que la metabolizaciéon de la testosterona a DHT sera la
responsable de la formacion del pene, la uretra, la préstata y el escroto. Una
tercera hormona liberada por las células de Sertoli primitivas, la hormona anti-
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Mdilleriana, complementa la accion de los andrégenos al promover la regresion
del conducto de Muller, precursor de los érganos sexuales femeninos (Nussey
y Whitehead, 2001; Scott y col., 2009; McCarthy, 2011). La ausencia de
cualquiera de los factores recién mencionados o el funcionamiento defectuoso
de alguno de ellos interrumpira la formacién del testiculo y como consecuencia,
se desarrollara un fenotipo femenino (que es el fenotipo que se desarrolla por
defecto). La diferenciacion sexual sélo puede ocurrir cuando el testiculo fetal
comienza a secretar hormonas claves durante una ventana temporal critica de

la gestacion temprana (figura 1.9) (Scott y col., 2009).

No obstante, para que la diferenciacion sexual sea completa, ademas de la
diferenciacion en el sexo fenotipico externo, es necesario que el cerebro de
dicho individuo también sea masculino o femenino. Dicho de otra manera, es
necesaria la existencia de diferencias estructurales y funcionales permanentes
en areas cerebrales limbicas e hipotalamicas que le permitan al cerebro una
identidad sexual frente a una variedad de funciones neuroenddécrinas,
comportamentales y cognitivas como por ejemplo: la liberacion de
gonadotrofinas y la adquisicion de un comportamiento sexual determinado.
Estos mecanismos de masculinizacion (o feminizacion) ocurren durante un
periodo critico de la vida prenatal/postnatal temprana (figura 1.9), que en
roedores abarca desde estadios perinatales hasta la primera semana de vida y
en el humano, el tercer trimestre de embarazo (“efectos organizacionales de las
hormonas”). De forma anéloga a lo que ocurre con las gbénadas, el cerebro
también es bipotencial al desarrollo de un fenotipo masculino o femenino y este
fenotipo final sera el resultado de un perfil hormonal generado por las gbnadas,
donde la accién de las mismas durante una ventana temporal especifica en el
periodo de la gestacion convertira al desarrollo de un cerebro de “fenotipo
femenino” (por defecto) en uno “masculino” (McCarthy, 2011). En los machos,
la activaciéon perinatal transitoria del eje HHT provoca un aumento en los
niveles de testosterona que masculiniza estructuras neuronales tipicamente
masculinas. En los roedores, se han registrado dos picos de la hormona:
aproximadamente a los dias gestacionales 17-19 (Ward y Weisz, 1984;
McCarthy, 2011) y nuevamente en las primeras dos horas luego del nacimiento
(Corbier y col., 1978). En las hembras, los niveles circulantes de testosterona
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perinatales son consistentemente menores en comparaciéon a los hallados en
los machos (McCarthy, 2011). Del mismo modo, en los machos los niveles
plasmaticos de estradiol son bajos. Sin embargo en ciertas areas cerebrales de
los machos (tales como el area predptica hipotalamica, hipotalamo medio
basal, la amigdala, la corteza y el HPC) la actividad de la enzima aromatasa
responsable de la conversidén de testosterona a estradiol, es muy elevada. Se
ha demostrado entonces que los picos neonatales de testosterona se
convierten en picos de estradiol. Una vez que dicha conversion tuvo lugar, el
estradiol influye sobre la transcripcibn de genes mediante la uniéon a sus
receptores intracelulares especificos. De esta manera, se inducen cambios en
el cerebro que lo masculinizan: por ejemplo la secrecién de GnRH y los
mecanismos de retroalimentacién negativa del eje HHT en los machos (Foster
y col., 2006). En las hembras en cambio, frente a la ausencia de testosterona
testicular circulante, la accién masculinizante de los estr6genos maternos 6
placentarios sobre el cerebro se ve impedida gracias a la presencia de la
glicoproteina plasmatica, a-fetoproteina que secuestra al estradiol circulante.
De esta manera, la ausencia de estrégenos durante dicha ventana temporal

especifica del desarrollo neonatal feminiza al cerebro (McCarthy, 2011).

Luego en la pubertad, las hormonas vuelven a actuar activando o inhibiendo
procesos cerebrales que tienen que ver con la maduracién final del cerebro
hacia la vida adulta (conocida como “efectos activacionales de las hormonas”),
facilitando la expresién de comportamientos sexuales tipicos bajo determinados
contextos sociales (Auchus, 2004). Muchos de los procesos que ocurren
durante la vida perinatal se reiteran durante este periodo. Asi es que se llevan
a cabo procesos como neurogénesis, muerte celular programada, desarrollo y
poda de arborizaciones dendriticas y sinapsis, mielinizacién y diferenciacion
sexual (Sato y col., 2008). Las perturbaciones que puedan ocurrir durante la
pubertad influyen sobre el cerebro adolescente y funcionaran como un agente
predictivo de consecuencias a largo plazo en el adulto (Bialek y col., 2004).
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Figura 1.9. Linea de tiempo de la diferenciacion sexual en ratas y
humanos. E= dia embrionario; DPN= dia postnatal. La diferenciaciéon de las
gonadas en ovario o testiculo ocurre temprano en el desarrollo tanto en
roedores como en primates. Luego, la formacién de testiculos permite el
entorno hormonal apropiado para la masculinizacién del cerebro. En roedores
este proceso ocurre y se completa perinatalmente, mientras que en humanos
ocurre durante la gestacion. En roedores la feminizacién ocurre postnatalmente
mediante la accién de los estrégenos ovaricos del individuo, mientras que en
humanos aun se desconoce la ocurrencia de dicho proceso. La emergencia de
hormonas esteroideas senala el inicio de la pubertad. En machos la produccién
de hormonas es ténico, mientras que en hembras el proceso es ciclico. En
ambos sexos la activacién de las hormonas activara los sustratos neurales
previamente organizados por éstas durante estadios gestacionales. Esquema
adaptada del libro de (McCarthy, 2011).

|.4.4- Consecuencias del estrés sobre el eje HHT.

La activacion crénica del eje HHA en individuos adultos, como respuesta a la
exposicién sostenida en el tiempo a un estrés fisico y/o psicolégico suprime la
senalizacion enddécrina del eje reproductor masculino a nivel del hipotalamo, la
hipofisis y el testiculo (Hardy y col., 2005). Estos cambios van acompanados
ademds de una disminucion en la libido y en la tasa de fertilidad (Sapolsky,
1999). Efectos similares fueron hallados en ratas expuestas a un estrés por

inmovilizacién (Hardy y col., 2005).
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El aumento en las concentraciones de opioides (encefalinas y endorfinas) en
la circulacion durante el estrés, bloquea la liberacion de GnRH a nivel
hipotalamico (Sapolsky, 1999). Por otra parte, la CRH ejerce efectos inhibitorios
sobre la liberacion de LH y el comportamiento reproductivo. En efecto se ha
observado que la administracion de antagonistas a CRH revierte parcialmente
los efectos supresivos del estrés sobre la liberacion de LH (Rivier y col., 1986).

En relacion a los efectos ejercidos por los glucocorticoides se ha observado
que estos alteran la fisiologia reproductiva mediante varios mecanismos: a nivel
del SNC disminuyen la liberacion de GnRH, y a nivel gonadal reducen la
respuesta a LH modulando la concentraciéon de receptores para LH disponibles
(Sapolsky, 1999). Por otra parte, los glucocorticoides actuan sobre las células
de Leydig ejerciendo efectos inhibitorios sobre la produccion de testosterona ya
sea mediante la induccién de apoptosis en éstas células (Gao y col., 2002), o
mediante la transcripcién de genes inhibitorios de las enzimas que intervienen
en la sintesis de la hormona (Hardy y col., 2005; Hu y col., 2008). Cuando el
estrés ocurre durante estadios de vida fetales o en estadios previos a la
pubertad, se ha demostrado que los glucocorticoides disminuyen la tasa de
mitosis de las células de Leydig controlando de esta manera el nimero de las

mismas (Hardy y col., 2005).

Por ultimo la activacion del sistema simpatico también ejerce efectos

negativos sobre la reproduccién al bloquear la erecciéon (Sapolsky, 1999).

[.4.5- Consecuencias del estrés prenatal sobre el desarrollo del eje HHT.

Como se ha expuesto previamente, la diferenciacion sexual se trata de un
fenémeno complejo donde la participacion de los andrégenos y sus metabolitos
durante momentos especificos del desarrollo son fundamentales. Durante el
periodo de la diferenciacién sexual del cerebro, los picos perinatales de
testosterona masculinizan y defeminizan el comportamiento sexual, los
patrones de secrecidbn de gonadotrofinas y la constitucidn de indices
morfolégicos sexuales (externos y cerebrales) caracteristicos de cada sexo. En
ausencia de dichos picos, las estructuras sexualmente dimoérficas y su
funcionamiento se feminizan. Se ha demostrado que el estrés durante estadios

criticos del desarrollo cerebral fetal reduce la fertilidad y la fecundidad de ese
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individuo, induciendo alteraciones en el comportamiento sexual (Weinstock,
2001; Pereira y col., 2006). En ratas macho expuestas a estrés durante la
gestacion se ha observado una disminucién en el nimero de cépulas y en el
namero de eyaculaciones, asi como también comportamientos sexuales
femeninos, tales como el de lordosis y un incremento en la preferencia de
eleccion de companeros machos en lugar de hembras receptivas (Shono y
Suita, 2003; Gerardin y col., 2005; Kapoor y Matthews, 2011). Al mismo tiempo,
el estrés prenatal se ha relacionado con alteraciones en la secrecion tonica de
gonadotrofinas y con modificaciones en los patrones de liberacién fisiolégicos
de testosterona y LH, incluso durante la vida adulta (Shono y Suita, 2003;
Gerardin y col., 2005; Rodriguez y col., 2007). En relacion al dimorfismo sexual
de estructuras cerebrales, el estrés prenatal ha mostrado disminuir el numero
de neuronas del nucleo bulbocavernoso y disminuir la actividad de c-fos en el
area preoptica media de los machos, asemejando a lo que fisiolégicamente se
observa en las hembras. Al mismo tiempo se ha observado un aumento
neonatal en la expresion del ARNm de los receptores de estrégenos y una
disminucién en la actividad de la enzima aromatasa en el hipotalamo de ratas
macho estresadas prenatalmente (Viltart y Vanbesien-Mailliot, 2007).
Parametros de la morfologia sexual externa tales como la distancia anogenital
y el tiempo en el cual se produce el descenso testicular también se han visto
alterados en las crias como consecuencia del estrés maternal (Shono y Suita,
2003; Barros y col., 2004; Gerardin y col., 2005; Rodriguez y col., 2007). Estas
modificaciones se han relacionado a un funcionamiento defectuoso del eje HHT
fetal, ya que concentraciones insuficientes de androgenos durante dichos
periodos obtenidas mediante la administraciéon de antagonistas del receptor de
andrégenos (como la flutamida) han mostrado feminizar el desarrollo del
cerebro y desregular la funciéon enddcrina del eje HHT en el adulto (Huhtaniemi,
1995; Knickmeyer y Baron-Cohen, 2006). En este sentido se ha demostrado
que el estrés prenatal durante la dltima semana de gestacion, al igual que la
administracion prenatal de dexametasona disminuye los picos de testosterona
fetales fundamentales para la expresion y mantenimiento de la diferenciacién
sexual (Ward y Weisz, 1984; Scott y col., 2009). Apoyando esta teoria, Pereira
y colaboradores (2006) observaron que la administracion neonatal de

testosterona revertia los efectos inducidos por el estrés prenatal sobre la
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distancia anogenital, los niveles séricos de testosterona en el adulto y el
comportamiento reproductor de las crias (Pereira y col., 2006).

Por ultimo y como mencionamos en la seccion anterior, la presencia de
glucocorticoides interfiere con la accion esteroideogénica de las células de
Leydig fetales ya que en altas concentraciones inducen el proceso de apoptosis
en estas células e inhiben la actividad de las enzimas sintetizadoras de
esteroides (Gao y col., 2002; Hardy y col., 2005; Scott y col., 2009). De esta
manera reducen la formacion de testosterona en etapas criticas del desarrollo

fetal

No obstante, existe poca informacion sobre los efectos a largo plazo del
estrés prenatal sobre el desarrollo testicular y su funcionamiento a lo largo de la

vida de la progenie.
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.5- HORMONAS GONADALES Y DESARROLLO CEREBRAL-
INTERACCION CON EL SISTEMA DOPAMINERGICO.

Como hemos descripto, el desarrollo del sistema nervioso comprende varios
procesos que van desde el nacimiento de las células progenitoras que luego
migran, se diferencian y se desarrollan en su destino final del SNC, hasta la
elaboracién, elongacién y arborizacion de axones y dendritas, que formaran
una red de importantes conexiones sinapticas. A su vez, estas conexiones le
permitiran al cerebro recibir, decodificar y transmitir la informacién que reciben
del entorno, adecuando su estructura a las necesidades que percibe del
mismo.

En los mamiferos existen dos periodos dindmicos de desarrollo neural donde
los circuitos comportamentales son remodelados y redefinidos, y donde el
namero de sinapsis y receptores del SNC sufren una eliminacién de
aproximadamente el 50%. Estos periodos son: la etapa perinatal y la etapa
adolescente. En humanos la etapa perinatal abarca las ultimas semanas de
gestacion, mientras que en roedores comprende el periodo que va desde la
ultima semana de gestacién hasta la primera semana de vida postnatal. Debido
a la magnitud y a la velocidad en la cual estos cambios estructurales suceden,
ambas ventanas temporales son periodos de alta sensibilidad y vulnerabilidad a
perturbaciones e insultos que pudieran interferir con la remodelacion del
cerebro induciendo consecuencias a largo plazo (Spear, 2000; Andersen, 2003;
Paus y col., 2008; Sato y col., 2008). En ese sentido, existen evidencias que
indican que la vulnerabilidad de los seres humanos a contraer varias
psicopatologias asociadas a disfunciones del sistema dopaminérgico tales
como la esquizofrenia, adicciones a sustancias de abuso y depresion estaria
asociada a los cambios hormonales que ocrren durante la adolescencia.

1.5.1- Adolescencia y predisposicion a psicopatias.

La adolescencia y la pubertad son dos términos muchas veces utilizados
como sindnimos pero que sin embargo refieren a eventos diferentes. Si bien
sus ventanas temporales se superponen, la adolescencia se define como el
tiempo gradual de transicion entre la nifiez y la vida adulta, mientras que la
pubertad solo abarca el periodo en el cual un individuo pasa de un estado no
reproductivo hacia uno reproductivo. Asi la adolescencia abarca un periodo de
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tiempo mayor que la pubertad y sus limites (inicio y fin) son dificiles de
determinar con exactitud (Spear, 2000). Una caracteristica peculiar y comun
entre adolescentes de varias especies de mamiferos es la gran cantidad de
cambios comportamentales que ocurren durante esta etapa en la cual el
cerebro pareceria despertar al placer y al riesgo. Se ha registrado un aumento
en la conducta social, alteraciones en la emocionalidad, aumento en el apetito,
disminucién en la cantidad de horas de suefo, impulsividad y necesidad de
experimentacion con nuevas sustancias o situaciones, entre otros
comportamientos. Estos tipos de comportamientos le permitirian al individuo
adquirir una mayor cantidad de informacién y experiencia del entorno que lo
rodea, necesarias para su percepcion del mundo adulto y por ende, para
completar la maduracion cerebral (Spear, 2000; Andersen, 2003; Paus y col.,
2008; Sato y col., 2008).

Debido a la gran incidencia en el desarrollo de des6rdenes psiquiatricos
durante esta etapa de transiciones, la adolescencia se ha propuesto como un
periodo de particular vulnerabilidad al desarrollo de psicopatias. Por ejemplo
algunos desérdenes que comienzan en la nifiez como el ADHD vy el sindrome
de la Tourette empeoran en su sintomatologia durante la adolescencia, pero
disminuyen notablemente cuando los individuos alcanzan la vida adulta. Por
otra parte, dicha incidencia presenta ademas una gran diferencia entre
géneros. La esquizofrenia, ansiedad, psicosis y ADHD tipicamente emergen
durante la adolescencia con una incidencia mayor en los hombres que en las
mujeres (Spear, 2000; Andersen, 2003; Paus y col., 2008). Los cambios que
ocurren en la maduracién del cerebro, en particular del sistema dopaminérgico
mesocortico-limbico podrian estar relacionados con la aparicion y curso de
estos desordenes. En ratas, se ha demostrado que la densidad de los D1R y
D2R en la CPF de machos adultos, muestra un perfil muy particular con un
aumento progresivo a partir del nacimiento alcanzando un maximo alrededor
del dia 40 postnatal seguido de una eliminacion o “poda” (58-75%) para
alcanzar, los niveles de receptores de la rata adulta (Teicher y col., 1995). En
humanos se ha observado un fenémeno similar (Huttunen y Niskanen, 1978;
Seeman y col, 1987). El aumento y descenso de los receptores
dopaminérgicos en el cerebro durante la adolescencia ocurre en paralelo al

crecimiento y declinacion de los sintomas del ADHD y el sindrome de la
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Tourette. A su vez la disminucién de los receptores y sinapsis dopaminérgicas
podrian ser un factor permisivo para la aparicion de la esquizofrenia (Andersen
y col., 2002).

La prevalencia de psicopatias en machos cuya incidencia coincide con la
etapa de la adolescencia y por ende con los picos de testosterona que ocurren
durante esta etapa, han orientado la atencién hacia el rol de los andrégenos en
el desarrollo de dichos desordenes psiquiatricos. Asi como en la periferia las
hormonas sexuales actuan sobre 6rganos especificos induciendo la aparicion
de caracteres sexuales secundarios necesarios para alcanzar la madurez
sexual (Nussey y Whitehead, 2001; Sato y col., 2008), a nivel central las
hormonas gonadales también orquestan una serie de modificaciones
morfolégicas y neuroquimicas, que le permitiran al cerebro alcanzar su formato
adulto (Spear, 2000; Andersen, 2003; MacLusky y col., 2006; Paus y col., 2008;
Sato y col., 2008). En ese sentido se sabe que las hormonas sexuales
participan en la regulacion de sistemas neuroenddcrinos, modulan
comportamientos, y estimulan la diferenciacion y plasticidad de diversas
poblaciones neurales. A nivel de neurotransmisores, intervienen en su sintesis
y liberacion, asi como también, a nivel del desarrollo y remodelado de los
circuitos sinapticos (Alonso-Solis y col., 1996; Kuppers y col., 2000). En
especial, se ha observado que influyen sobre el funcionamiento cognitivo,
motor y motivacional en la transmisiébn dopaminérgica probablemente
induciendo modificaciones a nivel transcripcional y en la maduracién neuronal
(Purves-Tyson y col., 2012).

1.5.2- Rol de los andrégenos en el cerebro.

Fisiologicamente la testosterona es principalmente secretada por los
testiculos y también por la glandula adrenal hacia el torrente sanguineo, donde
se une a globulinas transportadoras de la hormona y a albimina que regulan su
biodisponibilidad. De esta manera, del total de testosterona secretada por el
organismo solo una pequefia proporcion de la testosterona circulante se
encuentra libre y por ende disponible (del 0.5 al 2%) para ejercer sus efectos
sobre los tejidos blanco (Bialek y col., 2004). Por su naturaleza esteroidea la
testosterona es capaz de atravesar facilmente la barrera hematoencefalica y
alcanzar al cerebro, ejerciendo sus diversos efectos. No obstante también

puede ser metabolizada a DHT, estradiol y Diol gracias a la presencia de las
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enzimas esteroideogénicas cerebrales como la aromatasa, ambas isoformas de
la 5aR y la 3a-HSD que catalizaran la conversion local de la hormona a sus
metabolitos mas potentes. A su vez, los niveles de testosterona y sus
metabolitos regulardn la expresion de estas enzimas que variardn en su
distribucién y cantidad en el SNC de acuerdo al estadio del desarrollo del
individuo y del sexo (Tsuruo, 2005). En los ultimos afos también se ha
demostrado que existe sintesis de novo de andrégenos en el cerebro a partir
del colesterol (Celotti y col., 1997; Tsuruo, 2005).

Los efectos de la testosterona y sus metabolitos se produciran mediante su
union a receptores especificos nucleares que desencadenaran efectos
genomicos sobre las diferentes neuronas. Tanto la testosterona como la DHT
se uniran al AR, mientras que los estrogenos provenientes de la aromatizacion
de la testosterona se uniran a los ERs (conjuntamente ambos receptores de
estrogenos: a y B). La distribucion de dichos receptores se ha descripto en
varias dareas cerebrales mediante el uso de métodos bioquimicos e
inmunohistoquimicos, registrdndose diferencias sexo-especificas. En machos
se ha encontrado un mayor contenido protéico de AR que en hembras y su
distribucién abarca diferentes areas cerebrales que incluyen nucleos del
hipotalamo ventro y dorso-medial, el area preoptica y el nucleo arcuato.
También se ha hallado en regiones limbicas como la amigdala, la corteza, el
HPC (especialmente la region CA1) y el NAc (Xiao y Jordan, 2002; Bialek y
col., 2004; Sato y col., 2008; Phillips-Farfan y Fernandez-Guasti, 2009). En el
mesencéfalo, se ha reportado su presencia en pequefos grupos de neuronas
de la SN y la VTA (Kritzer, 1997). La distribucion en el cerebro de ambos ERs
se superpondria localizdndose ambas isoformas de forma mayoritaria en
diversos nucleos hipotaldmicos, la amigdala y en menor medida en CPF e HPC
(McEwen y Alves, 1999). Si bien estos receptores se han hallado
principalmente en neuronas, la presencia del AR también ha sido demostrada
en oligodendrocitos, mientras que los ERs se han hallado también en astrocitos
y células ependimales (Spary y col., 2009).

Muchas investigaciones han estado enfocadas en el estudio de los
estrdgenos como agentes neuroprotectores, neurotroficos y antioxidantes. Se
ha mostrado que los estrogenos promueven el crecimiento de areas cerebrales

como el hipotalamo, HPC, mesencéfalo y corteza. Al mismo tiempo modulan
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procesos de apoptosis y promueven formaciones sinapticas (McEwen y Alves,
1999). En relacion a las investigaciones enfocadas al estudio de enfermedades
neurodegenerativas, se ha observado que los estrégenos reducen los efectos
neurotdxicos inducidos por la toxina 6-hidroxidopamina (utilizada en modelos
de estudio de la enfermedad de Parkinson) sobre las vias dopaminérgicas
nigroestriatales (Kuppers y col., 2000) y que la administracién de testosterona 6
DHT no generaban el mismo efecto (Dluzen, 2000). En particular, se ha
observado que los estrdgenos modulan la liberacidn y la recaptacion de la DA
en el NAc (Creutz y Kritzer, 2002).

Sin embargo algunas evidencias han apoyado la teoria de que la testosterona
también podria resultar un agente con propiedades neuroprotectoras, ya que se
ha demostrado que el mantenimiento de niveles fisiolégicos de andrégenos es
importante para disminuir la incidencia de depresion y de desordenes
neurodegenerativos como el Alzheimer y el Parkinson (Bialek y col., 2004;
MacLusky y col., 2006). Por otro lado se ha observado que la testosterona
ejerce efectos neurotréficos, al promover e incrementar la diferenciacion neural
en cultivos (Beyer y Hutchison, 1997). También se ha observado que previenen
la muerte celular frente a insultos neurotdxicos y promueven capacidades
regenerativas en neuronas adultas que habian sufrido un dafo (DonCarlos y
col., 2003).

Los efectos moduladores de los andrégenos sobre la enzima limitante de la
sintesis de DA, la TH, también ha sido evaluada. Asimismo se ha observado
que el tratamiento in vivo con testosterona aumentaba la expresiéon de TH
(Weltzien y col., 2005). Coincidiendo con estos resultados Jeong vy
colaboradores, demostraron que el receptor de andrdégenos es capaz de
regular positivamente la transcripcion del gen que codifica para la enzima
sugiriendo de esta manera una interrelacién positiva entre la DA y la hormona
sexual (Jeong y col., 2006). Con respecto a los receptores dopaminérgicos,
Andersen y colaboradores (2002) estudiaron la distribucion de receptores de
DA durante la pubertad y estadios tempranos de adultez, y observaron que
ésta no pareceria modificarse por la sustraccion de las gbnadas (Andersen y
col., 2002). En base a sus resultados, los autores sugerian que los cambios
ocurridos en el sistema dopaminérgico a lo largo de la vida, ya estarian

pautados por la exposicibn hormonal en estadios muy tempranos en el
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desarrollo siendo susceptibles a cambios en el entorno durante ese periodo de
la vida.

Los antecedentes hasta aqui presentados estarian indicando que las
hormonas gonadales cumplirian un papel fundamental sobre el desarrollo
cerebral ejerciendo efectos organizacionales y activacionales sobre su
anatomia y fisiologia. Variaciones en los niveles hormonales durante ciertas
etapas criticas del desarrollo fetal podrian inducir alteraciones en la formacion
del cerebro aumentando, en el individuo, la vulnerabilidad a desarrollar
psicopatias a lo largo de su vida. En ese sentido, uno de los aspectos mas
llamativos en el desarrollo de los desérdenes psiquiatricos es su especificidad
de género y que la incidencia, de algunos de ellos, coincide con periodos de
cambios hormonales profundos como lo es la adolescencia. A su vez, muchos
de estos desérdenes psiquiatricos estan relacionados con disfunciones del
sistema dopaminérgico del cerebro anterior, en areas que también son
sensibles a la accién de las hormonas gonadales. El hecho de que el estrés
prenatal altera tanto el desarrollo del eje HHT como el desarrollo del sistema
dopaminérgico podria estar indicando la existencia de una interrelacién causal

entre los tres factores.
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Il. 1- OBJETIVO GENERAL E HIPOTESIS DE TRABAJO.

El estrés prenatal impacta sobre el desarrollo del sistema dopaminérgico
mesocortico-limbico, induciendo alteraciones a largo plazo en la descendencia
que estarian vinculadas con la etiologia de ciertas psicopatias cuya incidencia
es mayor en hombres que en mujeres. A su vez, el sistema dopaminérgico es
vulnerable a la accién de los esteroides sexuales durante estadios tempranos
perinatales pero también en la adolescencia donde las hormonas orquestan, y
luego maduran, las estructuras cerebrales hacia su forma adulta. Por ultimo, el
estrés prenatal ha mostrado interferir con los picos perinatales de testosterona
responsables de la diferenciacion sexual del comportamiento y del
establecimiento del patron de secrecion de gonadotrofinas de los machos. En
este sentido se ha postulado que el estrés prenatal altera la integridad del eje
hipotalamo-hipofiso-gonadal.

En base a estos antecedentes, se postuld la siguiente Hipdtesis de trabajo:

Los efectos del estrés prenatal sobre el sistema dopaminérgico son
consecuencia de las alteraciones en las hormonas sexuales, inducidas por el
mismo estrés que, al hallarse en concentraciones inapropiadas, estructuran al

sistema de forma diferencial. Por lo que el objetivo general de este trabajo es

avanzar sobre el conocimiento del rol de las hormonas gonadales masculinas
sobre las alteraciones a largo plazo que sufre la neurotransmisiéon

dopaminérgica de la cria estresada durante la gestacion.
I.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifico 1: Evaluar los efectos del estrés prenatal sobre parametros

maternos y de las camadas, y analizar el sistema de estrés de las crias frente a
la exposicion a un estrés agudo.

1.a) Evaluar la ganancia de peso corporal materna diaria y la ganancia de peso
corporal materna total durante la gestacion.

1.b) Examinar pardmetros de la camada tales como numero de crias nacidas y

ganancia de peso de éstas durante distintas etapas de la vida postnatal.

1.c) Determinar los niveles séricos basales de prolactina y corticosterona en las
madres luego del destete.
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1.d) Determinar los niveles séricos basales de prolactina y corticosterona en las
crias prepuberales y adultas, frente a la exposicion a una sesion de estrés

agudo con, o sin recuperacion.

Objetivo especifico 2: Estudiar la influencia del estrés prenatal sobre el eje

hipdfiso-testicular, durante diferentes estadios de la vida postnatal.
2.a) Examinar pardmetros del desarrollo sexual externo de la cria.

2.b) Determinar los valores séricos de las hormonas hipofisarias y de los
andrégenos testiculares mediante RIA.

2.c) Evaluar el desarrollo testicular mediante la observacion de parametros de

histomorfometria testicular.

2.d) Analizar la expresion génica y protéica del receptor de andrégenos en
testiculo, mediante RT-PCR, Western blot e inmunohistoquimica.

2.e) Analizar la expresion génica de los receptores de estrégenos y de las
enzimas esteroideogénicas aromatasa y 5a-reductasa en testiculo, mediante
RT-PCR.

Objetivo especifico 3: Estudiar los efectos del estrés prenatal sobre el sistema

dopaminérgico mesocortico-limbico, empleando ratas preadolescentes y
adultas.

3.a) Examinar la expresién protéica de los receptores de andrégenos, de
estrdgenos y dopaminérgicos de tipo D2 mediante Western blot en las areas
cerebrales: corteza prefrontal, hipocampo y area tegmental ventral.

3.b) Analizar la expresibn génica de los receptores de andrdégenos y
estrégenos, asi como también de las enzimas esteroideogénicas en las mismas

areas cerebrales enunciadas.

3.c) Evaluar las arborizaciones dendriticas en la corteza prefrontal y el
hipocampo, mediante la cuantificacion de la proteina MAP2 por
inmunohistoquimica.

Objetivo especifico 4: Estudiar los efectos de la exposicion prenatal a flutamida

sobre las arborizaciones dendriticas del sistema dopaminérgico mesocortico-

limbico, empleando ratas preadolescentes y adultas.
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4.a) Estudiar el desarrollo sexual externo y los niveles de testosterona

circulantes en suero de las ratas.

4.b) Determinar las arborizaciones dendriticas en corteza prefrontal, hipocampo
y area tegmental ventral mediante la cuantificacion de la proteina MAP2 por

inmunohistoquimica.

4.c) Evaluar el numero de neuronas tirosina hidroxilasa+ respecto al total de

neuronas NeuN+ en el area tegmental ventral.
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lll.1- ESPECIFICACIONES DE REACTIVOS Y EQUIPOS UTILIZADOS.

[11.1.1- Drogas v reactivos.

B-Mercaptoetanol y el reactivo ECL-plus fueron adquiridos en Amersham. Las
siguientes drogas fueron obtenidas en Anedra: acetato de sodio, cloruro de
potasio, cloruro de sodio, fosfato acido de disodio anhidro, fosfato
monopotasico, metanol, propilenglicol, sacarosa y sulfato de magnesio. Se
utilizé saponina perteneciente a Biomedicals. La columna de tamiz molecular
de Bio-gel P-10 Gel, al igual que los estandares de peso molecular
(Kaleidoscopio), pertenecian a la marca Bio-Rad Laboratories. Los siguientes
productos fueron adquiridos en Ge Healthcare: acrilamida y metilen-
bisacrilamida, Glicina, Teemed y tris. Las membranas de polifluoruro de
polivideno (PVDF) utilizadas fueron de Immobilon. Azul de bromofenol,
dodecilsulfato sédico (SDS), proteinasa K y TRIZOL se obtuvieron en
Invitrogen. Acetato, acetona, acido acético glaciar, acido clorhidrico, azida
sodica, acido orto-fosférico, cloramina-T trihidrato, etanol absoluto, éter
dietilico, glicerol, metanol, peroxido de hidrégeno (30%) y xilol fueron obtenidos
de Merk. De Sigma-Aldrich Chemical Co se adquirieron: azul de Coomassie
(Coomassie brillant blue G), balsamo de montar DPX, cocktail de inhibidores de
proteasa, °[H]-corticosterona  (C8784),  3,3-diaminobencidina  (DAB),
deoxicolato de sodio, estreptavidina peroxidasa, flutamida, formaldehido,
gelatina, Hepes, Igepal (CA-630), paraformaldehido, persulfato de amonio, rojo
ponceau, seroalbumina bovina, Testosterona, triton X-100 y tween-20. El acido
etilen diamino tetracético (EDTA) fue adquirido en Syntex. EI complejo avidina-
biotina- peroxidasa, suero de conejo, suero normal de cabra y caballo se
adquirieron en Vector Laboratories, Inc. La heparina utilizada fue de Veinfar.
Como anestésicos, se utilizaron: Ketamina (Holliday Scott- Argentina) vy
clorhidrato de xilacina al 2% (de Kensol Kéning). Para el aislamiento de ARNm
y poliA de las muestras de testiculo y cerebro se utilizd “PolyATract mRNA
Isolation System” (Promega, Madison, WI, USA). “SYBR Green PCR Master
Mix” se obtuvo de Applied Biosystems. Para microscopia de fluorescencia se
utilizé como medio de montaje “Fluoromount Aqueous Mounting Medium
(S3023)” adquirido en Dako. El material de histologia: azul de Coomassie,

aceite de inmersién, balsamo de Canada, eosina y hematoxilina fueron
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provistos por Biopur. Se utilizé parafina en escamas de punto de fusion (56-
589 Marzan. El &cido picrico se obtuvo de Sciencelab. (1,2,6,7-°H)-
Testosterona (actividad especifica 100 Ci/mmol) y '*INa (actividad especifica
96.6 Ci/g) fueron adquiridos a New England Nuclear Co. LH, FSH y prolactina
fueron medidas por kits cedidos por “National Hormone and Pituitary program,
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases” y el Dr. A.F.
Parlow (Bethesda, Maryland, EEUU). La medicién de testosterona de manera
especifica, se realizd6 mediante el uso del kit TESTO-RIA-CT adquirido en DIA
Source Immuno Assays. Se utilizo liquido de centelleo “Optiphase Hisafe 37,
adquirido en Perkin Elmer.

I11.1.2- Anticuerpos.

Los anticuerpos contra: a) inmunoglobulina (IgG)-raton Alexa fluor 488 (cabra,
A- 11001) se obtuvo de Invitrogen; b) 1gG-conejo acoplado a cy3 (burro, 711-
165-152), IgG- raton acoplado a peroxidasa (cabra, 1115-035-146) e IgG-
conejo acoplado a peroxidasa (cabra, 111-035-003) se adquirieron en Jackson
Inmuno Research Laboratories; c) Androgenos (T-7a-butirato-BSA) y Diol (Diol-
15-CMO-BSA) fueron provistos por Medicorp Inc. e Immunotech Diagnostics. c)
NeuN (raton, A60OMAB377) y D2R (conejo, AB5084P) fueron adquiridos en
Chemicon International INC (Millipore); d) TH fue adquirido en Pel-Freez
biological (rata, P40101-0); e) actina (raton, 60008-1-lg) se obtuvo de Protein
Tech Group Inc; f) AR (conejo, N-20 sc-816) y ERa (conejo, MC-20 sc-542) se
adquirieron en Santa Cruz Biotechnology INC; g) MAP2 (conejo, 188 002) se
adquiri6 en Synaptic Systems; h) ERB (conejo, PA1-310B) se obtuvo de
Thermo Scientific; i) 1gG- conejo acoplado a biotina (cabra, BA-1000) e IgG-
ratobn acoplado a biotina (cabra, BA-9200) se obtuvieron en Vector
Laboratories.

I11.1.3- Equipos.

Para la realizaciéon de los experimentos se utilizaron los siguientes equipos: a)
bomba peristaltica Blue solution; b) centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B plus;
c) contador beta (TriCarb 2800TR Liquid Scintillation Analyzer, Perkin Elmer);
d) contador gamma LKB 1272; e) Criéstato Leica CM1850; f) cuba
electroforética Bio-Rad; ¢g) espectofotometro UV-Visible Beckman; h)
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homogeneizaor Ultraturrax; i) Microscopio Olympus de Fluorescencia con
Optica comun y de Nomarski, con software ImagePro; j) equipo STORM; k)
termociclador 7500 de PCR en tiempo real Applied Biosystems vy )
Ultramicrétomo Reichent Jung Ultracut.

lll.2- MODELOS DE MANIPULACION PRENATAL UTILIZADOS.

Se emplearon ratas hembras virgenes y machos sexualmente
experimentados pertenecientes a la cepa Wistar (HSEM: WI) que fueron
mantenidas en un fotoperiodo constante de luz-oscuridad de 12:12 horas (con
apagado de la luz a las 18:00 horas) y temperatura controlada (22 + 3 °C).
Tanto el agua como la comida fueron suministradas ad libitum. Todos los
experimentos fueron realizados de acuerdo a las normas vigentes sobre el uso
y cuidado de animales de laboratorio descriptos segun la Guia del NIH (NIH
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals).

A fin de controlar la fecha exacta de inicio de prefnez, las hembras y los
machos fueron colocados en jaulas especiales de apareo, a razébn de una
hembra por macho. Durante la mafnana de los dias subsiguientes, se
inspecciond la presencia de tapdén vaginal. Cuando éste se hacia evidente, la
hembra era separada en una jaula individual considerandose a ese dia, como
dia 1 de gestacion. A continuacion, se le asignaba de forma aleatoria uno de
los tratamientos de manipulacion prenatal que se describen a continuacién. En
cada grupo experimental utilizado se seleccioné de forma aleatoria un grupo
reducido de hembras gestantes, las cuales fueron pesadas al inicio de la
prefiez, al dia gestacional (DG) 12 y diariamente desde los DGs 15 al 21 con el
objetivo de inspeccionar la ganancia de peso corporal diaria. Luego se comparé
el peso corporal obtenido al DG 22 contra el peso corporal inicial, con objetivo
de estimar la ganancia de peso corporal total neta durante la gestacion.

[11.2.1- Estrés prenatal por inmovilizacion.

Las hembras gestantes seleccionadas para este experimento fueron divididas

en dos grupos experimentales:

= CONTROL (C): las hembras prefiadas permanecieron en su jaula sin ser
perturbadas durante toda la gestacién.
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= ESTRES PRENATAL (EP): fueron expuestos a un protocolo de estrés por
inmovilizaciéon desde el dia 14 hasta el dia 21 de gestacion. Para ello, las ratas
fueron transladadas a un cuarto experimental separado e iluminado donde se
colocaban individualmente durante un lapso de 45 minutos, dentro de un cepo
transparente de acrilico con perforaciones para que el animal pudiera respirar y
cuyo diametro era cercano al tamafo del animal (53 mm de diametro interno).
Dicho procedimiento se realizé tres veces por dia (09:00, 12:00 y a las 16:00
horas) (figura IlIl.1). Ward y Weisz (1984) demostraron un incremento en los
niveles de corticosterona en plasma tanto en las madres como en sus fetos

luego de la aplicacidén de este protocolo de estrés por inmovilizacion.

Western blot:

- testiculo: AR
ESTRES POR INMOVILIZACION - CPF, HPC y VTA: AR, ERa, ERB y D2R
3 x 45 min/dia A
Rt-qPCR:

- testiculo, CPF e HPC: AR, ERa, Erg,
5aR1, 5aR2 y aromatasa

Morfologia neural:
-Inmunomarcacién de MAP2 en CPF e HPC

Respuesta al estrés agudo

PRENEZ LACTAI

s
DESTETE
1 e
21 i |
P s .
26 28135] 45 1601 75 DPN>
; ! ! !
1 v

Analisis de niveles hormonales en suero mediante RIA

v {“
Parametros de morfologia IL r
w . P Histomorfometria testicular:
- distancia anogenltal - espermatogénesis
- descenso testicular - diametro tubular medio

- nimero de células de Leydig
- inmunomarcacion del AR

Figura lll.1. Esquema del disefio experimental utilizado en el modelo de
estrés por inmovilizacidon. 5aR1 y 5aR2= enzima esteroide 5 alfa reductasa
isoformas 1y 2, respectivametne; AR= receptor de andrégenos; CPF= corteza
prefrontal; D2R= receptor dopaminérgico de tipo D2; DG= dia gestacional;
DPN= dia post natal; ERa= receptor de estrégenos alfa; ERB= receptor de
estrégenos beta; HPC= hipocampo; MAP2= proteina asociada a microtubulo
2; RIA= radioinmunoensayo; RT-gPCR= técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa reversa; VTA= area tegmental ventral.
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[11.2.2- Administracion prenatal de flutamida.

Las ratas prefiadas seleccionadas para este experimento fueron asignadas de
forma aleatoria a uno de los grupos experimentales que se describen a
continuacién. Las manipulaciones que se detallan, fueron llevadas a cabo en

un cuarto experimental separado durante las 9:00 y 10:00 horas de la manana.

= VEHICULO (VEH): las hembras gestantes recibieron una inyeccion
subcutanea diaria de solucion vehiculo (5% etanol absoluto en propilenglicol;
volumen inyeccién entre 200 y 400 pul de solucion, conforme el peso corporal de

la hembra gestante) desde el dia 15 hasta el dia 21 de gestacion.

» FLUTAMIDA (FLU): las hembras gestantes recibieron una inyeccién diaria
subcutanea de solucion de flutamida (10 mg/kg/dia en 5% etanol absoluto en
propilenglicol; volumen inyeccion entre 200 y 400 ul de solucion, conforme el
peso corporal de la hembra gestante) desde el dia 15 hasta el dia 21 de

gestacion (Dominguez-Salazar y col., 2002).

0 mg/Kg/dia de FLUTAMIDA (sc) en 5%
de propilenglicol indice 6rgano somatico:
- testiculo, epididimo, prostata, vesicula seminal
e hipofisis
Morfologia neural:
-Inmunomarcacién de MAP2 por inmunohistoguimica
en CPF, HPC y VTA
-Inmunomarcacion de neuronas TH' y NeuN"en VTA

PRENEZ

Anadlisis de niveles sericos de testosterona por RIA

Parametros de morfologia |
sexual externa

- distancia anogenital

- descenso testicular

Figura 1ll.2. Esquema del diseiio experimental utilizado en el modelo de
administracion prenatal de flutamida. CPF= corteza prefrontal; DG= dia
gestacional; DPN= dia post natal; HPC= hipocampo; MAP2= inmunomarcador
para proteina asociada a microtubulo 2; NeuN= inmunomarcador neural; RIA=
radioinmunoensayo; TH= enzima tiroxina hidroxilasa; sc= inyeccién

subcutanea; VTA= area tegmental ventral.
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lI.3- OBSERVACION DE CARACTERISTICAS DE LAS CAMADAS Y
ANALISIS DE PARAMETROS DEL DESARROLLO SEXUAL DE LAS
CRIAS.

[11.3.1- Caracteristicas de la camada.

En ambos modelos de manipulaciéon prenatal utilizados, los parametros de la
camada tales como el numero de crias (macho y hembra) obtenidas, numero
de crias fallecidas y el peso corporal de toda la camada fueron evaluados en el
dia postnatal 1 (DPN), 21, 28 y 75. En todos los casos siempre se redujo el
namero de crias a 10 individuos por madre. El destete se realiz6 a los 21 DPN
y las crias fueron separadas de acuerdo al sexo en grupos de no mas de 5
individuos por jaula. Para este trabajo de tesis sélo fueron utilizadas las crias

macho.

[11.3.2-Distancia anogenital.

La distancia anogenital (comprendida como la distancia existente entre el ano
y el boton genital) fue medida empleando un calibre. Para ello se selecciono6 de
forma aleatoria una cria de cada camada a los DPN 1 y 21 (Pereira y col.,
2006). Los resultados se expresaron como la distancia anogenital media por

animal.

[11.3.3- Descenso testicular.

El descenso testicular se evalu6 mediante palpacién en cada animal (por
camada) diariamente desde los DPN 21 al 28 (figura Il.3). Se consider6 que el
descenso se encontraba completo cuando ambos testiculos se hallaban a la
misma altura dentro del saco del escroto (Barros y col., 2004; Hughes y Acerini,
2008). Los resultados fueron expresados como porcentaje promedio de ratas
con descenso testicular completo por camada.

[11.3.4- Determinacién del peso corporal y del indice 6érgano-somatico de

testiculo, epididimo, vesicula seminal e hipdfisis.

Las ratas de 28 y 75 dias de vida fueron pesadas y su peso corporal fue
registrado. Luego, las crias fueron decapitados y sus sueros recolectados (ver
a continuacién). Para el caso de las ratas pertenecientes a los grupos
experimentales VEH y FLU, se extrajeron ademas el testiculo derecho, el
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epididimo derecho, la vesicula seminal derecha, la préstata y la hipdfisis, los
cuales fueron removidos y pesados. En base al peso corporal y el peso
himedo de los 6rganos extraidos se determind el indice 6rgano-somatico
(Olivares y col., 1996) como: (peso humedo de cada 6rgano / peso corporal del
individuo) x 100

Figura lIl.3. Descenso testicular. (A) Las ratas eran sostenidas en forma
vertical y el descenso testicular se detectaba mediante palpacién. (B) Detalle
de una rata con el descenso testicular completo. La flecha sefiala como ambos

testiculos se encuentran a la misma altura dentro del saco del escroto.

I1l.4- CUANTIFICACION DE HORMONAS EN SUERO.

Para las determinaciones séricas de las hormonas LH, FSH, andrégenos
totales, testosterona y Diol se utilizaron sueros de ratas C y EP de 28, 35, 45,
60 y 75 dias de vida. Para las determinaciones séricas de testosterona también
se utilizaron sueros de ratas VEH y FLU de 28 y 75 dias.

Para las determinaciones séricas de prolactina y corticosterona se utilizaron
sueros de ratas C y EP, de 28 y de 75 dias de edad que habian sido expuestas
a una de las siguientes condiciones experimentales:

» Basal: las ratas permanecieron libres de perturbaciones en sus jaulas y

fueron decapitados a las 10:00 de la manana.

» Estrés agudo: las ratas recibieron una Uunica sesion de estrés por
inmovilizaciéon (el mismo protocolo aplicado a las ratas gestantes) durante 45
minutos, iniciandose a las 9:00 de la marfiana. Posteriormente a la sesion de

estrés, las ratas fueron sacrificadas.
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» FEstrés agudo + recuperacion: las ratas asignados a este tratamiento,
recibieron 45 minutos de un estrés agudo por inmovilizacion (inicio del estrés a
las 9:00 horas). Finalizada la sesién de estrés, las ratas fueron devueltas a la
sala del laboratorio donde permanecieron libres de perturbaciones durante dos
horas. Posteriormente se las decapito.

Para las determinaciones séricas de estas dos ultimas hormonas, también se
utilizaron sueros de ratas madres que habian sido expuestas o no a un
protocolo de estrés por inmovilizacion durante la prefiez. Dichas ratas fueron
decapitadas a los 35 dias postparto sin ser expuestas a ningun tipo de
protocolo de estrés agudo. Se eligié dicha edad, para evitar alteraciones en los

niveles basales de hormonas debido al estrés por la separacion de sus crias.

[11.4.1- Obtencidén de sueros.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacién entre las 9:00-11:00 horas de la
mafnana (para evitar variaciones circadianas en los niveles hormonales). Se
recolectaron muestras de sangre troncal en tubos conicos de vidrio
esterilizados que luego fueron colocados a temperatura ambiente durante 1.30
horas. Tras la formacidén del coagulo, se realizé una centrifugacién a 1000xg
durante 10 minutos. Inmediatamente recolectados los sobrenadantes, éstos
fueron almacenados a -20°C para posteriormente ser utilizados en las

diferentes determinaciones hormonales.

[11.4.2- Radioinmunoensayo (RIA) para hormonas protéicas.

Las concentraciones séricas de LH, FSH y prolactina fueron determinadas
mediante la técnica de RIA de doble anticuerpo (Libertun, 1980). Las muestras
fueron evaluadas por duplicado en alicuotas de 100 pl de suero. Las
mediciones de LH y FSH fueron realizados en colaboracién con la Dra. Victoria
Lux (Laboratorio de Neuroendocrinologia, Instituto de Biologia y Medicina
Experimental, IByME), mientras que la PRL fue medida en colaboracion con la
Dra. Damasia Becu (Laboratorio de Regulacion Hipofisaria, IByME).

A continuacién se detalla el protocolo empleado para la hormona LH, siendo
éste esencialmente el mismo para las otras hormonas proteicas que medimos

en este trabajo (ver mas adelante).
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I1.4.2- a) LH.

La hormona LH se cuantificé6 usando el método heterélogo desarrollado por el
Dr. G.D. Niswender (Colorado State University, Fort Collins, CO, EEUU)
(Niswender y col., 1968).

Marcacion de la hormona: se utilizaron 2.5 ug de LH purificada, aislada de

glandulas hipofisarias ovinas por Reichert y col (Niswender y col., 1968). La
hormona liofilizada fue disuelta en soluciéon de buffer fosfosalino (PBS: buffer
fosfato 0.01 M, NaCl 0.15 M y azida sédica 0.01% pH 7.4, a una concentracién
final de 100 pg/ml). La marcacion se efectud en tubos de vidrio, bajo campana.
Se utilizd '®I, libre de portador y apto para marcar proteinas. Las soluciones
empleadas fueron: buffer fosfato 0.5 M pH 7.5; buffer fosfato 0.05 M pH 7.5;
PBS; solucion de transferencia: 100 mg de IK, 0.8 g de sacarosa, 10 ml de
HoO; solucion de cloramina-T: 100 mg/100 ml de buffer fosfato 0.05 M
preparada inmediatamente antes de su uso; solucién de metabisulfito de sodio:
100 mg/10 ml de buffer fosfato 0.05 M.

Se procedi6 a la separacién de la hormona marcada del '®| libre mediante
una columna de tamiz molecular de Bio-gel P-10 Gel, en buffer fosfato 0.05 M.
Los sitios activos de dicha columna fueron saturados previamente mediante el
pasaje de 1ml de PBS con EDTA 0.05 My 2% de BSA.

Procedimiento de marcacién: 10 pl de buffer fosfato 0.5 M y 0.5 mCi de '®I

fueron anadidos a la hormona disuelta en PBS. La oxidacion se efectué con
11.25 pl de la solucion de cloramina-T, bajo agitaciébn suave durante 60
segundos. La reaccion fue detenida con 6.25 uyl de metabisulfito de sodio.
Luego se agregaron 100 ul de la solucion de transferencia (para verificar la
presencia de exceso de agentes oxidantes), y el contenido del tubo de
marcacién fue pasado por la columna de separacién. Se eluy6 con solucién de
fosfato 0.05 M que también se utiliz6 como buffer de corrida. Se recogieron
aproximadamente 500 ul de eluido por tubo, y se registro la radiactividad de 10
pl de cada uno de los tubos en un contador gamma. Con las columnas
empleadas se obtuvo una buena separaciéon de los picos de hormona marcada
y del "I no incorporado a la proteina. Los tubos de la marcacién conteniendo
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la hormona marcada radioactivamente se reunieron en uno y se congelaron en

alicuotas para su posterior utilizacion en el RIA.

RIA: el primer anticuerpo contra LH de rata (NIDDK-Anti-Rat-LH-RIA-11) fue
obtenido al inmunizar conejos con LH de rata altamente purificada y presenta
reactividad cruzada con LH de ratén y de oveja. Se diluyé en PBS, EDTA 0.05
M con 0.25% de suero de conejo normal pH 7.4, a la concentracion
previamente establecida como 6ptima de trabajo. La dilucién inicial fue de
1:200000 vy la final de 1: 980000. El estandar de referencia fue LH purificada de
hipéfisis de rata (NIDDK-Rat-LH-RP3), con un minimo de contaminante de FSH
y TSH. Los patrones de referencia (de 0.016 a 8 ng por tubo) y la diluciéon de
las muestras fueron realizadas en PBS con 1% de albamina de huevo (buffer
EA). La separacién se logrd por segundo anticuerpo, usando antisuero de oveja
contra globulina de conejo diluido en PBS-polietilenglicol 6000 8% (dilucién
inicial 1:9000).

Los resultados fueron expresados en términos de los patrones de LH de rata
RP3, ya que esta demostrada la reactividad cruzada con LH de ratén. La
sensibilidad del ensayo fue de 0.18 ng/ml y los coeficientes de variacion intra-
ensayos fueron de 7.2%.

El protocolo de rutina seguido fue el siguiente: se agregaron 100 ul del primer
anticuerpo (diluido en PBS-EDTA) y 100 pl de la hormona trazadora diluida en
PBS-EA 1% (entre 17000 y 20000 cpm por tubo) a la curva patrén y a las
alicuotas experimentales preparadas en buffer EA (400 ul de volumen final);
luego de una incubacion de 24 horas a temperatura ambiente se agregaron 500
Ml del segundo anticuerpo en PBS-polietilenglicol 6000 8%. Luego de 2 horas a
temperatura ambiente y 1 hora a 4°C se separd la hormona libre de la unida
por centrifugacion a 2000 rpm, durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
aspirado y se registro la radiactividad asociada al precipitado, correspondiente

al complejo hormona-anticuerpo, en un contador gamma.

Los protocolos para la determinacion de FSH y PRL por fueron similares al
descripto para LH, por lo que se detallara a continuacién, sélo aquellos puntos
en los que difieran.
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l11.4.2- b) FSH

La hormona trazadora fue NIDDK-Rat-FSH-I-8. EI primer antisuero fue
obtenido en conejos contra FSH purificado de rata (NIDDK-Anti Rat FSH
Serum-11), y la dilucién inicial fue 1:30000. El estandar de referencia fue FSH
purificado de rata (NIDDK-Rat-FSH-RP2) con casi nula contaminacién de LH y
TSH. La curva patrén se extiende de 0.1175 a 15 ng por tubo. La sensibilidad
del ensayo fue de 2.14 ng/ml, y el coeficientes de variacion intra-ensayo fue de
8.0%.

111.4.2- c) prolactina

El ensayo para prolactina de rata no presenta reactividad cruzada con la
prolactina de raton, por lo que se implement6 el RIA de prolactina de ratén. La
hormona trazadora fue AFP10777D. Se utilizé anticuerpo primario IgG
policlonal de conejo anti-prolactina de ratén (AFP131078), dilucién final
1:400000. El estandar de referencia fue prolactina purificado de raton
(mprolactina-AFP-6476C). La curva patron se extiende de 0.02 a 5 ng por tubo.
La sensibilidad del ensayo fue de 0.95 ng/ml, y el coeficientes de variacidon
intra- ensayo fue de 7.8%.

[11.4.3- Determinacion de esteroides testiculares.

Las determinaciones de los niveles séricos de androgenos totales y Diol
mediante RIA, fueron realizadas en colaboracién con la Dra. Silvia Gonzalez-
Calvar y el Dr. Ricardo Calandra (Laboratorio de Esteroides, |ByME). La
determinacién de testosterona especifica se realizé bajo la supervisacion de la
Dra. Viviana Mesch (Endocrinologia, Hospital de Clinicas “José de San
Martin”).

111.4.3- a) Determinacion de andrégenos totales mediante RIA.

El procesamiento de los sueros para la determinacién de la concentracion
sérica de androgenos se realizé segun el método descripto por Suescun y col.
(1985). Se extrajeron alicuotas de 300 ul de suero 2 veces con 2 ml de éter
dietilico. Los extractos etéreos fueron separados por congelacién y evaporados
bajo campana. Los residuos se resuspendieron en buffer fosfosalino gelatina
(HNaxPO4 40 mM, HoNaPO4 35 mM, NaCl 0.15 M, gelatina 0.1%, azida sodica
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0.1%, pH=7.4), en una proporcién 1:1 con el volumen de suero, agitando

vigorosamente para favorecer la resuspension.

Las determinaciones de las concentraciones séricas de andrégenos totales se
realizaron mediante RIA segun el método validado por Frungieri et al. (1996).

Se tomaron alicuotas de 100 ul de los extractos séricos.

Estédndares: se prepararon a partir de una solucién madre de testosterona de
16 pg/ml en etanol, en un rango de 6.25 a 800 pg por tubo en 200 pl de buffer

fosfosalino gelatina.

Anticuerpo: a los tubos conteniendo la curva estandar y las muestras, se
agregaron 100 pl de anticuerpo anti testosterona disuelto en buffer fosfosalino

gelatina en una dilucién de 1:160.

Hormona radioactiva: todos los tubos del ensayo recibieron la S3[H]-

testosterona disuelta en buffer fosfosalino gelatina (aproximadamente 7000
cpm/100 pL). Las muestras y la curva de estandares con el trazador y el

anticuerpo se incubaron 24 horas a 4°C.

Separacién de la hormona libre del complejo hormona-anticuerpo: Se utilizé

una suspensiéon de carboén: dextrano (0.5%: 0.05%) en buffer fosfosalino
gelatina para separar al esteroide libre del complejo esteroide-anticuerpo
(Suescun y col., 1985). Se anadieron 200 pl de la suspensién a las muestras y
a la curva de estandares y luego de 10 minutos de incubacion se realizé una
centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos. Luego se tomaron 400 ul del
sobrenadante (conteniendo el complejo hormona-anticuerpo) y se les agregé
1.5 ml de liquido centellador. Se reqistrd la radiactividad de los viales en un

contador beta.

La sensibilidad del ensayo fue de 42 pg/ml. El coeficiente de variacion intra-
ensayo fue del 12% (Russell y col., 1998; Matzkin y col., 2009). Siendo que el
anticuerpo empleado para la realizacién del RIA descripto cruzaba en un 35%
con la hormona DHT y en un 0.04% con Diol, los resultados obtenidos fueron
expresados en términos de concentraciones séricas de andrégenos totales/ml
suero (Matzkin y col., 2009).
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111.4.3- b) Determinacion de Diol mediante RIA.

El procesamiento de los sueros y el protocolo seguido para determinar los
niveles séricos de Diol fue similar al descrito para andrégenos totales. Se utilizd
un anticuerpo altamente especifico (que presentaba un 5% de reaccion
cruzada con testosterona) en una dilucién 1/500. Para la separacion de la
hormona libre del complejo hormona-anticuerpo se utilizd una suspensién de
carbdén: dextrano de 0.625%: 0.062% en buffer fosfosalino gelatina. La
sensibilidad del ensayo fue de 105 pmol/ml y el coeficiente de variacion intra-
ensayo fue del 15% (Rulli y col., 1995).

111.4.3- ¢) Determinacion de testosterona especifica mediante RIA.

Con objetivo de medir de las concentraciones de testosterona en los sueros
de las ratas mediante una forma especifica, se realizé un RIA con un kit
comercial especifico. Se utilizaron volimenes duplicados de 100 ul de suero y
se siguieron las instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de

0.05ng/ml y el coeficiente de variacion intra-ensayo fue menor al 4.6%.

[11.4.4- Determinacion de corticosterona.

Los niveles de corticosterona en suero fueron evaluados por RIA, bajo la
supervisacion de la Dra. Andrea de Laurentis (Laboratorio de
Neuroendocrinologia, Centro de Estudios Farmacolégicos y Botanicos,
CEFyBO) y siguiendo el protocolo descripto por Mohn y col. (2011). Los sueros
fueron incubados con un anticuerpo especifico anti-corticosterona durante 30
minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se agrego *[H]- corticosterona
como marcador y la incubacioén prosiguié durante una hora a 37°C. Se detuvo
la reaccion con la adicion de carbono- dextrano frio. Los tubos permanecieron a
4°C durante 10 minutos, a cabo de los cuales fueron centrifugados a 2000xg
durante 15 minutos a 4°C. La radioactividad fue cuantificada en el
sobrenadante. La sensibilidad del ensayo y el coeficiente de variacion intra-
ensayo fue de 30 pg/tubo y del 15% respectivamente (Mohn y col., 2011).
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ll.5- EXPRESION DE ENZIMAS Y RECEPTORES EN CEREBRO Y
TESTICULOS

[11.5.1- Determinacion de la expresidn génica.

La expresion génica de AR, ERa y ERP, al igual que de las enzimas
esteroidogénicas (aromatasa y 5aR, isoformas | y Il) fue evaluada mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en transcripcidn inversa
cuantitativa (RT-gPCR, de sus siglas en inglés: Reverse transcription
quantitative polymerase chain reaction) en homogeneizado de cerebros y
testiculos pertenecientes a ratas de 28 y 75 dias de edad, C y EP. La expresién
proteica de los receptores AR, ERa, ERB y la del receptor de DA de tipo D2,

fue evaluada en homogenados de cerebro mediante Western blot.
I11.5.1- a) Extraccion de ARN.

La extraccion del ARN total se realizé mediante el empleo del reactivo Trizol
siguiendo las indicaciones del fabricante. Los tejidos fueron homogeneizados
en una relacién de 50mg de tejido/ml de Trizol y almacenados a -70°C. La
determinacién de la concentracion del ARN de las muestras se realiz
mediante espectrometria, teniendo en cuenta la relacién de absorbancias a
260/280 nm.

Densidad 6ptica 260x0.04x Factor de diluciéon= Concentracion ARN
(ng/ul)

A partir del ARN total (10 pg) se aisl6 ARNm usando PolyATract Il y luego se
almacené a -70°C, hasta su posterior utilizacién.

I11.5.1- b) Construccion de los oligonucledtidos.

Los oligonucleétidos se disenaron con el programa Primer Express (Applied

Biosystems). Los genes considerados como “genes de referencia” o de
“normalizacién” (housekeeping) se tomaron de acuerdo al trabajo de
O’Shaughnessy y col. (2011) (tabla lll.1).

I11.5.1- ¢) RT-gPCR en tiempo real.

A partir del ARNm se generé ADN copia (ADNCc) por retrotranscripcidon reversa
utilizando la enzima SuperScript Il y oligonucleétidos oligo (dT)16. EI ADNc se
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almacend a -20 °C. Se realizé también un control negativo sin enzima para

descartar la presencia de ADN gendmico remanente en las muestras.

Las reacciones de PCR en tiempo real se efectuaron en un termociclador,
usando SYBR® Green PCR Master Mix. Para verificar que sélo se detectara un
unico producto de PCR, todas las reacciones se sometieron al protocolo de
disociacion por calor luego del ciclo final de la PCR (curva de melting) (Pfaffl,
2001; Biosystems, 2004).

Gen Oligonucleétidos (5’-3’)
Srd5at sentido: agcaatcagcagcccttacaa
NM_017070.3 antisentido: ggatggcagactgtgcttagg
Srd5a2 sentido: catatagttcattgatttggaaaggagat
NM_022711.4 antisentido: gtagcctctctctgccacacaa
Cyp19 sentido: cacggatgtttgatggtctga
NM_017085.2 antisentido: ctcggcttgctgacaaacc
Ar sentido: tgcacctgacctggtttica
NM_012502.1 antisentido: tcacgcactggctgtacattc
Esri sentido: ttccccaacaccatctgagaa
NM_012689.1 antisentido: cgtttcagggattcgcagaa
Esr2 sentido: cactgcacttcccaggagtca
NM_012754.1 antisentido: aacttggcattcggtggtaca
B2m sentido: tggcgtcttctgeecttet
NM_012512.2 antisentido: gcgatggaggactgcatca
Sdha sentido: acaaggtgcggattgatgagt
NM_130428.1 antisentido: ggaacggatagcaggaggtaca

Tabla lll.1- Secuencias de oligonucleotidos utilizados en los ensayos de
expresion génica. NM_= nimero de acceso al GenBank; Srd5a71y Srd5a2=5
alfa reductasa tipo 1 y 2, respectivamente; Cyp19= aromatasa; Ar= receptor de
andrégenos; Esr1y Esr2= receptor de estrogenos alfa y beta, respectivamente.
Como genes housekeeping fueron utilizados B2m= beta 2 microglobulina y

Sdha= complejo de la succinato deshidrogenasa subunidad A.

Curva estandar: Se tomdé 1yl de cada muestra producto de la

retrotranscriptasa reversa, las cuales fueron mezcladas con la finalidad de
generar un pool de ADNc. A continuacion se efectuaron diluciones seriadas de
dicho pool (1:20; 1:40; 1:80; 1:200; 1:400) confeccionandose una curva
estandar de Ct en funcion del logaritmo de la concentracion, a partir de la cual

se calcularon las concentraciones de cada muestra de interés.
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Los puntos de la curva estandar, al igual que de las muestras de tejido, fueron
medidos por triplicado para cada gen y en la misma placa. Adicionalmente,
fueron incluidos dos controles negativos: (a) sin templado y (b) ARNm no
sometido a la accion de la retrotranscriptasa (control sin RT).

Se emplearon 4 pl de la RT (1:100) y se agregaron 8.5 ul de la mezcla de
reaccion (volumen final por pocillo 12.5 pl). Dicha mezcla de reaccidén estaba
conformada por: 6.25 ul MasterMix , 0.375 ul de cada primer y 1.5 ul de H.0.
Para cada gen medido, se realizaron mezclas de reaccion especificas.

111.5.1- d) Analisis de los datos.

Junto con los genes de interés se amplificaron los genes de referencia: Sdha
y B2m. La cuantificacién relativa de cada gen de interés se realizé mediante la
comparacién del nivel de expresién de dicho gen en funcién del nivel de

expresion del gen normalizador usando el método de curvas estandares.

[11.5.2- Andlisis de expresion proteica mediante Western blot.

I11.5.2- a) Extraccion y procesamiento de los tejidos.

Las ratas se sacrificaron por decapitacidn extrayéndose rapidamente los
testiculos y los cerebros. Los testiculos fueron pesados y congelados a -80°C
hasta su utilizacién. Las areas cerebrales CPF, area predptica media del
hipotalamo (HPT), HPC y VTA fueron rapidamente disecadas (tomando como
referencia al atlas de Paxinos & Watson (1986), pesadas y también congeladas
a -80°C hasta su utilizacion.

Para los experimentos los tejidos fueron homogeneizados con buffer RIPA
(50mM Tris-HCI, pH 7.4; 150mM NaCl; 1mM EDTA; 1% Tritébn X-100; 1%
deoxicolato de Sodio; 0.1% SDS; 1% inhibidor de proteasa) a razén de 5ul de
buffer/gr de tejido. El extracto fue centrifugado a 12000xg durante 15 minutos a
4°C conservandose el sobrenadante obtenido.

111.5.2- b) Determinacion de niveles proteicos.

Los niveles de proteinas fueron determinados siguiendo el método descripto
por Bradford y col (1976), empleando seroalbumina bovina como estandar. Se
realizaron las diluciones correspondientes en el buffer de lisis provenientes de
cada tratamiento. A esta solucion se le adiciono 1ml de reactivo de Bradford y
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luego de 10 minutos se midié la intensidad del color azul en el
espectofotometro UV-Visible a 595 nm de longitud de onda.

I11.5.2- ¢c) SDS-PAGE y transferencia.

Las muestras de tejido a utilizar fueron descongeladas y hervidas durante 5
minutos a 100°C. Se sembraron cantidades similares de proteina de cada
muestra y éstas fueron separadas por electroforesis utilizando geles de
poliacrilamida al 10% en presencia de SDS (SDS-PAGE) y a continuacion
transferidas a membranas de PVDF en presencia de un buffer de transferencia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 10%), durante 1 hora a 100 voltios. Con
el objetivo de disminuir la union inespecifica de los anticuerpos, las membranas
fueron incubadas durante dos horas con buffer fosfosalino-Tween [PBS-T: PBS
10mM (pH=7.4), Tween 20 0,1%)] conteniendo leche descremada al 5%. Luego
se realizé la incubacion durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario
especifico: anti AR (1:100), anti ERa (1:500), anti ERB (1:500) 6 anti D2R
(1:1000). Al dia siguiente, las membranas recibieron 5 lavados de 5 minutos
cada uno con PBS-T y a continuacién fueron incubadas con anticuerpo
secundario anti-lgG rata acoplado a la enzima peroxidasa (1:5000) a
temperatura ambiente. A continuacién se realizaron 5 lavados de 5 minutos
cada uno con PBS-T. La interaccion entre el anticuerpo marcado con la
peroxidasa y el anticuerpo especifico para la proteina de interés se detectd
mediante una reaccion de quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECL-plus
durante 5 minutos, realizandose el revelado final mediante el uso de un
scanner STORM.

Para comprobar que los cambios en el contenido de expresion de los
receptores de interés no fueran consecuencia de variaciones en la cantidad de

proteina sembrada.

Las membranas se incubaron con un buffer conteniendo 3-mercaptoetanol 50
mM, SDS 2% y Tris-HCI 62,5 mM (pH= 6,8) durante 20 minutos 55°C para
remover la union de los anticuerpos primarios y secundarios. Posteriormente
las membranas se lavaron 4 veces con PBS-T, se bloquearon con leche
descremada al 5% en PBS-T y se incubaron con un anticuerpo anti-Actina de
raton (1:2500) durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se incubaron con
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un anticuerpo anti-IgG de ratén acoplado a enzima peroxidasa (1/5000) y se
procedi6 a detectar las bandas especificas por quimioluminiscencia.

La intensidad de las bandas especificas fue cuantificada por densitometria
Optica, utilizando el programa Image J (Media Cybernetics, Bethesda,
Maryland, USA). Los resultados de densidad éptica media correspondiente a
cada banda de proteina de interés se expresaron como relativos a los valores

obtenidos de actina para una de las bandas elegida al azar.
ll1.6- HISTOLOGIA TESTICULAR.

[11.6.1- Obtencién vy preparacion de los tejidos.

Se disecaron testiculos de crias de 28, 35 y 60 dias de vida, C y EP que
fueron pesados y seccionados coronalmente en 2, 3 o 6 partes iguales
(dependiendo si el testiculo pertenecia a una rata de 28, 35 o 60 dias de edad,
respectivamente). A continuacion fueron inmersos en la solucién fijadora de
Bouin alcohélico (0.4% de acido picrico, 7% acido acético, 70% etanol 80°,
30% formaldehido) para realizar analisis de histomorfometria gonadal o en una
solucion de formaldehido al 10% para analisis de inmunohistoquimica.

Los cortes se realizaron en porciones no mayores a los 5 mm para permitir
que los fijadores pudieran penetrar de forma homogénea por todo el tejido.
Luego de 24 horas de fijacidn los testiculos fueron sometidos a deshidratacion
en concentraciones crecientes de etanol (50°, 70° 80° 96°y 100°) y luego
expuestos a xilol durante 2 horas. Finalmente, fueron incluidos en parafina. Se
realizaron cortes de 5 um de ancho utilizando un micrétomo manual. Cada
corte fue montado en portaobjetos silanisados. Para el andlisis de los
parametros histolégicos que se describen a continuacién se tuvieron en cuenta
dos cortes seriados, extraidos de 4 zonas diferentes a lo largo del eje
longitudinal del testiculo de cada animal.

[11.6.2- Evaluacién de parametros de histomorfometria gonadal.

Los cortes de testiculos fijados con la soluciéon de Bouin alcohdlico fueron
tefiidos con los colorantes hematoxilina y eosina: Los cortes histoldgicos se
desparafinaron en xilol e hidrataron en concentraciones decrecientes de etanol
(100°, 96° y 70° y finalmente en agua destilada. Se sumergieron en

hematoxilina durante 2 minutos, y luego se lavaron en agua corriente hasta la
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visualizacion del viraje de color. A continuacion, los cortes se sumergieron en
eosina acuosa 1% durante 2 minutos y se lavaron en agua corriente. Por
ultimo, los mismos fueron deshidratados, sumergiéndolos en concentraciones
crecientes de etanol (70° 96° y 100°), aclarados con xilol y montados en
balsamo. Para el anadlisis que se detalla a continuacion, los cortes fueron
examinados en microscopio de luz utilizando un software computacional
especifico: NIS ELEMENT BASIC READ de Nikon.

Como parametros de histomorfometria gonadal, se evaluaron las
caracteristicas descriptas a continuacion. Este trabajo fue supervisado por los
Dres. Marcela Venara y Rodolfo Rey (Centro de Investigaciones

Endocrinoldgicas, Hospital Gutierrez).
I11.6.2- a)- Diametro tubular medio.

El diametro tubular medio se determind mediante la selecciéon de los 50
tubulos seminiferos mas circulares, a un aumento de 10X por animal, por edad
y por condicion experimental (Chandra y col.,, 2010). La circularidad en los
tubulos seminiferos se constatdé midiendo los didmetros verticales vy
horizontales, asegurandose de que ambos fueran lo mas similares posibles,
obteniéndose un promedio de ambos didmetros como valor final por tubulo

seminifero.
111.6.2- b) Cuantificacion del nimero de células de Leydig.

El nUmero de células de Leydig por unidad de volumen de testiculo se calcul6
mediante el uso de la ecuacion de Floderus (Tapanainen y col., 1984).

NV= NA/ (T + D — 2h)

Donde NA= numero de nucleos de células de Leydig por unidad de area del
corte; T= grosor del corte; D= diametro nuclear promedio; 2h= casquete polar

(alto de la seccién nuclear minima reconocible).

El nimero de nucleos de células de Leydig por unidad de area se estimé
luego de contar el numero de células que caian dentro de una grilla de 200um
de lado en 100 campos diferentes (por animal), a un aumento de 40X. Los
ndcleos que se superponian con los bordes de la grilla fueron ignorados. El
valor D se obtuvo al medir el eje horizontal y vertical de los nucleos,
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considerandose para este valor aquellos nacleos en los cuales ambos valores

coincidian.

111.6.2- ¢) Analisis del desarrollo espermatogénico mediante el criterio de
puntajes de Johnsen.

La morfologia, asi como también la progresién de la maduracién del epitelio
germinal del tibulo seminifero se categorizé utilizando el criterio de puntajes de
Johnsen (Johnsen, 1970). Este sistema de puntuacién fue estandarizado por
Johnsen en 1970 y permitia evaluar la maduracion de los tubulos seminiferos
humanos. Se basa en hallazgos histolégicos del testiculo y en los estados de
maduraciéon de las células germinales de los tubulos seminiferos. La
adaptacién del puntaje de Johnsen para ratas fue estandarizado en el afio 1985
por Lewis-dohnes y Kerrigan (1985). Brevemente, el criterio aplica un puntaje
que va de 1 a 10 a cortes transversales de tubulos seminiferos: 10=
espermatogénesis completa; 9=presencia de espermatozoides pero
desorganizacion del epitelio germinal; 8=pocos espermatozoides presentes en
la regién luminal del epitelio germinal; 7=ausencia de espermatozoides con
presencia de espermatidas elongadas (o maduras); 6=espermatidas inmaduras
presentes en transicibn hacia maduras; 5=presencia de espermatides
inmaduras y espermatocitos meidticos |; 4=presencia de espermatocitos
meiodticos |; 3=solamente se detecta presencia de espermatogonias;
2=ausencia de células germinales, pero presencia de células de Sertoli;
1=ausencia de células germinales y de Sertoli.

Se calculé el puntaje de Johnsen medio por animal, por condicién
experimental, tras analizar 100 cortes transversales de tubulos seminiferos al
azar por animal a un aumento de 40X. Nuevamente en este caso, se constatd

la circularidad en los tubulos seminiferos seleccionados para la medicion.

[11.6.3- Inmunohistoquimica del receptor de andrégenos.

Los cortes histologicos de testiculos fueron desparafinados en xilol e
hidratados en concentraciones decrecientes de etanol y buffer TBS (tris buffer
salino 0.05M). Se realiz6 una exposicion antigénica, sometiendo las muestras a
microondas en buffer citrato 0.01 M (pH= 6): 4 minutos a 700 W, 14 minutos a

280 W, seguido de 20 min en reposo dentro del microondas. La actividad de la
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enzima peroxidasa enddgena se bloqueé tratando los cortes con una solucion
de 3% H20. en 10% metanol durante 20 minutos. A continuacién, se agregd
sobre cada corte saponina 0.5 % en TBS por 5 minutos para permeabilizar los
cortes, seguido de un bloqueo con suero normal de cabra al 10% en buffer TBS
con 1% BSA durante una hora a temperatura ambiente. La incubacién con el
anticuerpo primario anti-AR (1/100; preparado en una solucién 0.02M
NaPO4H».H,O, 0.15M NaCl, azida sédica 1% BSA, pH 7.6) se realiz6 en
camara humeda a 4 °C hasta el dia siguiente. Se realizaron controles negativos
con ausencia del primer anticuerpo. Al dia siguiente los cortes fueron lavados 5
veces con TBST (Tween-20 0.05% en TBS) durante 5 minutos y se agrego el
segundo anticuerpo biotinilado anti IgG de conejo desarrollado en cabra
(dilucién 1:1000), en 2% suero normal de cabra-TBS. La incubacion con este
segundo anticuerpo se realizd durante 1.30 horas en camara humeda a
temperatura ambiente. Luego se agreg6 el complejo avidina-biotina-peroxidasa
(kit ABC) y se incub6 1 hora a temperatura ambiente en cdmara humeda.
Luego de un lavado con TBST, se procedié al revelado de la reaccién utilizando
una solucion de 0.01% H>O, y 0.05% DAB en buffer Tris-HCI 50 mM (pH=7.6).
La reaccién se frenaba mediante enjuague con buffer TBS. Por ultimo, se
deshidrataron los cortes sumergiéndolos en una serie de concentraciones
ascendentes de etanol, seguido de xilol y por ultimo se realizé el montaje de los
mismos utilizando balsamo de Canada. Los cortes fueron analizados en el
microscopio éptico en un aumento de 40X y las fotografias procesadas con el
programa Image Pro Plus. Para la cuantificacién del resultado se delimité una
grilla cuadrada de 500 um de lado y se cuantific6 el nimero de células de
Leydig, peritubulares y de Sertoli inmunopositivas para el AR. Los resultados se
expresaron como N° de células inmunopositivas para AR/ mm? de testiculo.

I1l.7- ESTUDIOS DE MORFOLOGIA CEREBRAL.

[11.7.1- Perfusidn cardiaca.

Para los experimentos de estudio de morfologia neuronal se utilizaron
cerebros de ratas pertenecientes a los diferentes grupos experimentales (C,
EP, VEH y FLU) de 28 y 75 dias de vida. Las mismas fueron anestesiadas
intra-peritonealmente con una solucién anestésica de Ketamina/ clorhidrato de

xilacina (75 mg/kg; 10 mg/kg respectivamente). El efecto de ambas anestesias
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sobre las ratas se evalué mediante la ausencia de reflejos corneales y en las
patas traseras. Inmediatamente, las ratas fueron  perfundidas
intracardiacamente a través del ventriculo izquierdo mediante el uso de una
bomba peristaltica con una solucién salina de lavado a T° ambiente (NaCl
0.9%, NaNO- 0.05% p/v, 50 unidades internacionales de heparina) y luego con
una solucién fijadora conteniendo paraformaldehido al 4% en PBS 0.1M, pH
7.4. El volumen empleado y la velocidad de flujo utilizadas se ajustaban de
acuerdo a la edad del animal que se estaba usando. De esta manera para ratas
de 28 dias se utilizé una velocidad de 5 ml/minuto y para ratas de 75 dias se

utilizé una velocidad de 8 ml/minuto.

Finalizada la perfusion, los cerebros fueron removidos y fijados por inmersién
durante 4 horas a 4°C en solucidn fijadora. A continuacién, los cerebros fueron
colocados en una solucién de sacarosa al 15% en PBS 0.1M, pH 7.4 a 4°C,
hasta su completa inmersiéon (aproximadamente 24 horas). Cuando eso
sucedia, los cerebros eran cambiados a una solucién conteniendo 30% de
sacarosa en PBS 0.1M, pH 7.4, a 4°C. Cuando la inmersion de los mismos se
completaba (48 horas, aproximadamente), los cerebros eran congelados
primero a -40°C y luego a -80°C donde se los almacenaba hasta su

procesamiento.

Se realizaron cortes coronales seriados de 25 um de las areas de interés
mediante el uso de un criostato. Para cada area los cortes realizados se fueron
recolectando de forma de poder obtener en cada pocillo alrededor de 10 cortes
representativos de diferentes regiones de la regién de interés (es decir que
dependiendo del drea y de la edad del animal que se estaba procesando,
pudieron obtenerse de 7 a 12 wells con aproximadamente 10 cortes por well).

Los cortes fueron almacenados a -20°C en una solucion crioprotectora de
Glicerol/PBS 50%. Las areas cerebrales utilizadas fueron seleccionadas
conforme a las estructuras anatdémicas correspondientes del atlas del cerebro
de la rata de Paxinos y Watson (1986): para CPF se tomaron como referencia
las laminas 6 a 11, analizandose las capas Il y Il de la corteza dorsofrontal.
Para HPC frontal se tomaron como referencia las laminas 28 a la 34 del atlas,
analizandose el estrato radiado (SR) de la regién CA1. Finalmente para VTA se

utilizaron como referencia las laminas 38 a la 43 del atlas.
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[11.7.2- Inmunofluorescencia.

Se utilizaron cortes conteniendo VTA de ratas VEH y FLU, de 28 y 75 dias.
Los mismos fueron procesados en libre flotacion de forma simultanea y en
condiciones estandarizadas. Cortes de VTA de ratas pertenecientes a
diferentes tratamientos prenatales pero igual edad fueron procesados en el
mismo dia. Se realizaron 3 lavados con una solucion PBS- 0.15% Tritén X-100
(TA). Para evitar uniones inespecificas, se procedié a la permeabilizaciéon y
bloqueo con una solucion compuesta por 5% suero fetal bovino en TA durante
1 hora a temperatura ambiente en agitacion. A continuacién los cortes se
incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes anti-NeuN (dilucién
1:1000) y anti-TH (dilucién 1/1000), utilizando TA como solucion diluyente,
hasta el dia siguiente a 4°C. Luego de 5 lavados de 5 minutos con TA se
realiz6 la incubacién con los anticuerpos secundarios correspondientes durante
4 horas en agitacion a temperatura ambiente y en oscuridad: para detectar el
anticuerpo anti-NeuN se utilizo un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén
acoplado al fluorésforo Alexa fluor 488 (1:1000) y para detectar el anticuerpo
anti-TH se utilizo un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con
cianina (cy3) (dilucién 1:250). A continuacion se realizaron 4 lavados con TA'y
un lavado con PBS. Luego los cortes fueron contratefiidos con Hoescht 33342
durante 10 minutos con el objetivo de visualizar nucleos celulares. Por ultimo
se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS y los cortes fueron montados
sobre portaobjetos gelatinizados. Luego de dos horas, se cubrieron con medio
de montaje para fluorescencia DAKO y se guardaron a 4°C en oscuridad hasta

su observacion.

La evaluacién del numero de neuronas totales empleando el marcador NeuN
y el nimero de neuronas TH" en VTA se realizé mediante el andlisis seriado de
cortes del area de cada animal (por edad y tratamiento prenatal), utilizando un
n=4 por condicién. Los limites de la estructura en el corte coronal se
determinaron en las imagenes digitalizadas (objetivo 4X) donde se delimito el
area a cuantificar. Por cada animal se contaron 6 cortes conteniendo el &rea de
interés y se cuantificaron 2 a 3 campos de cada corte seriado (de ambos
hemisferios cerebrales) en imagenes tomadas a una mayor magnificacion

(objetivo 20X). Debido a la forma en la cual se recolectaron los cortes, donde la
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cuantificacion de cada seccion se llevo a cabo en una de cada 8 (para DPN 28)
o de cada 10 (para DPN 75) secciones (aproximadamente separadas cada
600um), se descarta la probabilidad de cuantificar dos veces una misma
neurona. Una vez adquiridas las imagenes de fluorescencia se procedié al
analisis de las mismas mediante el uso del programa Image Pro Plus. Se
cuantificé el nimero total de células TH* y NeuN* en VTA, mediante el conteo
de células positivas para cada inmunomarcador dentro de un area rectangular
de 400 x 300 um de lado. La superposicidn digitalizada de las fotos obtenidas
con cada marcador para un mismo campo permiti6 observar el nimero de
células que expresaban inmunomarcaciéon positiva para ambos marcadores.
Este Gltimo resultado se expresé como % de neuronas TH* y se calcul6 luego
de contar el numero de células TH*NeuN*/nimero total de células NeuN™ x
100.

[1.7.3- Inmunohistoquimica.

Se utilizaron cortes de CPF e HPC de ratas C, EP y cortes de CPF, HPC y
VTA de ratas VEH y FLU de 28 y 75 dias, que también fueron procesados en
libre flotacion, simultdneamente y en condiciones estandarizadas (el
inmunomarcador fue procesado el mismo dia para individuos de diferentes
tratamientos, pero de una misma edad). Una vez seleccionados los cortes, se
realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con TA. A continuacién se inhibi6
la actividad de la enzima peroxidasa enddgena tratando a los cortes con una
solucion de peréxido de hidrégeno al 0.5% en TA durante 30 minutos en
agitacion. Luego de 3 lavados de 5 minutos con TA, los cortes fueron
incubados durante una hora en una solucién de bloqueo conteniendo suero
fetal bovino al 5% en TA. Luego de dos lavados de 5 minutos con TA, los
cortes fueron incubados hasta el dia siguiente con anticuerpo anti-MAP2
(1:1000). Luego de lavar 5 veces (durante 5 minutos con TA), se realizd una
incubacion durante 2 horas con anticuerpo secundario acoplado a biotina.
Posteriormente, los cortes fueron lavados 3 veces, durante 5 minutos, con TA'y
se incubaron durante 90 minutos con el complejo de avidina-peroxidasa
(1:500). A continuacion se realizaron 5 lavados de 5 minutos con TA y 2
lavados de 5 minutos con una solucién de buffer acetato 0.1 M, pH 6.0 (TB).
Los cortes fueron incubados en oscuridad con una soluciéon 0.035% de DAB
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conteniendo 2.5% de (NH4)>SO4 en TB. El revelado se realiz6 anadiendo 0.1%
de peroxido de hidrégeno (30%) a la solucién durante un lapso de 1.30
minutos. Finalizada la reaccion enzimatica, los cortes recibieron 5 lavados de 5
minutos con TB y 2 lavados con PBS. Por ultimo, los cortes fueron montados
en portaobjetos gelatinizados. Al dia siguiente se expusieron a concentraciones
crecientes de alcohol (30° 50° 70° 95°y 100°) durante 2 minutos y a xilol
durante 5 minutos. Se aplico6 como medio de montaje DPX y se cubrié los
cortes con cubreobjetos para su observacion por microscopia de luz.

Los estudios morfométricos utilizados para la inmunomarcacion de proteinas
de citoesqueleto fue realizado segun ha sido descripto anteriormente (Barros y
col., 2006). El analisis de la arborizacién dendritica empleando MAP2 se llevo a
cabo a partir de 5 cortes seriados de cada area por cada animal. Se tomaron
entre 2 a 4 campos por hemisferio cerebral, por corte y por animal (de acuerdo
al area cerebral en cuestién), a un aumento de 20X. Las imagenes observadas
en el microscopio Optico fueron digitalizadas y procesadas con una resolucion
de 256 niveles de grises por cada pixel. Para evaluar las fibras inmunoreactivas
para MAP2 en las neuronas, el area total de las fibras inmunomarcadas se
correlaciono con el area total correspondiente a una gradilla de 400x 300 6
200x 200 um de lado (la primera para CPF y VTA, la segunda para la regién
CA1 del HPC), dando como resultado un pardmetro de area relativa. Los
valores que se muestran para cada analisis representan los promedios de los
experimentos realizados para cada edad y grupo experimental en cada area

analizada.
11.8- ANALISIS ESTADISTICO.

Para cada experimento se emplearon de 4 a 9 crias elegidas al azar de entre
4 a 9 camadas diferentes, a razon de 1 cria por camada para cada condicién
experimental. Para el experimento de evaluacion de distancia anogenital en
individuos C y EP, los datos se recolectaron a partir de todos los machos
obtenidos de 7 a 10 camadas por condicion experimental y se realizaron
pruebas estadisticas especificas para evaluar la presencia de algun efecto
diferencial debido a que algunos individuos pertenecian a una misma camada
(analisis de la varianza, ANOVA, anidado). Como no se hallaron diferencias
significativas en este respecto, el andlisis se procedié del modo que se detalla
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a continuacioén. El andlisis estadistico de todos los datos se realiz6 empleando
los programas estadisticos: SPSS version 15.0 e INFOSTAT 2011. En todos

los casos, se considerdé una diferencia estadisticamente significativa para

valores de p<0.05. Los resultados se expresaron como medias + error estandar

(EE).

Para el analisis de los datos se utilizaron los diferentes modelos estadisticos

parameétricos:

t-student prueba bilateral: para la comparacién estadistica entre medias

de dos muestras independientes. Se empled para el analisis de datos de
los experimentos de: ganancia de peso corporal materno neto, analisis
de Indice érgano-somatico, diametro tubular seminifero medio, numero
de células de Leydig, inmunohistoquimica del receptor de andrégenos,
Western blot de receptores y estudios de morfometria neural.

Las diferencias estadisticas significativas entre grupos
independientes analizados mediante este modelo estadistico se
sefalaron con una, dos o tres estrellas de acuerdo al valor de p:
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

ANOVA de 2 vias: para la evaluacion de los efectos de dos factores fijos

y su interaccion (por ejemplo “tratamiento prenatal’, “edad” y la
interaccidén entre ambos), en el analisis de datos de: peso corporal de las
crias, distancia anogenital, RT-PCRq y niveles séricos de LH,
testosterona, andrdégenos totales y Diol. Cuando la interaccion entre
factores era positiva, se proseguia mediante el analisis por efectos
simples. Si la interaccion entre factores era no significativa, el analisis de
los datos se realizaba mediante analisis de efectos principales. Para
efectuar comparaciones mdultiples de a pares luego del ANOVA se
realiz6 la prueba de Tukey 6 de Tukey-Kramer (si los datos no estaban

balanceados).

Los efectos dentro y entre factores se senalaron mediante letras. En
todos los casos la presencia de letras iguales (intra 6 entre factores)
indican ausencia de diferencias estadisticas significativas entre grupos,
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mientras que la presencia de letras diferentes senalan la presencia de

diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

- ANOVA DE 3 vias: para la evaluacion de los efectos de tres factores fijos

y su interaccion. El andlisis se realiz6 de forma similar al descripto para
ANOVA de 2 vias. Este método estadistico se utilizé para el analisis de
los datos de: niveles séricos de prolactina y corticosterona, donde los
tres factores fijos fueron “tratamiento prental”’, “edad” y “condicion de

estrés agudo”.

Como se explico para ANOVA DE 2 vias, la presencia de letras
diferentes senala la existencia de diferencias significativas entre esos

grupos (p<0.05).

- ANOVA de Medidas repetidas: para la evaluacion de los efectos del

factor tiempo en un mismo factor, se empled para analizar los datos de:
ganancia de peso corporal materna diaria durante la gestacién y para la

evaluacién del descenso testicular en las crias.

También se empleé el criterio de letras para sefalar la existencia o no

de diferencias significativas entre grupos.

En algunos casos, los datos debieron ser transformados con operaciones
matematicas (tales como LOG10 ¢ raiz cuadrada) para poder cumplir con los
supuestos de normalidad en la distribucion de los datos e igualdad de
varianzas, necesarios para poder aplicar los métodos estadisticos
paramétricos. Para el analisis de datos mediante el método de medidas
repetidas, también se chequearon los supuestos de esfericidad y Box-M. Para
los datos obtenidos en la asignacién de puntajes mediante el criterio de
Johnsen, y para los casos en donde no fue posible cumplir con los supuestos
paramétricos (niveles de FSH en suero) se aplicé el modelo no paramétrico de
Kruskal Wallis, empleando el método de Mann-Whitney U-test para

comparaciones entre datos de a pares cuando era necesario.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACION MATERNA Y DE LAS CAMADAS EN EL
MODELO DE ESTRES PRENATAL

IV 1.1- EVALUACION DE PARAMETROS MATERNOS Y DE LA CAMADA.

Se estudié la ganancia de peso corporal diaria durante la gestacion de
hembras prefiadas pertenecientes a los grupos C y EP. Los resultados
mostraron que las ratas asignadas al tratamiento EP presentaban una marcada
disminucién en la ganancia de peso corporal diaria al dia siguiente del inicio del
protocolo de estrés (DG 15) respecto al valor registrado en las ratas C para ese
dia (F(1,24=15.67, p=0.025 C vs EP para DG 15), recuperando la ganancia de
peso corporal diaria a los valores de las ratas C durante los dias subsiguientes
(figura IV.1A). La evaluacion de la ganancia de peso corporal neta al DG 22
mostr6 que ésta se hallaba reducida en un 30% en el grupo EP en
comparacién a la ganancia de peso corporal total alcanzada durante la
gestacion por las ratas C (figura IV.1B; T4)= 2.97, p=0.0413).

A los 35 dias post-parto, se evaluaron los niveles en suero basales de
prolactina y de corticosterona maternos. No se observaron diferencias
estadisticas significativas entre grupos experimentales en las concentraciones
séricas basales de ambas hormonas (tabla IV.1). De todos modos, una
tendencia hacia una menor concentracion en los niveles circulantes de
prolactina y una mayor concentracion de corticosterona fueron registrados en

las madres que habian recibido estrés gestacional.

Al momento del nacimiento se evaluaron diferentes parametros de las
camadas. No se observaron diferencias estadisticas significativas entre grupos
experimentales en cuanto a la duracion de la gestacién ni al tamafo de la
camada entre individuos. Tampoco se hallaron evidencias de pérdida 6
malformaciones de miembros 6 tejidos, en ninguna de las crias recién nacidas
(tabla 1V.2).

Como puede observarse en la tabla IV.3, la ganancia de peso de las crias de
ambos grupos experimentales aumenta conforme a la edad (F,29=3931.31,
p<0.001 para factor edad). Sin embargo al DPN 28 los machos EP presentaban
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una disminucién del 21.5% en el peso corporal respecto al observado en los
machos pertenecientes al grupo C (F(129=9.11, p=0.0054 para factor

tratamiento prenatal).
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Figura IV.1- Ganancia corporal diaria (A) y neta (B) obtenida durante el
transcurso de la gestacion en hembras prefiadas control (C) 6 estrés (EP).
(A) Los puntos representan la media de la ganancia corporal diaria £ EE. Se
obtuvieron diferencias significativas debidas a los efectos de los factores: dia
gestacional, tratamiento experimental aplicado e interaccién entre los mismos.
Los grupos sin letras en comun son significativamente diferentes entre si con
p<0.05 (n=3; ANOVA de medidas repetidas- Tukey). (B) Las barras
representan la media de la ganancia corporal neta durante la prefiez + EE. La
estrella sefala la presencia de diferencias estadisticas significativas entre

tratamientos experimentales. (n=3; p<0,05; prueba f-student).
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HORMONAS
MATERNAS

(ng/ml de
suero)

PROLACTINA

0.4 +0.25 (4)

0.2 £0.12 (6)

CORTICOSTERONA

179.4 + 16.77 (4)

201.9 £8.54 (4)

Tabla IV.1- Concentraciones en suero de prolactina y corticosterona de

madres a los 35 dias posteriores al parto. El nimero entre paréntesis indica

el nimero de madres utilizadas para el analisis de los diferentes parametros.

ESTRES
PARAMETRO EVALUADO CONTROL
PRENATAL
DURACION DE LA GESTACION (dias) 22.6 +0.4 (5) 22.6 +0.37 (5)
N°CRIAS TOTALES 11.6 £ 0.81 (5) 12.2 £1.07 (5)
TAMANO DE o
1A CAMADA N°CRIAS MACHO 6.6 +0.68 (5) 6 +0.71 (5)
N°CRIAS HEMBRA 4.8 +0.73 (5) 6.2+ 0.7 (5)

Tabla IV.2- Caracteristicas de la camada. El nimero entre paréntesis indica

el nUmero de camadas utilizadas para el andlisis de los diferentes parametros.

PESO CORPORAL CONTROL ESTRES PRENATAL
DPN 1 6.83+0.16 ° 6.33+0.09 °
DPN 28 73.57 £1.44° 57.75+1.49 °
DPN 75 354.83 £ 6.05 ° 343.33 £ 2.323 ¢

Tabla IV.3- Peso corporal de las crias macho pertenecientes a ambos

grupos experimentales, evaluado a diferentes edades. DPN= dias

postnatales. Se obtuvieron diferencias estadisticas significativas debidas a los

efectos del factor edad y al factor tratamiento prenatal. Los grupos sin letras en

comun son significativamente diferentes entre si con p<0.05 (n=6; ANOVA de 2

vias- Tukey).
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IV 1.2- RESPUESTA AL ESTRES AGUDO DE LA DESCENDENCIA.

La respuesta al estrés inducida por una sesién de estrés por inmovilizacion a
ratas prepuberales y adultas (C y EP) y la recuperacion al mismo fueron
evaluadas mediante el andlisis de los niveles de prolactina y corticosterona
presentes en suero. Los resultados se compararon con los niveles séricos de

hormonas en condiciones basales (ratas que no fueron expuestas al estrés).

IV 1.2.1- Niveles séricos de prolactina.

Como puede observarse en la figura IV.2, los resultados obtenidos en la
liberacién de la prolactina tras aplicarse una sesion de estrés por inmovilizacion
mostraron variaciones de acuerdo a la edad de los individuos en la cual se
analizaban los datos y al tratamiento prenatal al cual éstos pertenecian. En
individuos de 28 dias de vida, el patron de liberacién de prolactina frente a un
estrés agudo y frente a un estrés seguido de dos horas de recuperacion fue
similar entre individuos C y EP: el estrés agudo indujo un incremento transitorio
en los niveles de prolactina en los individuos pertenecientes a ambos grupos
experimentales. Luego de dos horas de recuperacion al estrés las
concentraciones de la hormona se reestablecian a los valores hallados en
condiciones basales (Fi260= 3.4, p<0.05 factor tratamiento postnatal para C,
DPN 28 y Fo60)= 4.43, p<0.005 factor tratamiento postnatal para EP, DPN 28).
A los 75 dias el perfil de liberacion de prolactina frente a un estrés agudo y el
perfil de restitucidbn de los niveles hormonales hacia las concentraciones
basales tras dos horas de recuperacion al estrés en las ratas C era similar al
descripto en las ratas prepuberales (Fpg0= 24.1, p<0.001 factor tratamiento
postnatal para C, DPN 75). Sin embargo, en los machos EP adultos se observo
que éstos presentaban un incremento del 53% en las concentraciones basales
de prolactina en relacion a los valores registrados en las ratas C de la misma
edad. Ademas, tras aplicar una sesién de estrés agudo las concentraciones de
prolactina disminuyeron por debajo de los valores basales registrados en los
individuos prenatalmente estresados. Por otra parte, los niveles de prolactina
en individuos EP expuestos al estrés agudo no pudieron reestablecerse a los
valores basales luego de las dos horas de reposo al estrés (Fize0= 6.5,
p<0.001 factor tratamiento postnatal para EP, DPN 75; F( 0= 4.54, p<0.05
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factor tratamiento prenatal para BASAL, DPN 75; F1 60= 39.49, p<0.001 factor
tratamiento prenatal para ESTRES AGUDO, DPN 75).
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Figura 1IV.2- Efecto del estrés prenatal (EP) sobre la liberacion de
prolactina en suero de ratas prepuberales y adultas como consecuencia
de la exposicion a un estrés agudo. C= control; DPN= dia postnatal. Las
barras indican la media de los niveles séricos de prolactina (ng/ml) por grupo
experimental = EE. Se obtuvieron diferencias estadisticas significativas debidas
a los efectos del factor edad, al factor tratamiento prenatal, al factor tratamiento
postnatal y a la interaccion entre los tres factores. Los grupos sin letras en
comun son significativamente diferentes entre si con p<0.05 (n=6; ANOVA de 3

vias- Tukey).
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IV 1.2.2- Niveles séricos de corticosterona.

A los 28 dias, el patron de respuesta de liberacion de corticosterona en suero
frente a una sesion de estrés agudo por inmovilizacién y su recuperacion fue
similar en crias C y EP (figura IV.3): frente a un estrés agudo los niveles
séricos de corticosterona se incrementaban, restituyéndose sus
concentraciones a los niveles basales tras dos horas de recuperacion al estrés
(Fee0= 10.53, p<0.001 factor tratamiento postnatal para C, DPN 28; F 0=
38.72, p<0.001 factor tratamiento postnatal para EP, DPN 28). No obstante en
los individuos EP, la restitucion en los niveles de corticosterona se produjo
incluso por debajo de los registrados en condiciones basales, a diferencia de lo
ocurrido en las ratas C (F1,60= 21.66, p<0.001 factor tratamiento prenatal para
ESTRES+RECUPERACION, DPN 28).

A los 75 DPN, el patrén de liberacion de corticosterona debida al estrés fue
similar al observado en ratas prepuberales, tanto C como EP: la sesién de
estrés agudo indujo un incremento en la liberacién de corticosterona en ratas
pertenecientes a ambos grupos experimentales, retornando sus
concentraciones a los valores registrados en condiciones basales, luego de dos
horas de recuperacion (F,e0= 40.76, p<0.001 factor tratamiento postnatal para
C, DPN 75; y F260)= 23.83, p<0.001 factor tratamiento postnatal para EP, DPN
75). El incremento observado en la liberacion de corticosterona tras un estrés
agudo en individuos adultos fue mayor que el observado en ratas de 28 dias:
las concentraciones de corticosterona aumentaron un 26% en individuos C y un
19% en ratas EP (F 60= 10.14, p<0.01 factor edad para C, ESTRES AGUDO;
y Fa.60= 5.42, p<0.05 factor edad para EP, ESTRES AGUDO).
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Figura 1V.3- Efecto del estrés prenatal (EP) sobre la liberacion y
recuperacion de corticosterona en suero de ratas prepuberales y adultas
como consecuencia de la exposicion a un estrés agudo. C=control; DPN=
dia postnatal. Las barras indican la media de los niveles de corticosterona en
suero por grupo experimental £+ EE. Se obtuvieron diferencias estadisticas
significativas debidas a los efectos del factor edad, al factor tratamiento
prenatal, al factor tratamiento postnatal y a la interaccion entre los tres factores.
Los grupos sin letras en comun son significativamente diferentes entre si con
p<0.05 (n=6; ANOVA de 3 vias- Tukey).
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CAPITULO 2

ESTRES PRENATAL Y EL EJE HIPOFISO-TESTICULAR DE LA
DESCENDENCIA

IV 2.1- EVALUACION DE PARAMETROS DEL DESARROLLO SEXUAL DE
LAS CRIAS.

La distancia anogenital de individuos C y EP fue evaluada a los DPN 1 y 21.
Para ambas edades se observé que las ratas EP presentaban una menor
distancia anogenital en comparacion a la observada en las ratas C (figura
IV.4A; F(1,114=18.75, p<0.001 para factor tratamiento prenatal).

Por otra parte, el analisis del descenso testicular estudiado a partir del dia 21
postnatal revel6 que los individuos EP presentaban un retraso en dicho evento
en relacion a lo observado en las ratas C (figura IV.4B): al DPN 21 el 42% de
las ratas C evaluadas ya habian completado el descenso de sus testiculos
dentro de la bolsa del escroto, mientras que lo mismo pudo evidenciarse sélo
en el 3% de las ratas EP analizadas a la misma edad (F(7= 6.582, p<0.05
para factor prenatal en DPN 21). Al DPN 23, la mayoria de las ratas
pertenecientes al grupo C evaluadas habian completado el descenso testicular,
mientras que las ratas EP recién pudieron alcanzarlo dos dias después (DPN
25, F(4,28=18.13, p<0.005 para factor edad en grupo EP).
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Figura IV.4- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre parametros del
desarrollo sexual en las crias macho. C=control; DPN= dia postnatal. A) Las
barras representan la media de la distancia anogenital + EE. Se obtuvieron
diferencias estadisticas significativas debidas al factor edad y al factor

tratamiento prenatal. Los grupos sin letras en comun son significativamente
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diferentes entre si con p<0.05 (n=48 a 67 individuos por grupo; ANOVA de 2
vias- Tukey). B) Los valores representan el porcentaje promedio de ratas por
camada con descenso testicular completo dentro de la bolsa del escroto + EE.
Se obtuvieron diferencias estadisticas significativas debidas al factor edad, al
factor tratamiento prenatal y al factor interaccién. Letras diferentes indican
p<0.05 (n=5 camadas analizadas por grupo; ANOVA de medidas repetidas-
Tukey).

IV 2.2- EVALUACION DE NIVELES SERICOS DE HORMONAS DEL EJE
HIPOFISARIO-TESTICULAR.

IV 2.2.1- Gonadotrofinas.

Las concentraciones séricas de FSH en las ratas C presentaron el perfil
normal de la hormona: se registraron altos niveles durante la prepubertad (DPN
28) que luego disminuian hasta alcanzar los niveles fisiolégicos normales en
ratas adultas al DPN 75 (H=15.64, p=0.0035 para factor edad en C). En las
ratas EP de 28 dias, los niveles de FSH obtenidos en suero se encontraron
disminuidos en comparacién a los valores registrados en las ratas C de la
misma edad y dicha reducciéon se mantuvo en las demas edades evaluadas en
sueros de ratas EP (figura IV.5A; H= 7.37, p= 0.0047 para C vs EP, DPN 28).

Las concentraciones en suero de LH en las ratas C permanecieron
practicamente constantes en las edades evaluadas, registrandose una caida
hacia el DPN 60, restituyéndose los niveles hacia el DPN 75. En cambio, las
ratas EP presentaban una reduccién del 80% en las concentraciones de LH al
DPN 28 y del 55.4% al DPN 75, en comparacion a las concentraciones de
hormona observadas en individuos C para las mismas edades (figura IV.5B;
F(1,51=25.43, p<0.001 para DPN 28 y F( 51)=8.66 p<0.001 para DPN 75).

IV 2.2.2- Andrégenos testiculares.

El andlisis de las concentraciones séricas de andrégenos totales en ratas C a
diferentes edades, revelé que el perfil hormonal alcanzaba un pico hacia el
DPN 60 que luego descendia hacia el DPN 75. Si bien las ratas EP
presentaron un perfil de andrégenos totales similar al descripto para ratas C,
los niveles registrados fueron significativamente mayores que los hallados en
ratas controles (figura IV.6A; F3)-46.89, p<0.001 para factor tratamiento
prenatal). Sin embargo al analizarse las concentraciones de testosterona
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mediante un método mas especifico se observé que a los 75 DPN, los niveles
de la hormona en suero de ratas estresadas prenatalmente estaban
disminuidos en un 74% en comparacion a los valores observados en ratas C
(figura IV.6B; F(1 54=10.59, p<0.001 para C vs EP para DPN 75). Por ultimo se
analizaron las concentraciones séricas de Diol. Los resultados mostraron que
las concentraciones de la hormona en suero de ratas C aumentaban
alcanzando un pico en el DPN 35 y luego disminuian hasta alcanzar los valores
fisiolégicos normales en crias adultas. En ratas EP sin embargo, las
concentraciones de Diol se hallaron significativamente aumentadas un 61.5%
en ratas de 28 dias de edad (en comparacién a los valores observados de Diol
en sueros de crias C), alcanzando un pico maximo a los 45 dias de edad
(figura IV.6C; F(156=17.02, p<0.001 para DPN 28 y F(1,56=35.68, p<0.001 para
DPN 45, C vs EP).
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Figura IV.5- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre los niveles séricos de
gonadotrofinas. C=control; DPN= dia postnatal. Las barras representan la
media de los ng/ml de suero de la hormona foliculo estimulante (FSH) (A) y
luteinizante (LH) (B) £ EE. Para FSH se obtuvieron diferencias estadisticas
debidas al factor edad y debidas al factor tratamiento prenatal. Para LH se
obtuvieron diferencias estadisticas significativas en los factores edad,
tratamiento prenatal y en la interaccion de los mismos. Los insertos muestran
los mismos resultados pero expresados como gréficos de perfiles con el

objetivo de aportar una mayor claridad a la comprensién de los mismos. Las
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estrellas sefalan la presencia de diferencias estadisticas significativas
exclusivamente entre grupos C y EP para una misma edad (**p<0.01;
***p<0.001). Los grupos sin letras en comun son significativamente diferentes
entre si con p<0.05 (n= 6-7; para FSH: Kruskal Wallis; para LH: ANOVA de 2
vias- Tukey).
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Figura IV.6- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre los niveles séricos de
androgenos testiculares en las crias. Andrégenos totales= testosterona
+DHT; C= control; DPN= dia postnatal. Las barras representan la media de los
ng/ml de suero de androgenos totales (A); testosterona (B); 6 5a, 3a 1783
androstanediol (Diol) (C) + EE. Para andrégenos totales se obtuvieron
diferencias estadisticas debidas al factor edad y debidas al factor tratamiento

prenatal. Para las otras dos hormonas se obtuvieron diferencias estadisticas
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significativas en los factores edad, tratamiento prenatal y en la interacciéon de
los mismos. En los insertos se muestran los mismos resultados pero
expresados como graficos de perfiles con el objetivo de aportar una mayor
claridad a la comprensién de los mismos. Las estrellas sefialan la presencia de
diferencias estadisticas significativas exclusivamente entre grupos C y EP para
la misma edad (**p<0.001). Los grupos sin letras en comun son
significativamente diferentes entre si con p<0.05 (n= 5-9; ANOVA de 2 vias-
Tukey).

IV 2.3- HISTOMORFOMETRIA TESTICULAR DE LA DESCENDENCIA.

El andlisis de cortes histolégicos de testiculo de ratas C y EP de 28, 35 y 60
DPN, tefiidos con hematoxilina-eosina no mostrd diferencias en la histologia
testicular general entre grupos: en todos los casos se observé la tunica
albuginea cubriendo todo el perimetro del tejido compuesto por los tubulos
seminiferos y el espacio intersticial entre éstos. No se evidenciaron
malformaciones ni anormalidades respecto a la forma y caracteristicas de las
células del epitelio germinal de los tubulos seminiferos ni en las células propias
del intersticio.

A los 28 dias de edad no se hallaron diferencias estadisticas significativas
entre grupos C y EP, en ninguno de los pardmetros de histomorfometria
testicular evaluados. Ambos grupos experimentales presentaban tubulos
seminiferos normales poco desarrollados: la mayoria de ellos aun obstruidos y
con estadios espermaticos del epitelio seminifero poco diferenciados. Sin
embargo, el andlisis de la maduracién espermatica en el epitelio seminifero de
ratas de 35 DPN y adultas mostré6 que en las ratas EP existia un
adelantamiento en la maduracion de la serie espermatica en comparacién a lo
que se observaba en individuos C de las mismas edades. Empleando el criterio
de Johnsen se analizaron los estadios presentes en la ultima capa del epitelio
germinal de los tubulos seminiferos de ratas de 35 dias (figura IV.7A). Los
estadios preponderantes en las ratas C eran de espermatocito meibtico
(puntaje= 4) y de espermatida inmadura o redondeada (puntaje= 5); mientras
qgue en los epitelios seminiferos de las ratas EP los estadios preponderantes
eran los de espermatida redondeada en estados mas avanzados de
maduracidén (comenzando a elongarse, puntaje= 6) y de espermatide madura o
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elongada (puntaje= 7) (H=313.24; p<0.001 para DPN 35). El promedio de

puntajes se muestran en la figura IV.7B
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Figura IV.7- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la histologia testicular
en ratas de 35 dias postnatales (DPN). (A) Las imagenes pertenecen a
cortes histolégicos de testiculos tefiidos con hematoxilina-eosina, mostrando
en detalle cortes transversales de tubulos seminiferos de ratas C (control) 6 EP
(aumento 40X, la barra negra de calibracion sefiala 50um). Las flechas indican
el estadio de la dltima capa del epitelio germinal del tdbulo seminifero
considerada para asignar el puntaje segun el criterio de Johnsen: 4=
espermatocitos |; 5= presencia de espermatides inmaduras y espermatocitos I;
6= espermatidas inmaduras presentes en transicién a maduras; 7= presencia
de espermatidas elongadas. (B) Las barras muestran el promedio de puntajes
obtenidos en cada grupo experimental £+ EE. Las estrellas sefialan p<0.001
(n=4; Kruskal Wallis).
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Figura IV.8- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la histologia testicular
en ratas de 60 dias postnatales (DPN). (A) Las imagenes pertenecen a
cortes histolégicos de testiculos tefiidos con hematoxilina-eosina, mostrando
en detalle cortes transversales de tubulos seminiferos de ratas C (control) 6 EP
(aumento 40X, la barra negra de calibracién sefiala 50um). Las flechas indican
el estadio de la dltima capa del epitelio germinal del tubulo seminifero
considerada para asignar el puntaje segun el criterio de Johnsen: 7=presencia
de espermétidas elongadas; 8=pocos espermatozoides presentes;
9=espermatozoides presentes con espermatogénesis desorganizada; 10=
espermatogénesis completa. (B) Las barras muestran el promedio de puntajes
obtenidos en cada grupo experimental + EE. Las estrellas sefialan p<0.001
(n=4; Kruskal Wallis).

La figura IV.8 muestra la maduracion del epitelio germinal para ratas de 60
dias: en las ratas pertenecientes al grupo C se observaron estadios de la
espermatogénesis que abarcaban desde la presencia de espermatida madura
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o elongada hasta la presencia de espermatozoides con el epitelio seminifero
desorganizado (puntajes de 7 a 9 figura IV.8A). Sin embargo en las ratas EP
no se hallaron estadios de espermatide elongada y si se encontraron estadios
de epitelio seminifero completo (puntajes de 8 a 10 figura IV.8B) (H=17.66,
p<0.001 para DPN 60).

Coincidiendo con los hallazgos observados en cuanto a la maduracién del
epitelio germinal, el analisis del diametro tubular medio de tubulos seminiferos
en ratas de 35 dias mostr6 que éste era mayor en las ratas EP en comparacion
al valor obtenido en las crias C (figura IV.9; T=25.82; p<0.001). No obstante,
no se encontraron diferencias significativas entre grupos C y EP en el didmetro

tubular medio de los tubulos seminiferos en crias de 60 dias de edad.
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Figura 1V.9- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre el diametro tubular
medio de tubulos seminiferos testiculares en ratas de 35 y 60 dias. C=
control; DPN= dia postnatal. Las barras senalan el diametro tubular medio *
EE. Las estrellas indican la existencia de diferencias estadisticas significativas
en el didmetro tubular medio entre ratas C y EP de 35 DPN (n=4; ***p< 0.001;
prueba f-student).

Finalmente, la cuantificacién del nimero de células de Leydig por cm® de
testiculo mediante la ecuacién de Floderus demostré que las ratas EP de 35y
60 dias de vida poseian menos células/cm® de testiculo en comparacién a los
valores hallados en ratas C de la misma edad (Tabla IV.4; T4)= 5.75, p<0.01
para DPN 35; y T(s)= 3.69 p<0.05 para DPN 60).
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C EP
DPN 35 2.7+0.24 1.62+0.21*"
DPN 60 1.44 £0.15 1.18 £0.18"

Tabla IV.4- Efecto del estrés prenatal sobre el numero de células de

Leydig. Los valores fueron calculados mediante el uso de la ecuacién de

Floderus y representan la media del nimero de células de Leydig/cm® x 10’

(n=3; prueba t-student).
IV 24- EVALUACION DE RECEPTORES Y ENZIMAS
TESTICULARES

IV 2.4.1- Expresién del AR en testiculo.

IV 2.4.1- a) Expresion proteica del AR en testiculo mediante Western blot.

Con el objetivo de estudiar la expresion del AR en testiculo se realiz6 un
analisis de la expresidn proteica en homogeneizados de testiculos de crias de
28, 35 y 60 dias, C y EP, mediante la técnica de Western blot. El anticuerpo
anti-AR marcé una banda de proteina de 110 kilodaltons (kDa) de peso
molecular, correspondiente al peso molecular del receptor AR. Dicha banda
pudo visualizarse en extractos testiculares de ratas pertenecientes a ambos
grupos experimentales y en todas las edades evaluadas (figura IV.10A). Sin
embargo solo se obtuvieron diferencias estadisticas significativas entre grupos
experimentales para ratas de 60 dias, donde la expresién proteica del receptor
estaba reducida en un 42% respecto a la expresion alcanzada por los
individuos C de la misma edad (figura V.11; T= 3.02, p= 0.0235).

IV 2.4.1- b) Inmunohistoquimica del AR en testiculo.

La inmunomarcacién del AR fue evaluada en testiculos de ratas C y EP de 35
y 60 dias de vida. En ambas edades y en ambos grupos experimentales, se
registraron marcas inmunopositivas para el receptor en los nucleos de las
células de Leydig, mioides peritubulares y de Sertoli (figuras IV.11). En ratas
de 35 dias, se observd que el estrés maternal indujo un aumento del 145% en
el numero de células de Sertoli inmunopositivas para el AR en comparacion al
numero hallado en las ratas C (figura IV.11B vs figura IV.11C; T7=4.43,
p=0.0214). En las crias de 60 dias no se observaron diferencias estadisticas
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significativas en la inmunomarcacién positiva del AR registrada en los distintos

tipos celulares entre ratas C y EP (figura IV.11A).
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Figura IV.10- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la expresion del
receptor de andrégenos (AR) en homogeneizado total de testiculos de
ratas de 28, 35 y 60 dias postnatales (DPN). C= control. (A) imagen de
inmunoblot representativos para el AR en crias C y EP a distintas edades. La
banda inmunoreactiva para el AR migré hacia los 110 kDa. La expresion de
actina indica la existencia de carga de proteina uniforme en cada una de las
calles. (B) Las barras muestran el promedio de la densidad éptica
correspondiente a cada banda de proteina obtenida por tratamiento
experimental y edad, expresada como cantidad del AR normalizado por la
densidad 6ptica de actina + EE. Con el objetivo de expresar con mayor claridad
los valores, los nimeros se expresan como porcentaje al valor del control para

cada edad (n=3- 4 ratas por grupo; *p<0.05; prueba t-student).
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Figura IV.11- Efecto del estrés prenatal (EP) sobre el numero de células
inmunopositivas para receptor de androgenos en testiculos de ratas de
35 y 60 dias de vida. C= control; DPN= dia postnatal; L= células de Leydig; P=
células mioides peritubulares; S= células de Sertoli. (A) Numero de células
(Sertoli, Leydig 6 mioides peritubulares) con marca inmunopositiva para el AR
por mm® de testiculo. Los valores estan sefialados como media + EE. La
estrella representa la existencia de diferencias estadisticas significativas entre
ratas C y EP (n=4-5; *p<0.05; prueba t- student). (B) y (C) Las fotos muestran
un ejemplo de la inmunomarcacién observada para el AR en testiculos de ratas
de 35 dias de edad C (A) y EP (B). Se registraron marcas positivas para el AR
en células de Leydig, Sertoli y mioides peritubulares (sefaladas mediante
flechas). La barra de calibracion indica 50um.
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IV 2.4.2- Niveles de expresion de ARNm del Ar, del Esri y del Esr2 mediante
RT-gPCR.

IV2.4.2- a) Expresion génica del Ar.

Se analizé la expresion génica del Ar en homogeneizados de testiculos de
crias de 28 y 75, C y EP. A los 28 dias de vida las ratas EP mostraron un
incremento del 75% en la expresién génica del receptor en relacién a lo
observado en ratas C de la misma edad. No obstante los niveles de ARNm del
receptor de crias EP disminuyeron a los 75 dias de vida, siendo similares a los
valores obtenidos en las ratas C (figura IV.12; F; 15= 4.54, p<0.05 para C vs
EP alos 28 DPN y F(4,15= 18.8, p<0.001 para factor edad en ratas EP).
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Figura IV.12- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la expresion del
ARNm del receptor de andrégenos en homogeneizado de testiculos de
ratas de 28 y 75 dias de vida. C=control; DPN= dia postnatal. Los niveles de
ARNm determinados mediante RT-gPCR, fueron normalizados a la expresion
del gen reportero B-2 microglobulina. Los valores se expresan como unidades
arbitrarias y con el objetivo de facilitar la interpretacion de los mismos, los
datos se expresan como porcentaje al valor alcanzado por los ratas C de 28
dias de vida. Las barras representan los valores medios de los niveles del
ARNm del Ar + EE. Se observaron diferencias estadisticas significativas
debidas al factor edad, factor tratamiento prenatal y al factor interaccién. Los
grupos sin letras en comun son significativamente diferentes entre si con
p<0.05 (n=4-5; ANOVA 2 vias- Tukey).
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IV 2.4.2- b) Expresion génica del Esr1 y el Esr2.

La expresion génica de ambos receptores de estrogenos fue evaluada en
homogeneizados de testiculos de crias C y EP de 28 y 75 dias de vida (figura
IV. 13). Para el caso del Esr1, se observd un incremento en la expresidén génica
del receptor en ratas adultas pertenecientes a ambos tratamientos
experimentales, en relaciéon a los valores obtenidos por crias C y EP de 28
DPN (F(1,15=270.48; p<0.001 para factor edad). No se hallaron diferencias
estadisticas significativas entre grupos experimentales para la expresién génica
del receptor en ninguna de las dos edades evaluadas. En cuanto a la expresién
génica del Esr2, tampoco se hallaron cambios entre individuos de diferentes

tratamientos experimentales, ni entre ratas de 28 y 75 dias.
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Figura IV.14- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la expresion del
ARNm del Esr1 (A) y Esr2 (B) en homogeneizado de testiculos de ratas de
28 y 75 dias de vida. C=control; DPN= dia postnatal. Los niveles de ARNm
determinados mediante RT-gPCR, fueron normalizados a la expresion del gen
reportero (-2 microglobulina. Los valores se expresan como unidades
arbitrarias y con el objetivo de facilitar la interpretacion de los mismos, los
datos se expresan como porcentaje al valor alcanzado por los ratas C de 28
dias de vida. Las barras representan los valores medios de los niveles del
ARNm de ambas isoformas para el receptor de estrégenos + EE. Se
observaron diferencias estadisticas significativas debidas al factor edad, sélo
para el Esri1. Los grupos sin letras en comun son significativamente diferentes
entre si con p<0.05 (n=3-6; ANOVA 2 vias).
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IV 2.4.3- Expresién génica de las enzimas esteroideogénicas Srd5ai, Srd5a2y
Cyp19 mediante RT-gPCR.

Se evalud la expresion génica de las tres enzimas en homogeneizados de
testiculos pertenecientes a ratas C y EP de 28 y 75 dias. Solamente los niveles
de ARNm de la enzima Srd5a1 fueron afectados como consecuencia del estrés
prenatal: a los DPN 28, los niveles de expresidn génica de la enzima fueron un
283% mayores en testiculos de crias EP, comparado con lo observado en ratas
C. A los 75 DPN los niveles de ARNm de la enzima disminuyeron
significativamente en ratas pertenecientes a ambos grupos experimentales en
relacion a los valores registrados a los 28 dias, sin registrarse diferencias
estadisticas entre tratamientos para esa edad (figura IV.15A; F 16=288,
p<0.001 C vs EP para DPN 28; F 6= 10.8, p<0.01 para factor edad en C;
F1,16=512.15, p<0.001 para factor edad en ratas EP).
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Figura IV.15- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la expresion del
ARNm de la enzima Srd5a1 (A), Srd5a2 (B) y Cyp19 (C) en homogeneizado
de testiculo de ratas de 28 y 75 dias de vida. C=control; DPN= dia postnatal.
Los niveles de ARNm determinados mediante RT-qPCR, fueron normalizados
a la expresion del gen reportero (-2 microglobulina. Los valores se expresan
en unidades arbitrarias, como porcentaje del valor alcanzado por los ratas C de
28 dias de vida. Las barras representan los valores medios de los niveles del
ARNm de cada enzima * EE. Se observaron diferencias estadisticas
significativas debidas al factor edad, debidas al factor tratamiento prenatal y al
factor interaccién solamente para Srd5ai. Los grupos sin letras en comun son
significativamente diferentes entre si con p<0.05 (n=5-6; ANOVA 2 vias,
Tukey).
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CAPITULO 3

ESTRES PRENATAL Y SISTEMA DOPAMINERGICO
MESOCORTICO-LIMBICO EN RATAS PREPUBERALES Y
ADULTAS.

IV 3.1- EVALUACION DE RECEPTORES DOPAMINERGICOS Y A
HORMONAS SEXUALES EN AREAS MESOCORTICO-LIMBICAS

IV 3.1.1- Expresién proteica del D2R.

La expresion del D2R se evalu6 en homogeneizados de diferentes areas
cerebrales pertenecientes al sistema DA mesolimbico cortical de ratas C y EP,
a los 28 y 75 DPN. Como se observa en la figura IV.16 solamente se
observaron cambios entre grupos experimentales en la expresion proteica del
D2R en HPC y VTA a los 28 dias: el estrés prenatal indujo una disminucién del
51.41% en los niveles proteicos del D2R en HPC (T4=2,67; p<0.05), mientras
que en la region del VTA produjo un aumento del 91.32% (T«)=-2,98;
p=0.0406) en la expresion proteica del D2R en comparacién a lo observado en
los ratas C de la misma edad. A los 75 DPN no se registraron cambios en los
niveles del D2R en ninguna de las areas cerebrales analizadas entre grupos

experimentales.

IV 3.1.2- Expresién del AR.

Se analizo la expresidn genica y proteica del AR en homogeneizados de areas
cerebrales pertenecientes al sistema DA mesocortico-limbico de ratas C y EP
de 28 y 75 dias. No se hallaron diferencias significativas en los niveles de
expresion proteica del receptor AR entre grupos experimentales evaluados, en
ninguna de las areas examinadas (figura IV.17A). Respecto a la expresién
génica del Ar, no se encontraron efectos debidos a la edad ¢ al tratamiento
prenatal aplicado sobre la expresion génica del receptor en CPF (figura
IV.17B). En HPC de ratas C se observ6 que al DPN 75 la expresién del AR se
incrementd en un 117.6% respecto a lo hallado en crias prepuberales
pertenecientes al mismo grupo experimental (F,16=8, p=0.0121 28 vs 75 para
C). Sin embargo, dicho aumento no se produjo en HPC de individuos adultos
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EP. Estos mantenian niveles de ARNm del Ar similares a los hallados al DPN
28 (figura IV.17C).
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Figura IV.16- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la expresion del
receptor de dopamina de tipo D2 (D2R) en homogeneizado total de areas
cerebrales de ratas de 28 y 75 dias post-natales (DPN). C= control; CPF=
corteza prefrontal; HPC= hipocampo; HPT= hipotalamo; VTA= area tegmental
ventral. Las imagenes pertenecen a inmunoblot representativos para el D2R en
cada una de las areas especificadas de ratas pertenecientes a cada grupo
experimental evaluado. Para el D2R, la banda inmunoreactiva migré hacia los
50 kDa. La expresion de actina indica la existencia de carga uniforme de
proteina en cada calle. Los diagramas de barras muestran el promedio de la
densidad éptica correspondiente a cada banda de proteina (expresada como
densidad 6ptica del D2R relativa a la densidad 6ptica de actina) = EE. Los
valores se expresan como porcentaje del valor obtenido en cada control
correspondiente. Las estrellas sefialan la presencia de diferencias estadisticas
entre grupos experimentales para dicha edad (n=3- 4; *p<0.05); prueba t-
student).
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Figura IV.17- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la expresion proteica
(A) y génica (B, C) del receptor de andrégenos (AR) en homogeneizado
total de areas cerebrales de ratas de 28 y 75 dias post-natales (DPN). C=
control; CPF= corteza prefrontal; HPC= hipocampo; VTA= &rea tegmental
ventral. (A) Se muestran imagenes de los inmunoblot representativas para el
AR en cada una de las areas especificadas. La banda inmunoreactiva para el
AR migr6 hacia los 110 kDa. La expresion de la actina muestra la existencia de
carga proteica uniforme en cada calle. Los diagramas de barras representan el
promedio de la densidad éptica correspondiente a cada banda de proteina
(expresada como densidad 6ptica del AR relativa a la densidad éptica de

actina) £+ EE. Los valores se expresan como porcentaje del valor obtenido a
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cada control correspondiente, (n=3-4; prueba t-student). (B y C) Niveles de
ARNm de Ar determinados mediante RT-gPCR en CPF e HPC. Los niveles de
mensajero obtenidos fueron normalizados a la expresién del gen reportero
Sdha. Los valores se expresan como unidades arbitrarias los datos se
expresan como porcentaje al valor alcanzado por los ratas C de 28 dias de
vida. Las barras representan los valores medios de los niveles del ARNm del
AR + EE. En HPC, se observaron diferencias estadisticas significativas debidas
al factor edad en ratas C. Los grupos sin letras en comdn son
significativamente diferentes entre si con p<0.05 (n=5-6; ANOVA 2 vias,
Tukey).

IV 3.1.3- Expresion del ERa.

Se analizé la expresion génica y proteica del ERa en homogeneizados de
cerebros de ratas C y EP, de 28 y 75 dias. Los datos obtenidos del analisis de
la expresion proteica para el receptor mediante Western blot revelaron la
ausencia de diferencias estadisticas significativas entre grupos experimentales
para el area VTA (figura IV.18A). Al DPN 28, tampoco se observaron
diferencias estadisticas significativas en CPF e HPC entre ratas C y EP en
cuanto a los niveles proteicos del ERa. Sin embargo a los 75 DPN pudo
observarse que el estrés prenatal inducia una disminuciéon en la expresidn
proteica relativa del receptor tanto en la CPF como en el HPC de ratas EP, en
relacion a lo observado en crias controles de la misma edad. La disminucién
registrada en la expresion del ERa en CPF fue del 31%, mientras que en HPC
fue del 57% (figura IV.18; T4=7.15, p=0.002 para CPF y T4=4.09, p=0.0095
para HPC de ratas EP de 75 DPN). Respecto a la expresion génica del Esr1,
se observaron diferentes efectos en cada una de las dos &reas analizadas. En
CPF se hallé un efecto debido a la edad de las ratas sobre los niveles de
ARNmM del receptor: tanto en ratas C como EP adultas, las concentraciones de
mensajero disminuian respecto a las concentraciones registradas en el estadio
prepuberal (figura IV.18B; F( 13=6.52, p=0.0268 28 vs 75 para C). En HPC
también se hallé un efecto debido a la edad en ratas C: los niveles de ARNm
incrementaban en un 110% en ratas adultas respecto a los niveles hallados en
ratas de 28 dias de vida (F(1,14=5.10, p=0.0405 28 vs 75 para C). Sin embargo
dicho aumento no se registré en individuos EP, ya que las concentraciones de
ARNmM para el Esr1 de ratas de 75 dias no eran significativamente diferentes a

las concentraciones de mensajero halladas en ratas C de 28 DPN pero si se
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hallaban reducidas en un 119,3 % respecto a los valores obtenidos en ratas C
de 75 dias (figura IV.18C; F(114=6.87, p=0.0201 C vs EP para DPN 75).
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Figura IV.18- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la expresion proteica
(A) y génica (B, C) del receptor de estrégenos alfa (ERa) en
homogeneizado total de areas cerebrales de ratas de 28 y 75 dias post-
natales (DPN). C= control; CPF= corteza prefrontal; HPC= hipocampo; VTA=
area tegmental ventral. (A) Se muestran inmunoblot representativos para el
ERa en cada una de las areas especificadas. La banda inmunoreactiva para el
ERa migré hacia los 66 kDa. La expresion de la actina muestra la existencia de

carga proteica uniforme en cada calle. Los diagramas de barras representan el
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promedio de la densidad o6ptica correspondiente a cada banda de proteina
(expresada como densidad optica del ERa relativa a la densidad 6ptica de
actina) £ EE. Los valores se expresan como porcentaje del valor obtenido a
cada control correspondiente, para facilitar la interpretaciéon de la magnitud en
los cambios observados (n=3-4; **p<0.01; prueba t-student). (B y C) Niveles de
ARNm de Esr1 determinados mediante RT-gPCR en CPF e HPC. Los niveles
de mensajero obtenidos fueron normalizados a la expresion del gen reportero
Sdha. Los valores se expresan como unidades arbitrarias y con el objetivo de
facilitar la interpretacion de los mismos, los datos se expresan como porcentaje
al valor alcanzado por los ratas C de 28 dias de vida. Las barras representan
los valores medios de los niveles del ARNm del Esr1 + EE. En CPF se
observaron diferencias estadisticas significativas debidas al factor edad. En
HPC, se observaron diferencias estadisticas significativas debidas al factor
edad, tratamiento prenatal e interaccion. Los grupos sin letras en comuin son
significativamente diferentes entre si con p<0.05 (n=5-6; ANOVA 2 vias,
Tukey).

IV 3.1.4- Expresion del ERB.

Se analiz6 la expresion génica y proteica del ERB en homogeneizados de
areas cerebrales pertenecientes al sistema DA mesocortico-limbico de ratas C
y EP de 28 y 75 dias. No se hallaron diferencias significativas en los niveles de
expresion proteica del receptor ERB en ninguno de los grupos experimentales
evaluados, ni en ninguna de las areas examinadas (figura IV.19). Respecto a
la expresion génica del Esr2, no pudieron detectarse niveles de ARNm para el
receptor en CPF e HPC en ninguno de los grupos experimentales, para las
edades evaluadas.

IV 3.1.5- Expresion génica de enzimas esteroideogénicas.

Se analiz6 la expresion génica de las enzimas Srd5ai1, Srd5a2y Cyp19 en
homogeneizados de CPF e HPC de individuos C y EP, de 28 y 75 dias de vida.
Los niveles de ARNm de Cyp19 no pudieron detectarse mediante RT-qPCR en
ninguno de los grupos experimentales. Respecto a la expresion génica de las
dos isoformas del Srd5a en las &reas cerebrales mencionadas, no se hallaron
diferencias estadisticas significativas entre grupos experimentales, para
ninguna de las edades consideradas (figura IV.20 Ay B).
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Figura IV.19- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la expresion proteica
del receptor de estrogenos beta (ERB) en homogeneizado total de corteza
prefrontal (CPF) e hipocampo (HPC) de ratas de 28 y 75 dias postnatales
(DPN). C= control. Se muestran inmunoblot representativos para el ERB en
cada una de las areas cerebrales. La banda inmunoreactiva para el ERB migré
hacia los 55 kDa. La expresion de la actina muestra la existencia de carga
proteica uniforme en cada calle. Los diagramas de barras representan el
promedio de la densidad 6ptica correspondiente a cada banda de proteina
(expresada como densidad optica del ERp relativa a la densidad 6ptica de
actina) + EE. Los valores se expresan como porcentaje del valor obtenido a
cada control correspondiente. (n=4).
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Figura IV.20- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la expresion génica de
ambas isoformas de Srd5a en corteza prefrontal (CPF) e hipocampo
(HPC) de ratas de 28 y 75 dias postnatales (DPN). C= control. Los niveles de
ARNm de la isoforma 1 y 2 de la Srd5a? fue determinada en CPF e HPC
mediante RT-gPCR (A a D). Los niveles de mensajero obtenidos fueron
normalizados a la expresién del gen reportero Sdha. Los valores se expresan
como unidades arbitrarias los datos se expresan como porcentaje al valor
alcanzado por los ratas C de 28 dias de vida. Las barras representan los
valores medios de los niveles del ARNm del Srd5at1 o Srd5a2 = EE. No se
observaron diferencias estadisticas entre grupos experimentales debidas al
factor edad, tratamiento prenatal o interaccién entre ambos factores (n=5-6;
ANOVA 2 vias).
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IV 3.2- ARBORIZACIONES DENDRITICAS.

Se evalud la inmunomarcacion de la proteina de microtubulo MAP2 en cortes
histolégicos de CPF e HPC con el objetivo de estudiar los efectos del estrés
prenatal sobre los procesos neuronales. En CPF la marca inmunopositiva para
el marcador se analizé a nivel de las laminas Il y Il corticales, donde la misma
pudo detectarse como haces longitudinales y contorneando los somas
neurales. El estrés prenatal indujo una reducciéon del 31% en el nimero de
procesos neuronales inmunomarcados con MAP2 respecto a lo observado en
ratas C de las mismas edades (figura IV.21; T=3.45, p=0.0136 para C vs
EP).
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Figura IV.21- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la inmunomarcacion
de dendritas con MAP2 en las laminas Il y lll de la corteza prefrontal de
ratas de 28 dias postnatales (DPN). C= control. Se muestran dos fotos
representativas tomadas al microscopio Optico (aumento 20X) de la
inmunomarcacién para MAP2 observada en cada grupo experimental. Los
insertos muestran un detalle de la marca obtenida en un aumento de 40X para
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cada grupo experimental. La barra de calibracion sefiala 100um. El grafico de
barras representa el porcentaje promedio del area relativa de las dendritas
inmunomarcadas con MAP2 + EE, para cada grupo experimental. Las estrellas
sefalan diferencias estadisticas significativas entre individuos C y EP a cada
edad estudiada (n=4; *p<0.05; prueba t-student).

En HPC, la inmunotincién para MAP-2 en dicha regién hipocampal pudo
visualizarse en torno a los somas de las neuronas piramidales como también
en la matriz estriatal en forma de haces longitudinales. El analisis de la
inmunomarcacion para MAP2 present6 un resultado similar al observado CPF:
el EP indujo una reduccion del 27% en la inmunomarcacion de MAP2 en
relacion a la marca observada en individuos C de la misma edad (figura 1V.22;
T6=2.85, p=0.029).
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Figura 1V.22- Efectos del estrés prenatal (EP) sobre la inmunomarcacion
de dendritas con MAP2 en la region CA1 del hipocampo de ratas de 28
dias post-natales (DPN). C= control; P= capa de neuronas piramidales; SR=
estrato radiado. Se muestran dos fotos representativas tomadas al microscopio
Optico (aumento 20X) de la inmunomarcacién para MAP2 observada en cada
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grupo experimental. Los insertos muestran un detalle de la marca obtenida en
un aumento de 40X para cada grupo experimental. La barra de calibracién
sefala 100um. El grafico de barras muestra el porcentaje promedio del area
relativa de las dendritas inmunomarcadas con MAP2 * EE. La estrella sefala
diferencias estadisticas significativas entre individuos C y EP (n=4; *p<0.05;
prueba t-student).
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CAPITULO 4

ADMINISTRACION PRENATAL DE FLUTAMIDA Y SISTEMA
DOPAMINERGICO MESOCORTICO-LIMBICO EN RATAS
PREPUBERALES Y ADULTAS.

IV 4.1- EVALUACION DE PARAMETROS MATERNOS Y DE LA CAMADA.

Se estudio la ganancia de peso corporal diaria y la ganancia de peso corporal
total durante la gestacion en hembras prefiadas inyectadas con solucidon
vehiculo y con flutamida. La ganancia de peso corporal diaria se evalué al DG
12 y desde los DG 15 al 21. En ambos grupos experimentales, se observd un
aumento en la ganancia de peso corporal diaria conforme aumentaban los dias
de gestacion (F6=14.89, p<0.001 para factor dia gestacional). No obstante en
los DG 15, 18 y 20 la magnitud de la ganancia corporal diaria registrada en las
ratas pertenecientes al grupo FLU era menor que la obtenida en las ratas VEH
figura 1V.23; F(1 6=7.98, p= 0.0302 para factor tratamiento). No obstante, no se
registraron diferencias en la ganancia corporal total adquirida durante el
transcurso de la prefiez para ninguno de los dos grupos.

Como un control adicional, se comparé la ganancia de peso corporal diaria y
la ganancia de peso corporal total durante la prefiez de hembras inyectadas
con solucion vehiculo y de hembras que no habian sido perturbadas durante el
transcurso de la gestacion (control). No se obtuvieron diferencias estadisticas
significativas en la ganancia de peso corporal diaria entre tratamientos
(F1,5=0.58; p=0.4806, para factor tratamiento), pero se encontré que las ratas
VEH presentaban un reduccién del 15% en la ganancia de peso corporal total
durante el transcurso de la gestaciéon en comparacién a la ganancia de peso
corporal total registrada durante la gestacion de hembras C (T(5=2.65;
p=0.0452)

En la tabla IV.5 se presentan las -caracteristicas de las camadas
pertenecientes a los grupos VEH y FLU. No se hallaron diferencias estadisticas
significativas entre grupos experimentales en cuanto a la duracién de la
gestacion o el tamano de la camada. Tampoco se hallaron evidencias de
pérdida é malformaciones de miembros ¢ tejidos, en ninguna de las crias

recién nacidas. No fue posible determinar el sexo de las ratas recién nacidas
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pertenecientes al grupo FLU, ya que la distancia anogenital de todos los
individuos era similar (ver mas adelante). Recién hacia el DPN 4 el tamaro del
botdn genital de los machos y de las hembras habia crecido lo suficiente como
para poder distinguir de forma diferencial el sexo de los individuos.
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Figura IV.23- Ganancia corporal diaria (A) y neta (B) durante el transcurso
de la gestacion en hembras prefiadas expuestas a solucion vehiculo
(VEH), flutamida (FLU) o que permanecieron libres de perturbaciones (C)
durante la ultima semana de gestacion. (A) Los puntos representan la media
de la ganancia corporal diaria £ EE. Se obtuvieron diferencias significativas
debidas a los efectos de los factores: dia gestacional y tratamiento
experimental aplicado. Los grupos sin letras en comun son significativamente

diferentes entre si con p<0.05 (n=4; ANOVA de medidas repetidas- Tukey). (B)
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Las barras representan la media de la ganancia corporal neta durante la
prefiez + EE. Los grupos sin letras en comun son significativamente diferentes
entre si con p<0.05 (n=4; ANOVA de una via).

La Tabla IV.6 muestra los resultados obtenidos al analizar la ganancia del
peso corporal en las crias FLU y VEH. No se obtuvieron diferencias
estadisticas significativas entre grupos experimentales para ninguna de las
edades evaluadas, aunque una tendencia hacia un mayor peso corporal pudo
registrarse en individuos FLU de 75 dias de edad respecto al hallado en
machos VEH (p= 0.0523).

PARAMETRO EVALUADO VEHICULO FLUTAMIDA
DURACION DE LA GESTACION 9975 + 1,08 93 4 0.0
(dias)
TAMANO DE LAS CAMADAS 12.75+2.99 14 +2.45

Tabla IV.5- Caracteristicas de la camada. Se observa la duracién de la
gestacion en dias y el tamafio de la camada, expresados como valores

promedio + EE.

PESO CORPORAL VEHICULO FLUTAMIDA
DPN 1 6.67+1.03° 7.00+1.102
DPN 28 85.17 +12.02° 79.00 +4.00°
DPN 75 326.7 6.0 ° 348.8+7.6°

Tabla IV.6- Peso corporal de las crias macho pertenecientes a ambos

grupos experimentales, evaluado a diferentes edades. DPN= dias post

natales. Se observaron diferencias estadisticas significativas debidas al factor

edad. Los grupos sin letras en comun son significativamente diferentes entre si
con p<0.05. (n=6; p=0.0523; ANOVA de 2 vias).

IV 4.2- EVALUACION DE PARAMETROS DEL DESARROLLO SEXUAL DE

LAS CRIAS.

IV 4.2.1- Distancia anogenital.

La distancia anogenital de las crias pertenecientes a ambos grupos
experimentales se midié a los DPN 1, 10 y 21. En todas las edades
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consideradas para el experimento, la distancia anogenital de las crias hembras
FLU no present6 diferencias estadisticamente significativas al compararse con
la distancia anogenital registrada en las crias hembra VEH (F5=5.82,
p=0.0607 para hembras VEH vs hembras FLU). En cambio la distancia
anogenital en los machos expuestos prenatalmente a flutamida se observé
disminuida en comparacién a la distancia anogenital registrada en los machos
VEH de la misma edad (figuras IV.24A-C vs D-F y figura IV.24J; F(1 57)=168.2,
p<0.001 para factor tratamiento prenatal machos VEH vs machos FLU). Al
mismo tiempo, y en todas las edades evaluadas, la distancia anogenital de los
machos FLU presenté valores similares a los hallados en las hembras FLU
(figuras IV.24D-F vs G-l y figura IV.24J; F; 57=9.4x10°, p=0.9923 para factor
sexo machos FLU vs hembras FLU). Por ultimo, no se hallaron diferencias
estadisticas significativas en la distancia anogenital medida en hembras VEH 6
FLU.

Se registraron anomalias en la formacion del pene hacia el DPN 21 en los
machos FLU donde se observé que el mismo no se encontraba completamente
cerrado y el orificio uretral se hallaba ubicado mas basalmente y presentaba un
mayor diametro que el registrado en los individuos VEH (figura 1V.24C vs

figura IV.25F). Dicha anomalia se mantuvo hasta edades adultas inclusive.
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Figura 1V.24- Distancia anogenital observada en machos pertenecientes a
los grupos experimentales vehiculo (VEH) ¢ flutamida (FLU) y hembras
VEH a los dias postnatales 1 (A; D; G), 10 (B; E; H) y 21 (C; F; I). Las
flechas en (C) y en (F) senalan la morfologia diferencial del pene de un
individuo VEH vy la de otro FLU, respectivamente. En (J) las barras muestran la
distancia anogenital promedio + EE a lo largo del tiempo entre los individuos de
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los diferentes tratamientos prenatales. Se observaron diferencias estadisticas
significativas debidas al factor edad y al factor tratamiento prenatal. Los grupos
sin letras en comun son significativamente diferentes entre si con p<0.05 (n=6;
ANOVA de 2 vias- Tukey para machos VEH vs machos FLU y para machos
FLU vs Hembras).

IV 4.2.2- Descenso testicular.

El descenso testicular de los machos pertenecientes a los grupos VEH y FLU
fue evaluado a partir del DPN 21. La totalidad de los machos VEH analizados
completaba el descenso de ambos testiculos dentro de la bolsa del escroto
hacia el DPN 23, mientras que para la misma edad, sélo el 50% de los
individuos FLU completaban el descenso. Recién hacia el DPN 25 pudo
observarse que la mayoria de los individuos FLU completaban el descenso
testicular, sin embargo aun hacia el DPN 28 se registré una proporcion de
individuos que permanecian con el descenso completo. Dichas individuos
presentaban uno de los testiculos dentro del escroto, pero el otro en la cavidad
abdominal (figuras IV.25A y B) y el porcentaje de ratas que presentaban dicha
anomalia se mantuvo incluso hasta edades adultas (figuras IV.25C y D;
F1,5=12.09, p=0.0132 para factor tratamiento; Fz30=18.55, p<0.0001 para
factor edad). Por ultimo, se observd que los testiculos de los individuos FLU
poseian una menor irrigacién en comparacién a los testiculos de las ratas VEH
y que dicho patrén también se hacia evidente en crias adultas.

IV 4.2.3- Determinacion del indice érgano-somatico.

Se evalué el indice 6rgano-somatico del testiculo, epididimo, vesicula seminal
e hipdfisis de ratas VEH y FLU, de 28 y 75 dias de edad. Para el caso de ratas
adultas también se estudié el indice 6rgano-somatico de la prostata, que a
edades mas tempranas no pudo determinarse por ser muy dificultosa su
distincion. Se observaron diferencias estadisticas en el indice érgano soméatico
de la vesicula seminal de individuos de 28 como de 75 dias de vida, que
habian recibido flutamida prenatalmente. Se registr6 una hipotrofia en la
vesicula seminal de las ratas FLU (figura IV.26B; T)=-10.13, p=0.0005 VEH
vs FLU para vesicula seminal DPN 28; Tg)= 5.52, p=0.0015 VEH vs FLU para

vesicula seminal DPN 75).
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IV 4.3- EVALUACION DE NIVELES SERICOS DE TESTOSTERONA EN
INDIVIDUOS PREPUBERALES Y ADULTOS.

Se evaluaron los niveles séricos de testosterona en ratas VEH y FLU de 28 y
75 dias mediante RIA. No se hallaron diferencias estadisticas significativas en
las concentraciones de la hormona debidas al tratamiento prenatal recibido,
para ninguna de las edades examinadas (figura IV.27).

m

120 -
0 VEH

% de animales con descenso testicular
completo por camada

26
Edad (DPN)

Figura 1V.26- Efectos de la administracion prenatal de flutamida (FLU)
sobre el descenso testicular. DPN= dia postnatal; VEH= vehiculo. (A) la foto
corresponde a un individuo FLU de 28 dias de edad, donde se observa que el
testiculo izquierdo se encuentra descendido dentro de la bolsa del escroto,
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pero no asi el testiculo derecho. (B) La foto muestra este mismo efecto interno
en otro individuo FLU de 28 dias de edad (ver flechas negras). (C-D) Las fotos
corresponden a dos individuos adultos pertenecientes a diferentes grupos
experimentales. La flecha en (D) senala la presencia de criptorquidia en el
individuo FLU. (E) Las barras representan el porcentaje promedio de ratas por
camada con descenso testicular completo dentro de la bolsa del escroto + EE.
Se obtuvieron diferencias estadisticas significativas debidas al factor edad y al
factor tratamiento prenatal. Los grupos sin letras en comuln son
significativamente diferentes entre si con p<0.05 (n=4 camadas analizadas por
grupo; ANOVA de medidas repetidas- Tukey).

(A)

500-
VEH

FLU

450+
400+
3501
300+
ook K
250+
200

150+

Indice érgano somatico

100+
50

(B) . ™
Vesicula seminal v 4«
- I
v k'ﬂ A

&‘ ‘\\-{acullzils-’eminal

Figura IV.26- Efectos de la administracion prenatal de la flutamida (FLU)
sobre el indice 6rgano-somatico de testiculo, epididimo, vesicula seminal,
hipofisis y prostata de ratas de 28 y 75 dias postnatales (DPN).
VEH=vehiculo. (A) Las barras representan la media + EE del indice 6rgano-
somatico de cada 6rgano [donde el indice representa: (peso himedo del

organo/peso corporal del individuo)x 100]. Las estrellas sefialan la presencia
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de diferencias estadisticas entre ratas de diferentes tratamientos prenatales
(n=4; **p<0.001; prueba de t-student). (B) detalle de la vesicula seminal de un
individuo VEH y de otro individuo FLU, ambos de 28 DPN. La barra de
calibracién senala 1 cm. Nétese la hipotrofia de la vesicula FLU.
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Figura 1V.27- Efectos de la administracion prenatal de flutamida (FLU)
sobre los niveles de testosterona en suero de ratas de 28 y 75 dias
postnatales (DPN). VEH= vehiculo. Las barras representan el valor medio de
los ng de testosterona/ml de suero = EE (n=4; ANOVA de 2 vias). Los grupos

sin letras en comun son significativamente diferentes entre si con p<0.05
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IV 4.4- ESTUDIOS DE MORFOLOGIA NEURAL EN CEREBRO.

IV 4.4.1- Estudio de arborizaciones dendriticas empleando el marcador MAP2.

Se evalué la inmunomarcacion de la proteina de microtibulo MAP2 en CPF,
HPC y VTA con el objetivo de estudiar los efectos de la administracion prenatal
de flutamida sobre los procesos neuronales. De acuerdo a la incidencia del
corte, al area cerebral evaluada y a la edad del animal en la cual se estaba
realizando la evaluacién, la marca inmunopositiva para MAP2 pudo observarse
ya sea de forma esférica (contorneando los somas neurales) o en forma de

haces longitudinales.

Para CPF la marca inmunopositiva para MAP2 se evalu6 a la altura de las
laminas Il y 1l de la corteza, donde la misma pudo detectarse principalmente en
forma de haces longitudinales y al igual que lo observado al realizar el
experimento en ratas C y EP, en individuos de 28 dias de vida VEH y FLU
también pudo observarse contorneando los somas neurales. Para ambas
edades evaluadas, la administracion prenatal de flutamida indujo una reduccion
en el numero de procesos neuronales inmunomarcados con MAP2 (figura
IV.28). En ratas FLU de 28 dias de vida, se registr6 una disminucién del 16%
(Te)=-2.83, p=0.0298) mientras que la reduccion fue del 15% en ratas FLU
adultas en comparacion a lo observado por individuos VEH (T =-5.34,
p=0.0128).

En HPC, la marca inmunopositiva para MAP2 se evalu6 en la region CA1. La
inmunotincion para MAP-2 en dicha regién hipocampal pudo visualizarse en
torno a los somas de las neuronas piramidales como también en la matriz
estriatal en forma de haces longitudinales. El andlisis de la inmunomarcacién
para el marcador revelé que la administracion prenatal de flutamida también
inducia una reduccién en la marca en ambas edades evaluadas (figura 1V.29):
a 28 dias, la flutamida indujo una reduccién del 48% en la inmunomarcacion de
MAP2 (T)=-6.06, p=0.009), mientras que a 75 dias la disminucion fue del
20%en relacién a la marca observada en individuos VEH a las mismas edades
(Te)=-4.02, p=0.0101).

Por ultimo, la estimacion de procesos neuronales en VTA mediante la

inmunomarcacién con MAP2 arroj6 el mismo resultado que el obtenido en las
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otras areas cerebrales: la administracién prenatal de flutamida disminuia el
numero de dendritas inmunomarcadas a 28 dias como a 75 DPN (figura
IV.30). En VTA la marca pudo observarse como haces longitudinales. En
individuos prepuberales pertenecientes al grupo FLU, se observd una
reduccion del 24% en los niveles de MAP2 en comparacién a lo observado en
ratas VEH (T)=-4.89, p=0.0045). En ratas adultas FLU, la reduccion hallada
fue del 31% (T(=3.74, p=0.0097).
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Figura 1V.28- Efectos de la administracion prenatal de flutamida (FLU)
sobre la inmunomarcacion de dendritas con MAP2 en las laminas Il y Il
de la corteza prefrontal de ratas de 28 y 75 dias postnatales (DPN). VEH=
vehiculo. Se muestran fotos representativas tomadas al microscopio 6ptico
(aumento 20X) de la inmunomarcacién para MAP2 observada en cada grupo
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experimental. La marca positiva para el marcador pudo observarse
contorneando los somas neurales 6 como fibras longitudinales. La barra de
calibracién sefala 100um. El gréfico de barras representa el porcentaje
promedio del &rea relativa de las dendritas inmunomarcadas con MAP2 en
CPF * EE, para cada grupo experimental. Las estrellas sefalan diferencias
estadisticas significativas entre individuos VEH y FLU a cada edad estudiada
(n=4; *p<0.05; prueba t-student).
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Figura 1IV.29- Efectos de la administracion prenatal de flutamida (FLU)
sobre la inmunomarcacion de dendritas con MAP2 en la region CA1 del
hipocampo de ratas de 28 y 75 dias postnatales (DPN). VEH= vehiculol; P=
capa de neuronas piramidales; SR= estrato radiado; V= vaso sanguineo. Se
muestran fotos representativas tomadas al microscopio éptico (aumento 20X)
de la inmunomarcacion para MAP2 observada en cada grupo experimental. La

marca positiva para el marcador pudo observarse contorneando los somas
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neurales en la regién de neuronas piramidales 6 como fibras longitudinales en
el estrato radiado. La barra de calibracion sefiala 100um. El gréafico de barras
muestra el porcentaje promedio del éarea relativa de las dendritas
inmunomarcadas con MAP2 en la regién CA1x EE. Las estrellas senalan
diferencias estadisticas significativas entre individuos VEH y FLU (n=4;
**p<0.01; prueba t-student).
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Figura IV.30- Efectos de la administracion prenatal de flutamida (FLU)
sobre la inmunomarcacion de dendritas con MAP2 en el area tegmental
ventral (VTA) de ratas de 28 y 75 dias post-natales (DPN). VEH= vehiculo;
SN= substantia nigra. (A-B) Se muestra una foto panoramica y otra a mayor
magnificacion (aumentos 4X y 20X) del area estudiada. (C-F) Se muestran
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cuatro fotos representativas tomadas al microscopio éptico (Aumento 20X) de
la inmunomarcacién para MAP2 observada en cada grupo experimental. La
marca positiva para el marcador pudo observarse como fibras longitudinales en
la zona de VTA. La barra de calibracién sefala 100um. El grafico de barras
muestra el porcentaje promedio del area relativa de las dendritas
inmunomarcadas con MAP2 en VTA + EE. Las estrellas senalan diferencias
estadisticas significativas entre individuos VEH y FLU (n=4; **p<0.01; prueba t-
student).

IV 4.4.2- Cuantificacion de cuerpos neuronales NeuN*y TH".

Se cuantificé el numero total de neuronas dopaminérgicas en VTA de ratas
VEH y FLU de 28 y 75 dias. Para ello se utilizd6 un anticuerpo anti-NeuN
especifico de neuronas, que dio una marca nuclear de color verde homogénea
a lo largo de todo el corte histoldgico y un anticuerpo anti-TH especifico para la
enzima tirosina hidroxilasa (TH) marcador de células dopaminérgicas. La
marcacion para TH pudo observarse en el citoplasma de las células y en los
procesos neuronales de las mismas, de color rojo, a lo largo de toda el area
VTA y SN. Para ambos marcadores, el patron de marcacién observado fue
similar en las crias VEH y FLU de 28 y 75 DPN (figura IV.31): no se registraron
diferencias estadisticamente significativas entre grupos experimentales
respecto al nimero de células NeuN" (figura IV.32A). Por otro lado se llevo a
cabo la cuantificacién del numero de neuronas dopaminérgicas mediante la
cuantificacion de células que expresaban al mismo tiempo ambos marcadores.
Para ello se realizé una colocalizacion computacional de las imagenes
extraidas para cada marcador. Los resultados mostraron que los ratas FLU de
28 dias presentaban una reduccién del 35% en el porcentaje de neuronas
dopaminérgicas, en comparacién a las crias vehiculo de la misma edad (figura
IV.32B; T=-2.71, p=0.0329). Dicha diferencia no se observo en individuos
adultos.
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Figura 1V.31- Inmunofluorescencia doble mostrando la expresién de la
enzima tirosina hidroxilasa (TH) en rojo, el marcador neuronal NeuN en
verde vy la colocalizacion de ambos marcadores en el area tegmental
ventral (VTA) de ratas que recibieron prenatalmente vehiculo (VEH) 6
flutamida (FLU), de 28 y 75 dias post-natales (DPN). SN= substantia nigra.
(A-C) Se muestran fotos panoramicas del area VTA a un aumento 4X y como
se visualizaban ambos marcadores. (D-N) se muestran fotos de ambos
marcadores y la colocalizacion de los mismos para cada grupo experimental y
cada edad considerada a una magnificacion de 20X. Los insertos en (A-C)
muestran fotos en detalle a un aumento de 40X y en (C) se muestra en amarillo
(flecha blanca) un ejemplo de una neurona expresando ambos marcadores. La

barra de calibracion sefiala 100 um.
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Figura 1V.32- Efectos de la administracion prenatal de flutamida (FLU)
sobre el numero de células TH+ (A), NeuN+ (B) y sobre el porcentaje de
neuronas dopaminérgicas (C) en el area tegmental ventral de ratas de 28
y 75 dias postnatales (DPN). (A-B) Las barras representan la media del
numero de células expresando cada uno de los inmunomarcadores + EE. (C) el
numero de neuronas dopaminérgicas se obtuvo tras examinar el porcentaje de
células que expresaban ambos marcadores/total de neuronas *100. El gréfico
muestra el valor medio obtenido + EE. La estrella muestra la presencia de
diferencias estadisticas debidas al tratamiento prenatal (n=4; p<0.05, prueba t-
student).
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CAPITULO 1

CARACTERIZACION MATERNA Y DE LAS CAMADAS EN EL
MODELO DE ESTRES PRENATAL

V 1.1- EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE PARAMETROS
MATERNOS Y DE LA CAMADA.

Existe un amplio consenso que una exposicidn repetida y/o excesiva a
situaciones estresantes contribuyen a generar alteraciones en el organismo,
especialmente cuando suceden durante etapas tempranas del desarrollo
prenatal (Chrousos, 2009; Mastorci y col., 2009; Sandman y col., 2011). Por
otra parte la prefiez, el trabajo de parto y la lactancia son periodos de gran
actividad cerebral en las madres durante los cuales tiene lugar una serie de
comportamientos complejos y adaptaciones neurobiologicas, gracias a las
cuales pueden sobrellevar cada una de las etapas y a la vez asegurar la salud
de sus infantes (Darnaudery y col., 2004; Champagne y Meaney, 2006; Slattery
y Neumann, 2008).

Existen multiples modelos de estrés prenatal en roedores descriptos en la
literatura. En este trabajo de tesis se utiliz6 el protocolo descripto por Ward y
Weisz en 1984, quienes demostraron que la inmovilizacién de la madre durante
la ultima semana de gestacion, activa al eje HHA materno e interfiere con el
desarrollo de varios circuitos neurales y sistemas neuroendocrinos de la cria
(Ward y Weisz, 1984; Weinstock, 2001; Huizink y col., 2004; Mastorci y col.,
2009; Charil y col., 2010). Se ha demostrado que la exposicion a estrés por
inmovilizacién agudo o crénico en un individuo adulto (no gestante) produce
una disminucién en la ganancia de peso corporal que persiste hasta pasados
40 dias de concluido el estrés (Smagin y col., 1999). Este efecto ocurriria por la
accion catabolica de los glucocorticoides sobre la masa muscular y el tejido
adiposo, al mismo tiempo que la liberacion de CRH a nivel central inhibiria el
apetito (Smagin y col., 1999; Scherer y col., 2011). Coincidiendo con el grupo
de Darnaudery y colaboradores (2004), nuestros resultados muestran que la

exposicion a estrés por inmovilizacién durante la dltima semana de gestacién
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induce una reduccién en la ganancia de peso corporal materna durante la

prefiez (Darnaudery y col., 2004).

En relacidn a las caracteristicas de las camadas, el estrés prenatal por
inmovilizacion no produjo diferencias en la duracion de la gestacion, ni en el
tamafno de la camada. No se registraron malformaciones de miembros o
tejidos. El peso corporal de nacimiento de las crias estresadas tampoco se vio
afectado. Sin embargo, y al igual que lo descripto por otros autores (Vallee y
col., 1996), se hallé6 que las crias estresadas prenatalmente presentaban una
marcada reduccién en el peso corporal a los 28 dias de vida, respecto al
registrado en las ratas C. Al igual que el desarrollo cognitivo, el crecimiento
corporal de la cria esta sujeto a la influencia de multiples factores entre los
cuales se incluye el estado nutricional de la madre, la calidad de su leche, el
cuidado materno y la respuesta al estrés de su eje HHA (Tang y col., 2012).
Algunos autores han sugerido que el incremento en los niveles fisiolégicos de
glucocorticoides maternos como consecuencias del estrés durante la gestacion
genera un aumento de comportamientos del tipo “ansioso” y “depresivo” en las
madres que disminuyen significativamente el cuidado maternal (Darnaudery y
col.,, 2004; Champagne y Meaney, 2006). A su vez, la prolactina ha sido
propuesta como un factor esencial en la modulacién del eje HHA materno. Se
ha demostrado que la disminuciébn en los niveles séricos de prolactina
disminuye el cuidado maternal (Slattery y Neumann, 2008; Larsen y Grattan,
2012). Como una primera aproximaciéon a evaluar el estado del sistema de
estrés materno, se decididé analizar los niveles basales de corticosterona y de
prolactina maternas en suero tras dos semanas de haberse realizado el destete
para que el estrés de separacién de las crias no afectara los resultados. Si bien
el estrés gestacional no indujo diferencias estadisticamente significativas entre
los niveles séricos de ambas hormonas, la presencia de una tendencia hacia
un aumento en los niveles de corticosterona y hacia una reduccién en los
niveles de prolactina en las madres que habian sido expuestas al estrés
durante la gestacion nos llevaria a pensar de que posiblemente, de haberse
realizado la medicion durante el periodo de lactancia, los resultados podrian

haber sido otros.
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V 1.2- EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LA RESPUESTA AL
ESTRES AGUDO DE LA DESCENDENCIA.

Los efectos del estrés prenatal sobre el eje HHA de la descendencia han sido
muy estudiados y se ha demostrado que su funcionamiento se ve alterado
como consecuencia del estrés gestacional (Maccari y col., 1995; Weinstock,
2001; Huizink y col., 2004; Mastorci y col., 2009). En nuestro sistema,
observamos que la respuesta a un estrés agudo en crias EP de 28 dias fue
similar a la de los controles. Sin embargo los valores de corticosterona
registrados a las dos horas de recuperacion al estrés se hallaron por debajo de
los niveles basales, senalando una probable hiporeactividad en el eje HHA de
las crias EP. Por otra parte, no se registraron diferencias entre los niveles de
corticosterona basales de individuos C y EP a edades adultas. El andlisis de la
literatura muestra que algunos autores hallaron diferentes respuestas al estres
agudo en ratas adultas que fueron estresadas prenatalmente mostrando en
algunos casos, que éstos presentaban una mayor reactividad al estrés (Henry y
col., 1994; Weinstock, 2001; Morley-Fletcher y col., 2003; Darnaudery y col.,
2004; Mastorci y col., 2009). Si bien las discrepancias halladas con nuestros
resultados podrian estar relacionados al tipo de agente estresante al cual fue
expuesta la madre y a la duracidén en el tiempo de exposicién al mismo, y/o
también podrian depender de otros factores como la edad y el sexo del
individuo en el cual dichos efectos se analizaban (Koehl y col., 1999; Matthews,
2001; Huizink y col., 2004), nuestros resultados apoyarian la hipoétesis de que
el estrés gestacional podria estar induciendo un efecto “adaptativo” o
“protector” sobre la respuesta al estrés del individuo permitiéndole desempenar
una mejor respuesta al enfrentarse a situaciones novedosas (Pallares y col.,
2007).

Si bien la prolactina cumple principalmente su accion en procesos
reproductivos y comportamentales, tambien participa del mantenimiento de la
homeostasis ya que regula el sistema inmune, el balance osmético y la
angiogénesis. Su secrecion se encuentra controlada por una gran variedad de
estimulos provenientes del medio externo e interno del animal entre los cuales
se encuentra el estrés. Frente a la exposicibn a un agente estresante se

produce un incremento en la secrecidn de prolactina que estaria relacionado a
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su accién inmuno-moduladora sobre los efectos inducidos por el estrés. En
cambio, tras la liberacion de glucocorticoides como consecuencia de la
activacion del sistema de estrés, los niveles de prolactina se restituyen a los
niveles basales ya que éstos actuan directamente a nivel de los lactétrofos
hipofisarios inhibiendo su secrecién (Freeman y col., 2000; Jaroenporn y col.,
2007). Los resultados obtenidos en nuestro modelo mostraron que el patrén de
liberacién de prolactina de individuos EP expuestos al estrés agudo variaba
segun la edad en la cual se estaba realizando la observacion. A los 28 dias la
respuesta fue similar en ratas C y EP: luego de aplicar el estrés por
inmovilizacién los valores hormonales aumentaban, pero tras dos horas de
recuperacion al estrés sus valores se reestablecian a los basales. En cambio a
los 75 DPN, el patron de respuesta de liberacion de la hormona frente al estrés
agudo diferia significativamente entre grupos experimentales. Las ratas EP
presentaban una hiperprolactinemia en condiciones basales, y una
hipoprolactinemia luego de aplicarse la sesion de estrés agudo por
inmovilizacion. Estos resultados coinciden con los hallados por el grupo de
Kinsley y colaboradores (1989) en ratas adultas prenatalmente estresadas
donde los autores concluyen que el estrés prenatal produce una

hiporeactividad al estrés agudo.

La hiperprolactinemia se ha asociado a disfunciones en el eje HHA. Se ha
registrado que la adrenalectomia induce un incremento de prolactina que
puede ser revertido con la administracion exégena de glucocorticoides. Por otro
lado, se ha mostrado que la prolactina también actua sobre la glandula adrenal
regulando la liberacibn de corticosterona. La induccion de una
hipoprolactinemia inhibe la accion del eje HHA, mientras que la induccién de
una hiperprolactinemia ejerce una hipertrofia de la glandula adrenal (Freeman y
col., 2000; Jaroenporn y col., 2007).

La inhibiciobn en la liberacibn de prolactina como consecuencia de la
exposicibn a un estrés agudo ha sido descripta en individuos con
hiperprolactinemia, posiblemente como mecanismo protector. Dicha respuesta
inhibitoria también se ha descripto en otras situaciones fisiolégicas donde los

niveles basales de prolactina son muy elevados tales como el pico hormonal
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inducido en la fase de proestro en las hembras o en el pico nocturno de la
prefez o pseudoprefez (Freeman y col., 2000).

En nuestro trabajo, creemos que la hiperprolactinemia observada en las crias
EP adultas no se deberia a una disfuncion del eje HHA ya que no se
encontraron diferencias en los niveles de corticosterona basales entre
individuos adultos C y EP. Alternativamente, la hiperprolactinemia podria estar
relacionada a una disfuncion de la via dopaminérgica encargada de modular la
liberacién de la prolactina. Si bien esta descripto que el estrés prenatal altera
las vias dopaminérgicas mesencefalicas, aun no se han descripto sus efectos
sobre la via tuberoinfundibular. Nuestros resultados serian una evidencia
indirecta de la existencia de la presencia de una desregulacidén en la inhibicién
ténica de dicha via en individuos EP que alteraria la liberacién de la DA,
produciendo una mayor liberacion de prolactina en condiciones basales.

Es importante senalar que la relevancia fisioldégica del aumento registrado en
las concentraciones basales de prolactina en este trabajo podria estar
relacionada con la accion moduladora que la hormona ejerce sobre el eje HHT
Si bien la prolactina es necesaria para una funcion testicular adecuada se ha
demostrado que en exceso, ejerce efectos inhibitorios sobre el eje reproductor
(Waeber y col., 1983).

V 1.2- CONCLUSIONES DEL CAPIiTULO 1.

Estudios previos han demostrado que la prefiez y la lactancia son dos
periodos de gran vulnerabilidad al estrés tanto para la madre como para el feto.
En la madre, el estrés gestacional se ha asociado al desarrollo de
comportamientos del tipo “depresivo” o “ansioso” y a una disfuncion del eje
HHA. En la descendencia, las consecuencias inducidas por el estrés sobre el
eje han mostrado depender del tipo de estrés aplicado y de la duracion en el
tiempo del mismo. El protocolo de estrés utilizado en este trabajo, que consiste
en inmovilizar a la madre durante la udltima semana de gestacion, indujo una
reduccion en la ganancia de peso corporal de la madre durante la gestacién. Si
bien no hemos evaluado parametros de comportamiento maternal es
interesante destacar que las crias EP mostraron el mismo peso de nacimiento

que las crias C, pero luego de 28 dias el peso corporal de las mismas se
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encontraba disminuido en comparacion al registrado en los individuos controles
de la misma edad. Este resultado estaria sugiriendo que la calidad del
comportamiento maternal de las madres que fueron estresadas durante la
gestacion podria haber sido deficiente, y que por dicha razén se observa una

reduccion en la ganancia de peso de su cria.

Por otra parte, la respuesta del eje HHA de la descendencia parecia no verse
practicamente afectada por la exposicion temprana al estrés. La liberacion de
corticosterona luego del estrés agudo registrada en individuos prepuberales y
adultos fue similar entre las ratas de ambos grupos experimentales. No
obstante la recuperacién al estrés en individuos EP de 28 dias fue mayor que la
de los controles, sugiriendo que probablemente el estrés prenatal estaria
confiriendo una ventaja adaptativa sobre la respuesta individual y adaptacion al

estrés frente a situaciones que pudieran representar un riesgo.

Por dltimo, se encontré que los individuos prenatalmente estresados
presentaban una hiperprolactinemia basal, hiporeactiva al estrés agudo. No
existen en la literatura antecedentes sobre los efectos del estrés gestacional
sobre la liberacibn de prolactina, pero nuestros resultados nos estarian
indicando que la hiperprolactinemia encontrada podria estar relacionada con
las disfunciones en los niveles hormonales del eje HHT halladas en nuestro

sistema.
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CAPITULO 2

ESTRES PRENATAL Y EL EJE HIPOFISARIO-TESTICULAR DE
LA DESCENDENCIA

V 2.1- EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE PARAMETROS DEL
DESARROLLO SEXUAL DE LAS CRIAS.

La evaluacién de parametros de la morfometria sexual externa tales como la
distancia anogenital y el descenso testicular en la bolsa del escroto, permite
obtener informacién de una forma rpida y poco invasiva de paradmetros del
desarrollo durante la ventana temporal donde tiene lugar la diferenciacion
sexual del cerebro. La observacion y analisis de la distancia anogenital
permiten inferir si las concentraciones de andrégenos durante dicha etapa del
desarrollo fueron las apropiadas (Goto y col., 2004). Por otra parte, las
caracteristicas del descenso testicular otorgan informacién acerca del estado
del eje HHT fetal (Hughes y Acerini, 2008; Scott y col., 2009). En la mayoria de
los mamiferos el testiculo debe descender desde el abdomen hacia una
posicion extracorpdrea para proveer de esta manera una menor temperatura
que permita el desarrollo de la espermatogénesis. En la rata, este evento
sucede en dos fases, una de las cuales es controlada por los picos perinatales
de andrégenos (Hughes y Acerini, 2008). Al mismo tiempo, en los fetos macho,
el correcto funcionamiento del eje HHT fetal es necesario para el crecimiento
del pene y para el adecuado descenso testicular (Scott y col., 2009). Estudios
realizados en ratas han demostrado que la produccién deficiente de
testosterona durante la ventana temporal critica de la masculinizacién del
cerebro fetal inducen deso6rdenes en la masculinizacion que incluyen
malformaciones en el pene, criptorquidia, poco desarrollo de la préstata y una
distancia anogenital reducida (Scott y col., 2009). Los resultados obtenidos en
este trabajo mostraron que el estrés prenatal indujo una reduccién en la
distancia anogenital en machos al DPN 1 y 21 y un retraso de dos dias en
completar el descenso testicular de ambos testiculos en la bolsa del escroto en
comparacién al tiempo requerido para los individuos C. Estos resultados
confirman y extienden trabajos previos del laboratorio (Barros y col., 2004), a la
vez que coinciden con otros estudios que han hallado alteraciones en la
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organizacion de la genitalia masculina debida a la presencia de insultos
prenatales (Shono y Suita, 2003; Gerardin y col.,, 2005). Mas aun, se ha
demostrado que ambos parametros también se ven alterados como
consecuencia de la exposicion prenatal de anti-andrégenos durante los dias
gestacionales 14 al 19 (Gray y col., 2001; Vinggaard y col., 2005; Hughes y
Acerini, 2008). Dichas evidencias senalan una correlacion directa entre los
picos de testosterona embrionarios durante los dias 18.5-19.5 de gestacion y el
desarrollo de caracteristicas morfométricas, sugiriendo que el estrés prenatal
estaria interfiriendo con dicho pico de testosterona.

V 22- EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LAS
CONCENTRACIONES SERICAS DE HORMONAS DEL EJE HIPOFISARIO-
TESTICULAR.

V 2.2.1- Efectos del estrés prenatal sobre la liberacidén de gonadotrofinas.

Tanto la produccion de espermatozoides como la secrecion de hormonas
testiculares dependen de la estimulaciéon de las gonadotrofinas FSH y LH. La
FSH juega un rol muy importante en el desarrollo y maduracién de los
testiculos hacia su estado adulto. Su secrecion es negativamente regulada por
la hormona testicular inhibina, testosterona y estradiol (McLachlan y col., 2002;
Whirledge y Cidlowski, 2010). Durante la pubertad, a medida que los testiculos
van madurando y los niveles de testosterona sintetizados por éstos se
incrementan, las concentraciones en suero de la FSH van disminuyendo. Por
otra parte, el aumento en los niveles de LH durante la pubertad controla la
sintesis testicular de testosterona. Los resultados obtenidos en este trabajo
mostraron que el estrés prenatal redujo las concentraciones de FSH y LH en
ratas prepuberales. Este efecto sobre la LH también se observd en individuos
de 75 dias.

El patron de liberacibn de gonadotrofinas por parte de la hipofisis es
establecido desde la vida fetal, durante la ventana temporal de la diferenciacién
sexual del cerebro. Alteraciones durante esta etapa generan disfunciones en el
patron sexual caracteristico de liberacion de gonadotrofinas (McCarthy, 2011).
En ratas se ha mostrado que el estrés prenatal durante la Ultima semana de
gestacion genera una reduccién en los niveles de LH fetales a los 19 dias de
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gestacion (Weinstock, 2001; Shono y Suita, 2003) que seria causada por el
aumento en los niveles de CRH maternos como consecuencia del estrés que a
su vez inducen efectos inhibitorios sobre la produccién de GnRH. De esta
manera menores cantidadades de GnRH fetales modularia diferencialmente la
formacién del eje HHT generando consecuencias a largo plazo sobre su
funcionamiento (Shono y Suita, 2003). Nuestros resultados coinciden con lo
observado por el grupo de Rodriguez y colaboradores quienes demostraron
que el estrés prenatal induce una reduccion en los niveles de LH en ratas
adultas (Rodriguez y col., 2007). No hemos encontrado antecedentes sobre los
efectos a largo plazo del estrés prenatal sobre los niveles de FSH.

V 2.2.2- Efectos del estrés prenatal sobre la liberacibn de andrégenos

testiculares.

Las concentraciones apropiadas de testosterona durante la pubertad son
necesarias para el inicio y el mantenimiento de la espermatogénesis (Russell y
col., 1998), pero también, para la aparicion y el mantenimiento de caracteres
sexuales secundarios y el remodelado del cerebro durante la pubertad
(McLachlan y col., 2002). No obstante, varios de los efectos de la testosterona
son mediados por su metabolito DHT, la cual puede ser reversiblemente
oxidada a Diol tanto en testiculos como en otros tejidos, incluyendo al cerebro
(Auchus, 2004). Esta conversion metabdlica es considerada como una forma
de inactivar DHT pero a la vez, como una fuente de DHT cuando las
concentraciones de la hormona son inapropiadas (Naess y col.,, 1975;
Pettersson y col., 2009). Si bien la testosterona es el andrégeno predominante
producido en los testiculos maduros, la DHT y el Diol son los esteroides
dominantes en los testiculos inmaduros desde estadios neonatales hasta la
pubertad (Podesta y Rivarola, 1974; Tapanainen y col., 1984; Killian y col.,
2003; Auchus, 2004).

Los resultados de este trabajo mostraron que el estrés prenatal indujo
modificaciones a largo plazo en las concentraciones séricas de los diferentes
andrégenos evaluados. Por un lado, se registré un incremento en los niveles de
andrégenos totales en suero (testosterona + DHT) en las ratas EP para todas
las edades consideradas. Ademas, se registr6 un incremento en las
concentraciones de Diol en individuos de 28 y 45 dias de edad, prenatalmente
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estresados. Por ultimo, se hallé una reduccién en las concentraciones séricas

de testosterona en individuos adultos.

Los efectos del estrés prenatal sobre los niveles en circulacién de
testosterona en las crias adultas ha sido estudiado por varios autores cuyos
hallazgos fueron similares a los encontrados en este trabajo (Weinstock, 2001;
Shono y Suita, 2003; Ward y col., 2003; Gerardin y col., 2005; Rodriguez y col.,
2007). A su vez, el decremento en las concentraciones de testosterona
coincide con la disminucidén registrada en los niveles de LH en ratas EP
adultas.

El aumento en los niveles de andrégenos totales (testosterona+DHT)
concomitantemente con la reduccion en la concentracion sérica de testosterona
en crias EP, nos indujo a pensar que el aumento de androgenos totales podria
deberse a un incremento en la conversién de testosterona a DHT. Como una
primera aproximacién hacia la evaluacién de lo anterior, se analizaron los
niveles de ARNm de ambas isoformas de la enzima 5aR, responsable de la
metabolizacion de la testosterona a DHT, en homogeneizados de testiculo de
ratas prepuberales y de ratas adultas. El incremento hallado en los niveles de
ARNm de Srd5a1 en ratas EP de 28 dias apoyaria la teoria de que el aumento
en los niveles de androgenos totales seria a expensas de DHT. Por otra parte,
siendo que la DHT se convierte reversiblemente a Diol, el incremento hallado
en los niveles de este ultimo metabolito en los individuos EP jévenes a su vez

también apoyaria lo anterior.

Alternativamente, se ha descripto que el Diol puede ser sintetizado a traves
de una segunda via que no involucra testosterona como un sustrato intermedio
(Auchus, 2004). Se podria especular que en la cria joven EP, el Diol se podria
sintetizar por esta via alternativa como un mecanismo compensatorio a la
disminucién en los niveles circulates de las hormonas estimulatorias LH y FSH
registrada en dichos individuos.

V 2.2.3- Efectos del estrés prenatal sobre el rol de la prolactina en la liberacion

de gonadotrofinas y andrégenos testiculares.

Como se expuso previamente, los individuos EP de 75 dias de edad

presentaron una reduccidon en las concentraciones séricas de LH y de
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testosterona. A la vez, y en linea con estos resultados, los individuos adultos
que habian sido expuestos a estrés durante la gestacién también presentaron
elevadas concentraciones basales de prolactina. La accion de la prolactina en
el eje reproductor tiene lugar principalmente en el testiculo, donde controla el
funcionamiento de la actividad testicular y la sintesis de la testosterona. La
prolactina actia a nivel de las células de Leydig donde aumenta la expresion
de los receptores a LH. Se ha descripto que un exceso de prolactina genera
efectos inhibitorios sobre la reproduccidn masculina: la induccién de
hiperprolactinemia en ratas mediante el implante de prolactinomas 6 mediante
la administracion de sulpiride (antagonista dopaminérgico) ha mostrado generar
atrofia testicular, una reduccion en el numero de receptores de LH, supresion
en el patron secretor de gonadotrofinas y una disminucién en los niveles
circulantes de testosterona (Waeber y col., 1983; Bartke, 2004). De esta
manera, el aumento observado en las concentraciones de prolactina en
individuos EP adultos contribuiria a la desregulacién del eje reproductor. Los
resultados obtenidos permitirian postular que el estrés prenatal no solo
ejerceria una alteracién en la comunicacién hipéfiso-testicular alterando los
niveles hormonales a lo largo de la vida del individuo, sino que también
pareceria producir una desregulacién del eje reproductor a largo plazo,
interfiriendo con las funciones moduladoras que otros ejes enddcrinos ejercen

sobre el eje HHT como lo es la liberacién de prolactina.

V 23- EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LA
HISTOMORFOMETRIA TESTICULAR DE LA DESCENDENCIA.

Las células de Leydig expresan receptores para glucocorticoides desde la
etapa fetal hasta la vida adulta, motivo por el cual se ha postulado que dichas
células serian vulnerables a la accién de los esteroides adrenales cuando éstos
se encuentran en exceso. En coincidencia con las investigaciones que han
mostrado que los glucocorticoides disminuyen la tasa de mitosis de las células
de Leydig y que ademas inducen apoptosis (Gao y col., 2002; Pedrana y col.,
2008), los resultados obtenidos mostraron que el estrés prenatal indujo una
disminucién a largo plazo en el nimero de células de Leydig por cm®.

Por otra parte, se evaluaron los efectos del estrés prenatal sobre la

maduracion del epitelo germinal del tubulo seminifero utilizando el criterio de
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clasificacion de Johnsen (Johnsen, 1970). Los resultados obtenidos mostraron
que el estrés aplicado durante la gestacion indujo un avance en los estadios de
maduracion del epitelio germinal en individuos de 35 y de 60 dias de edad. Al
mismo tiempo, el incremento en el diametro tubular medio de tubulos
seminiferos de ratas EP confirmaria lo anterior ya que a mayor cantidad de
células en estadios espermatogénicos avanzados, mayor es el diametro

tubular.

El proceso de espermatogénesis depende de la estimulacion ejercida por la
FSH en el testiculo. Debido a que en nuestro trabajo las concentraciones
séricas de la gonadotrofina se encontraron disminuidas en individuos EP
prepuberales, se especuldé que tal vez otro mecanismo adicional a la
estimulacién ejercida por FSH podria estar participando en este avance en la
maduracion del epitelio germinal inducido por el estrés prenatal. En efecto,
algunos autores han demostrado que la espermatogénesis podria ser iniciada y
mantenida en ausencia aparente de la estimulacion ejercida por la FSH
(Russell y col., 1998; McLachlan y col., 2002; O'Shaughnessy y col., 2010).
Estudios previos demostraron que el bloqueo de la accién androgénica en los
testiculos ya sea mediante la administracién de un antagonista del AR, o por la
supresion intratesticular de LH o testosterona, inducia un aumento significativo
en la concentracion testicular de DHT y de Diol mediante la regulacion positiva
de la actividad de las enzimas 5aR. Dichas ratas producian espermatozoides a
pesar de la supresion hormonal (McLachlan y col., 2002). Por otra parte
experimentos en los cuales se realizaban implantes intratesticulares con DHT
demostraron que cuando el metabolito se encontraba en exceso, reducia los
niveles séricos de LH y disminuia las concentraciénes de testosterona intra-
testiculares. Al mismo tiempo se ha mostrado que la DHT es mas efectiva que
la testosterona en mantener la espermatogénesis cuando ambas son
administradas (en concentraciones comparables) de manera intra-testicular
(Chen y col., 1994). Asimismo la DHT y el Diol, pero no la testosterona, han
mostrado estimular la tasa meiética en las espermatogonias (Chemes y col.,
1976; Kilian y col.,, 2003). Se ha observado que la primera ola
espermatogénica en la rata coincidia con los picos de actividad de ambas
isoformas de la 5aR y con los picos de concentraciones intra-testiculares de los
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metabolitos producidos por su accion. No asi con los picos de la testosterona.
En conjunto, estas observaciones también apoyarian la teoria de que en
nuestro sistema el aumento de Diol y de andrdégenos totales, como
consecuencia de una regulacion positiva de la enzima 5aR1, serian los
responsables del avance en la espermatogénesis observado incluso a pesar de
la reduccién en los niveles de gonadotrofinas y del numero de células de
Leydig también registrados en nuestro sistema. Por el momento no disponemos
de evidencias experimentales acerca de si dicho avance en la produccién de
espermatozoides podria significar alguna anticipacion de las funciones
reproductivas. Tampoco se han realizado analisis de la cantidad o calidad del

esperma producido por las crias adultas.

Ademas de la informacion genética los factores ambientales juegan un rol
muy importante en el remodelado de diferentes fenotipos y de la capacidad
reproductiva que tendra el individuo. La desnutricibn materna y el estrés
gestacional han mostrado ser sefiales de gran importancia durante el desarrollo
fetal. Desde el punto de vista evolutivo si las condiciones del medio externo son
hostiles y la supervivencia representara un riesgo, seria entonces muy
ventajoso para la especie programar al eje reproductivo a modo de asegurar un
avance en la maduracion del mismo, incluso a expensas de que el crecimiento
corporal no sea aun el adecuado. Seria posible pensar que el bajo peso
corporal registrado en la prepubertad, el aumento en las concentraciones de
andrégenos totales y el avance en la espermatogénesis seria una respuesta
adaptativa que permitieran a los individuos prenatalmente estresados anticipar
su capacidad reproductiva cuando las condiciones externas son hostiles, como
fuera discutido por el grupo de Schépper y colaboradores.(Schopper y col.,
2012).

V 2.4- EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS RECEPTORES
TESTICULARES A HORMONAS SEXUALES.

V 2.4.1- Efectos del estrés prenatal sobre el AR.

Teniendo en cuenta nuestros resultados sobre los niveles circulantes de
gonadotrofinas y andrégenos en ratas EP se decidi6 explorar en mayor
profundidad los efectos del estrés prenatal sobre el estado del AR en el
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testiculo. En una primera instancia se observd que la expresion proteica del
receptor solamente se encontraba afectada por el estrés gestacional en
individuos EP adultos. Este resultado coincidia con los menores niveles de
testosterona y de LH circulantes en suero observados en nuestro sistema. Sin
embargo el analisis de niveles de ARNm del receptor mostro que las ratas
prepuberales, no asi las adultas, que habian sido expuestas a estrés
gestacional presentaban mayores niveles de mensajero que las controles. Al
mismo tiempo una mayor inmunoreactividad en las células de Sertoli fue
observada al DPN 35 de ratas EP, sugiriendo una mayor expresion del receptor
en dichas células. Se ha encontrado que la expresién del AR en las células de
Sertoli (no asi, en las células de Leydig o peritubulares), es esencial para la
accion androgénica sobre la estimulacién de las espermatogonias y el
desarrollo de los espermatocitos en ratas con el gen del receptor AR silenciado
en cada uno de los tres tipos celulares (Rey y col., 2009; O'Shaughnessy y col.,
2010). Estas observaciones apoyarian la hip6tesis de que un aumento en el
namero de metabolitos derivados de la 5a-reduccién de la testosterona
presente en ratas puberales, en combinacién con un aumento de la expresion
del AR en las células de Sertoli, podria ser responsable del avance en la
maduracién de tipos celulares especificos, de esta manera acelerando el

proceso de espermatogénesis.

V 2.4.2- Efectos del estrés prenatal sobre los niveles de ARNm del Esri, Esr2y
Cyp19.

Por dltimo si bien los androgenos cumplen un rol principal en la maduracién
del epitelio germinal y en la regulaciéon endocrina de la espermatogénesis, los
estrogenos también juegan un papel muy importante en el desarrollo y
mantenimiento de la funcién reproductiva y la fertilidad. Se ha sugerido que un
balance adecuado entre andrégenos y estrégenos seria necesario para
mantener la funcidén reproductiva (Lucas y col., 2011). La accién de la enzima
P450 aromatasa cataliza la transformacién irreversible de andrégenos en
estrogenos. Esta enzima se ha registrado en el reticulo endoplasmatico de
numerosos tejidos de vertebrados y en particular, en los testiculos de los
mamiferos, en diferentes tipos celulares variando de acuerdo a la edad del

individuo. En ratas inmaduras, su localizacion se ha registrado principalmente
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en las células de Sertoli, mientras que en adultos se localiza principalmente en
las células de Leydig. Asimismo también se ha encontrado que las células
germinales de individuos adultos también son una fuente de aromatasa
(Carreau y col., 2003). En este trabajo de tesis, no se hallaron diferencias entre
grupos experimentales para ninguna de las edades evaluadas en cuanto a los
niveles de ARNm de la enzima.

Por otra parte los estrdgenos ejercen su accidon mediante la union a los ER
especificos, que a su vez modulan la transcripcion de genes especificos. La
expresion de ambas isoformas varia segun el tejido, estado de desarrollo y
edad del individuo. En ratas se ha reportado que la expresién de los ARNm de
ambos ERs no cambia en homogeneizados totales de testiculos de 10 a 30
dias de vida, mientras que sus niveles incrementan en ratas desde 30 a 70
dias. En ratas adultas la expresion del ARNm del Esr1 se ha registrado mas
elevada en el tubulo seminifero que en el compartimento intersticial, mientras
que la expresion del Esr2 se expresa por igual en ambos compartimentos
testiculares (Lucas y col., 2011). En nuestro sistema, el estrés prenatal no
generd efectos en la expresion de mensajero de ambas isoformas del receptor,
para ninguna de las edades contempladas. A pesar de no haberse cuantificado
los niveles de estrogenos en circulacion en los individuos prenatalmente
estresados, estos resultados indicarian que al menos la expresién de la
maquinaria de sintesis y accion de estrogenos en el testiculo de las crias EP no
se veria afectada por el estrés prenatal, al menos en las dos edades tenidas en

cuenta.
V 2.5- CONCLUSIONES DEL CAPITULO 2.

Los efectos del estrés prenatal sobre la actividad del eje reproductor han sido
ampliamente explorados y se han registrado alteraciones que van desde el
patron de liberacibn de hormonas sexuales hasta modificaciones en el
comportamiento reproductor de la descendencia (Shono y Suita, 2003;
Gerardin y col., 2005; Scott y col., 2009; Kapoor y Matthews, 2011). La accién
inhibitoria de los glucocorticoides sobre los picos perinatales de testosterona y
de enzimas esteroideogénicas ha mostrado ser los responsables de la
femeinizacion del comportamiento sexual de los machos, asi como también, de

la induccién de alteraciones en el funcionamiento del eje HHT (Ward y Weisz,
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1984; Gao y col., 2002; Hardy y col., 2005; Scott y col., 2009). No obstante los
efectos a largo plazo del estrés prenatal sobre los perfiles hipofisarios y
testiculares, asi como también sobre el funcionamiento testicular, han sido
poco explorados. Los resultados expuestos en este trabajo sefalan que el
estrés maternal durante la Ultima semana de gestacién induce consecuencias a
largo plazo sobre el sistema reproductor masculino de la descendencia. En
especial el patrén de liberacion de hormonas hipofisarias y testiculares, asi
como también, el desarrollo testicular serian principalmente afectados por el
estrés prenatal. Las alteraciones halladas en los parametros de la morfologia
sexual externa de las ratas EP, tales como la menor distancia anogenital y el
retraso en el descenso testicular, indicarian que durante la ventana temporal
critica del desarrollo sexual del cerebro los niveles de andrégenos en
circulacion fueron insuficientes. De esta manera, el eje HHT podria haber
sufrido alteraciones en su formacion y por esta razén los patrones de
liberaciones hormonales podrian verse modificados en los individuos
prenatalmente estresados. En este aspecto, los resultados obtenidos en
nuestro trabajo mostraron que el estrés prenatal indujo un aumento en las
concentraciones de andrégenos totales (testosterona+DHT) en todas las
edades evaluadas. Al mismo tiempo en individuos prepuberales el estrés
prenatal indujo una disminucion en los niveles de gonadotrofinas, aumenté las
concentraciones séricas de Diol e indujo un incremento en los niveles
testiculares de ARNm de la enzima 5aR1 y del AR. Durante la pubertad, el
estrés prenatal produjo un avance en la maduracién del epitelio germinal del
testiculo de las crias EP, junto a una mayor inmunomarcacién para el AR en las
células de Sertoli y niveles aumentados de Diol. Por ultimo, en individuos
adultos, el estrés prenatal produjo una reduccién en los niveles de LH y
testosterona que a su vez coincidirian con los efectos negativos sobre el eje
reproductor inducidos por la hiperprolactinemia registrada en dichos individuos
adultos.

Podria postularse que el incremento en los niveles de Diol y de andrégenos
totales, conjuntamente al aumento en los niveles del AR en las células de
Sertoli, podrian ser los responsables del avance en la espermatogénesis
hallada en los individuos prenatalmente estresados. Dicho avance a su vez
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podria pensarse como una estrategia evolutiva ya que la percepcion
intrauterina del estrés seria traducida al feto como una sefal de “ambiente
hostil”. De esta manera los mecanismos que desencadenan la reproduccion

podrian anticiparse asegurando la preservacion de la especie.
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CAPITULO 3

ESTRES PRENATAL Y SISTEMA DOPAMINERGICO
MESOCORTICO-LIMBICO EN RATAS PREPUBERALES Y
ADULTAS

El sistema dopaminérgico mesocorticolimbico esta asociado a funciones
cognitivas y a diversos comportamientos que tienen que ver con la percepcion
del entorno, los estados de animo vy la integracién entre la voluntad con la toma
de decisiones. La exposicidn ante una situacion de estrés en forma aguda
interfiere con la sintesis, la liberacion y el metabolismo de la DA, mientras que
la exposicidn a situaciones de estrés en forma crénica originan cambios del tipo
adaptativos en el funcionamiento del sistema (Cabib y Puglisi-Allegra, 1996).
Se ha descripto que las crias de ratas expuestas a diferentes agentes
estresantes durante la ultima semana de gestacién presentaban un retraso en
el desarrollo motor temprano, menor capacidad adaptativa frente a situaciones
estresantes, modificaciones en el comportamiento sexual y déficits de
aprendizaje (Weinstock, 2001; Huizink y col., 2004). Muchas de estas
situaciones se han atribuido a alteraciones en diversos puntos de la
neurotransmision dopaminérgica (Fride y Weinstock, 1989; Henry y col., 1995;
Diaz y col., 1997). Por esta razdn, varios autores han sugerido que las
alteraciones en dichas vias como consecuencia del insulto perinatal estarian
asociadas a la incidencia en psicopatias tales como la esquizofrenia, el ADHD
y adiccién a sustancias de abuso (Deutch, 1993; Weinstock, 2001; Kinney vy
col., 2008). Si bien los efectos del estrés prenatal sobre el cerebro en desarrollo
de la descendencia son inmediatos, también se ha descripto que algunos de
los cambios inducidos por el estrés se pondrian de manifiesto a largo plazo. El
cerebro adquiriria una mayor vulnerabilidad al desarrollo de psicopatias durante
etapas criticas del desarrollo y la maduracion cerebral, como por ejemplo la
adolescencia (Diaz y col., 1997). En efecto, varias de las disfunciones en el
sistema dopaminérgico inducidas por el estrés prenatal se manifiestan en
periodos anteriores o posteriores a dicha etapa (Henry y col., 1995; Diaz y col.,
1997; Silvagni y col., 2008; Katunar y col., 2010) sefialando que las hormonas
gonadales podrian estar cumpliendo un rol muy importante en este aspecto
(Huttenlocher, 1979).
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Teniendo en cuenta el desbalance hallado en los niveles de andrégenos en
circulaciéon en crias EP, estudiamos el rol activacional de las hormonas
sexuales sobre un sistema dopaminérgico mesocérticolimbico ya

vulnerabilizado por la exposicion al insulto prenatal.

V 3.1- EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS RECEPTORES A
HORMONAS SEXUALES EN CEREBRO.

Los efectos del estrés prenatal sobre la morfologia de areas cerebrales
sexualmente dimorficas, la distribucion de los receptores a estrégenos en el
hipotadlamo y el comportamiento sexual de la cria macho han sido ampliamente
descriptos en ratas (Henry y col., 1996; Weinstock, 2001; Gerardin y col.,
2005). Sin embargo, los efectos del estrés gestacional sobre la expresion de
receptores a hormonas sexuales en areas cerebrales extra-hipotaldmicas han
sido poco explorados. Nuestros resultados mostraron que de los tres
receptores a hormonas sexuales evaluados solamente se vid afectada por el
insulto prenatal la expresion del ERa, donde se registré una disminucion en los
niveles proteicos del mismo tanto en la CPF como en el HPC de individuos
adultos. En esta ultima area, también se observd que el estrés prenatal indujo

una reduccion en los niveles de mensajero para el receptor.

El rol de los estrégenos sobre el SNC ha sido muy estudiado durante los
ultimos afnos. Ademas del rol organizacional sobre el cerebro, se ha
demostrado que los estrogenos participan en la proteccién de estructuras
neurales previniendo la muerte celular e induciendo efectos antioxidantes en
diversos modelos experimentales de dafo neural. También se ha observado
que los estrégenos promueven el desarrollo de arborizaciones dendriticas y
sinaptogénesis. Por ultimo han sido estudiados como posibles agentes de uso
terapéutico en pacientes con enfermedades mentales o neurodegenerativas
(McEwen y Alves, 1999; Kuppers y col., 2000; Solum y Handa, 2002; Wilson y
col., 2011). Tanto en la CPF como en el HPC, la accion de los estrogenos
sobre la modulacién de la cognicion y la promocion de procesos neurales seria
inducida mediante su unién al ERa, cuya presencia se ha registrado en los
somas de las neuronas piramidales corticales e hipocampales. Ademas en el
HPC la presencia del receptor también se ha encontrado en las células de la
glia (McEwen y Alves, 1999; Solum y Handa, 2002; Wilson y col., 2011). La
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disminucién en los niveles de estrégeno en el HPC se ha relacionado con una
reduccion en los procesos de potenciacion a largo plazo, una menor
adquisicién de la memoria espacial en la prueba del water maze y una menor
memoria de trabajo (McEwen y Alves, 1999). Uno de los probables
mecanismos mediante los cuales los estrégenos podrian influir sobre el
desarrollo de procesos neuronales es por su accidén estimulante sobre la
expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, de sus siglas en
inglés: brain-derived neurotrophic factor) durante el desarrollo cerebral de la
rata. Este factor es importante para la supervivencia y el crecimiento neural ya
que regula el crecimiento axonal y dendritico, a la vez que interviene en la

transmision sinaptica (Solum y Handa, 2002).

De esta manera, la accion benéfica de los estrogenos sobre la modulacién de
procesos cognitivos y morfologia neural en los machos adultos prenatalmente
estresados podria verse afectada en individuos adultos al poseer una menor
cantidad de receptor disponible para la accién hormonal. Varios de los efectos
descriptos por el estrés prenatal tales como disfunciones cognitivas (Weinstock,
2001; Huizink y col., 2004; Mastorci y col., 2009), menores procesos neurales
en los individuos adultos (Barros y col., 2006) y una reduccion en la expresién
del BDNF en CPF e HPC (Fumagalli y col., 2004; Van den Hove y col., 2006),
coinciden con una disminucién en la accidén de los estrégenos sobre el sistema

dopaminérgico mesocértico-limbico.

Siendo que en este trabajo de tesis se hallé6 una reduccion en los niveles del
receptor solamente en las crias EP adultas, pero no asi en prepuberales, el
recambio del ERa pareceria estar sujeto al rol activacional de las hormonas
gonadales durante la pubertad y no a un efecto prenatal directo. De esta
manera el exceso de andrégenos registrado en las ratas prenatalmente
estresadas podria modular de forma diferencial la biodisponibilidad de receptor
en el cerebro adulto en las ratas expuestas al estrés gestacional.

V 3.2- EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS NIVELES DE
ENZIMAS ESTEROIDEOGENICAS EN AREAS MESOCORTICO-LIMBICAS.

La presencia y accion de los diversos neuroesteroides derivados de la
testosterona en el cerebro varian de acuerdo al sexo, la especie y la etapa de
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la vida en la cual se esté realizando el andlisis de los mismos. La accion de las
hormonas gonadales sobre la “ventana temporal critica del desarrollo cerebral”
donde ocurre la diferenciacion sexual del cerebro ha sido ampliamente
estudiada: se ha demostrado que el estrés prenatal disminuye los picos
perinatales de testosterona, e interfiere sobre la actividad perinatal de las
enzimas aromatasa y 5aR (Ward y Weisz, 1984; Ordyan y Pivina, 2005;
Weinstock, 2008). Sin embargo los efectos a largo plazo del estrés prenatal
sobre los neuroesteroides y las enzimas esteroideogénicas ha sido poco
explorados, por lo que decidimos indagar en mayor profundidad sobre los
efectos del estrés gestacional sobre los niveles de ARNm de las enzimas
aromatasa y ambas isoformas de la 5aR en individuos prepuberales y adultos
en las areas cerebrales de CPF e HPC. Los resultados mostraron que el estrés
prenatal no indujo diferencias en los niveles de ARNm de la Srd5at, ni de
Srd5a2 para ninguna de las edades evaluadas. Al mismo tiempo no pudieron
detectarse niveles de mensajero de Cyp79 en ninguna de las edades
consideradas y en ninguno de los grupos experimentales. A pesar de que la
expresion de la enzimas aromatasa y 5aR2 son dependientes de los niveles de
andrégenos (Torres y Ortega, 2003; Tsuruo, 2005), los resultados hallados
sugieren que al menos para las edades consideradas, ni el estrés prenatal, ni
los elevados niveles de andrégenos inducidos por el mismo, intervinieron en la

expresion del ARNm de las enzimas esteroideogénicas.

V 3.3- EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS D2R EN AREAS
MESOCORTICO-LIMBICAS.

Los efectos del estrés prenatal sobre los receptores dopaminérgicos han sido
descriptos (Henry y col., 1995). Resultados previos del laboratorio mostraron
que el estrés prenatal por inmovilizaciéon produjo un aumento significativo de los
receptores D2R en la CPF, NAc y la region CA1 del HPC de ratas adultas de
90 dias (Berger y col., 2002), mientras que resultados preliminares habian
mostrado una disminucién en la expresion del D2R en HPC de ratas EP de 21
y 28 DPN. En este trabajo de tesis, los resultados mostraron que el estrés
prenatal indujo efectos sobre la expresion proteica del receptor solamente en
estadios prepuberales, donde se registré una disminucion del D2R en el HPC y
un significativo incremento en la expresion del receptor en la region del VTA. A
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edades adultas, y a diferencia de los resultados observados por Berger y
colaboradores (2002) no se registraron diferencias significativas entre grupos
experimentales en cuanto al nivel de expresion proteica del receptor para
ninguna de las tres areas evaluadas. La discrepancia hallada entre los
resultados previos del laboratorio y los actuales podria deberse principalmente
a que en este trabajo de tesis, la evaluacion de la expresion proteica del D2R
se llevd a cabo a partir de homogeneizados totales de tejido provenientes de
las areas CPF, HPC y VTA, mientras que la cuantificacion del receptor en los
resultados reportados por Berger y colaboradores se realizé mediante la
técnica de radioautografia cuantitativa. Esta ultima técnica permite analizar de
forma altamente especifica la cantidad de receptor D2 mediante su union
especifica al ligando radioactivo en cortes histolégicos de cada area en
cuestion, mientras que la técnica de Western blot podria no estar detectaando
las diferencias, debido a su menor especificidad.

El aumento en la expresion proteica del D2R registrado en el VTA de los
individuos EP de 28 dias podria estar asociado al incremento en el factor de
transcripcion Nurr1 en la misma area mesencefalica de ratas prenatalmente
estresadas de la misma edad (Katunar y col., 2009). Durante el desarrollo fetal
dicho factor es fundamental para la determinacion del fenotipo de neurona
dopaminérgica, supervivencia, migracion e inervacion de dichas neuronas.
Luego, a lo largo de la vida del individuo, Nurr1 estaria involucrado en el
mantenimiento del metabolismo dopaminérgico a través de la regulacion en la
expresion de enzimas determinadas, y también mantendria la supervivencia de
las neuronas mesodiencefélicas. Recientemente se ha demostrado que la
activacion de Nurr1 mediante cascadas de sefalizacion dependiente de
quinasas favorece las propiedades dompaminotréficas del D2R durante el
desarrollo (Chung y col., 2005). Coincidiendo con los resultados obtenidos en
este trabajo de tesis, estudios preeliminares del laboratorio han registrado una
mayor actividad de la enzima TH en el NAc de las ratas EP prepuberales. El
aumento de la transmisién dopaminérgica de este sistema ha sido relacionado
con la adiccion y con efectos de sensibilizacion luego de la exposicidn repetida
a drogas de abuso. Como consecuencia de las modificaciones halladas en
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estas areas, las respuestas cerebrales dependientes de este receptor se veran
alteradas y con ellas los comportamientos dependientes de |la DA.

Las areas en donde los receptores dopaminergicos se hallaron mayormente
alterados por el estrés prenatal, conforman parte del sistema dopaminérgico
mesolimbico. Se ha registrado la presencia del D2R en el hipocampo dorsal,
que a su vez recibe conexiones dopaminérgicas desde el VTA. La accion del
D2R en el HPC estaria involucrada en los procesos de memoria y en la
respuesta al estrés (Kamei y col.,, 1995). En humanos se ha registrado una
reduccion del D2R en el HPC de pacientes con la enfermedad de Alzheimer y
dicha reduccion ademas se correlacionaba con fallas en la memoria. Esta
ampliamente demostrado que la exposicion a eventos estresantes tempranos
se relaciona con el autismo, el desarrollo de ADHD, y a una mayor
predisposicién a padecer des6rdenes de conducta durante la infancia en el
humano (Kinney y col., 2008), asi como alteraciones en el aprendizaje y la
memoria en animales de experimentacion (Weinstock, 2001; Huizink y col.,
2004; Son y col., 2006; Mastorci y col., 2009). Por otra parte, y en linea con los
resultados expuestos, el grupo de Bowman y colaboradores (2004), han
registrado una reduccién en el numero de metabolitos dopaminérgicos en el
hipocampo en machos prenatalmente estresados (Bowman y col.,, 2004).
Tomados en su conjunto las alteraciones observadas en el nimero del D2R en
nuestro sistema en las distintas areas cerebrales podrian estar involucradas
con la mediacion de dichos receptores sobre los comportamientos

mencionados.

V 34- EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LAS
ARBORIZACIONES DENDRITICAS.

Estudios previos del laboratorio, mostraron una reduccién en la
inmunoexpresién de MAP2 en CPF, CPu e HPC de crias de 90 dias sugiriendo
que el estrés prenatal reduciria las arborizaciones dendriticas en dichas areas
(Barros y col., 2006). Asimismo, el grupo de Hayashi y colaboradores (1998)
describié una disminucion en la densidad de las sinapsis en el estrato radiado
del area CA3 del HPC en ratas adolescentes prenatalmente estresadas
(Hayashi y col., 1998) y estudios recientes del grupo de Martinez-Tellez y
colaboradores (2009) han mostrado que el estrés prenatal induce una
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disminucién en el largo y complejidad de las espinas dendriticas en la regién de
CA1 a los 65 DPN (Martinez-Tellez y col., 2009). De esta forma, el estrés
prenatal se ha postulado como un agente capaz de afectar los procesos de
eliminacién o poda dendritica y singptica que ocurren normalmente desde la
pubertad hasta la vida adulta (Huttenlocher, 1979), ademéas de alterar la
regulacion de la sintesis proteica neural produciendo un excesivo recorte de la

sinapsis y una menor sintesis de MAP2 en el cerebro.

En funcién de extender dichos hallazgos se evaluo el estado de los procesos
neurales en individuos prenatalmente estresados durante estadios
prepuberales. Para ello se tuvieron en cuenta las regiones cerebrales del
estrato radiado del area CA1 del HPC y las capas Il y Ill de la CPF de
individuos C y EP de 28 dias de vida. Los resultados mostraron que el estrés
prenatal indujo una reduccion en la inmunoreactividad para MAP2 en ambas
areas evaluadas, sugiriendo que la reduccion de los procesos neuronales
previamente descripta en individuos adultos se evidencia también en etapas
previas a la adolescencia. Por otra parte, resultados preliminares del laboratorio
donde se analizé el efecto del estrés prenatal sobre la expresién de MAP2 en
VTA de ratas de 28 y 60 dias arroj6 un resultado similar: el estrés prenatal
indujo una reduccién en el numero de células con marca inmunopositiva para
MAP2 en ambas edades.

El proceso de neurogénesis en la rata comienza en la amigdala y en el
hipotalamo alrededor del DG 12, en diversas regiones corticales alrededor del
DG 14 y en las regiones CA1-CA3 del HPC alrededor del DG 15. El nimero de
sinapsis, incluyendo elementos pre- y post- sinapticos, continia aumentando
durante las primeras semanas de vida en la rata y desde la infancia hasta la
adolescencia en el humano. El establecimiento y maduracién de circuitos
sindpticos eficientes es esencial para el desarrollo de funciones cerebrales
normales. Dado que la transmisidn sindptica ocurre en las espinas dendriticas,
los cambios que ocurran en su densidad o morfologia generaran diferencias
funcionales a nivel de la sinapsis (Segal, 2010). Por ejemplo, la reduccién en la
complejidad y largo de las espinas dendriticas en la region CA1 ha sido
asociado a impedimentos de aprendizaje y a una reduccion en la potenciacion

a largo plazo del hipocampo en crias EP (Weinstock, 2011). En relacién a la
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CPF, se ha mostrado que el estrés prenatal redujo la densidad de espinas
apicales y basales de las capas Il y lll, al igual que lo observado en este trabajo
de tesis, y que dicho efecto se correlacionaba con un incremento en los
comportamientos del tipo “ansiosos” en individuos prepuberales de ambos
sexos (Weinstock, 2011).

La densidad de las espinas dendriticas puede ser regulada por multiples
factores tales como el aprendizaje, la exposicidn a farmacos o a situaciones de
estrés (MacLusky y col., 2006; Zhang y col., 2010; Weinstock, 2011). Por otra
parte, se ha encontrado que los androgenos y sus metabolitos también son
capaces de modular la densidad de los contactos sinapticos y de las espinas
dendriticas en la region CA1 hipocampal. La remocién de la accién hormonal
mediante gonadectomias ha mostrado reducir drasticamente dichos
parametros incluso en ratas adultas, mientras que la morfologia neural se
recuperaba si las ratas recibian testosterona o DHT de manera exdgena
(MacLusky y col., 2006). Resultados similares fueron observados en cultivos
neurales, donde la testosterona incrementaba la supervivencia e inducia un
aumento en el largo y en el nUmero de arborizaciones dendriticas neuronales
(Kawashima y Takagi, 1994). En nuestro modelo observamos que, a pesar de
encontrar niveles elevados de androgenos totales que podrian estar
estimulando la morfologia neural, las arborizaciones dendriticas se encuentran
notoriamente disminuidas. Esto nos estaria indicando que el insulto prenatal
estaria pautando la morfologia neuronal desde la gestacion y los androgenos

no serian suficientes para revertir este patrén.
V 3.5- CONCLUSIONES DEL CAPITULO 3.

Los dias embrionarios 4 al 21 constituyen un periodo critico en el desarrollo
de la mayoria de las areas cerebrales en las ratas. Los resultados obtenidos en
este trabajo demostraron que el estrés sufrido por la madre gestante durante
este periodo critico del desarrollo, produce modificaciones en el sistema
dopaminérgico mesocortico-limbico que estarian asociados a la vulnerabilidad
de la cria al desarrollo de respuestas comportamentales disfuncionales y
desérdenes cognitivos frente a situaciones estresantes. En nuestras
condiciones experimentales el estrés prenatal indujo modificaciones sobre la

morfologia neural y sobre el recambio en la expresidbn del receptor
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dopaminérgico del tipo D2 y la expresién del receptor de estrégenos alfa. No
obstante el estrés prenatal no alter6 la expresion de enzimas
esteroideogénicas, sugiriendo que la fuente de hormonas sexuales que podrian
modular los efectos del estrés en nuestro sistema seria de origen gonadal y no
producto de un aumento en su sintesis local cerebral. Ademas de la magnitud
de los cambios observados como consecuencia del estrés, también nos llamé
particularmente la atencidn el hecho de que mientras algunos efectos persistian
a lo largo de toda la vida del individuo, otros cambios desaparecian (o
emergian) luego de la pubertad. Sugiriendo que determinados procesos
plasticos como las arborizaciones dendriticas serian programados en etapas
neonatales y los efectos hormonales durante la pubertad no actuarian o
inducirian cambios poco significativos sobre la morfologia neural. En cambio el
patrén en el recambio de receptores a estrégenos y dopaminérgicos presentd
variaciones segun si se evaluaban sus niveles antes o luego de la pubertad. De
esta manera si bien la disponibilidad a estos receptores podria encontrarse
pautada desde etapas prenatales y alteradas como consecuencia del insulto
prenatal, los altos niveles de hormonas gonadales podrian redireccionar el
patrén en la adultez.
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CAPITULO 4

ADMINISTRACION PRENATAL DE FLUTAMIDA Y SISTEMA
DOPAMINERGICO MESOCORTICO-LIMBICO EN RATAS
PREPUBERALES Y ADULTAS.

A nivel perinatal los esteroides gonadales han mostrado organizar sustratos
neurales que luego son nuevamente modulados por la accidén de las hormonas
sexuales durante la pubertad. Se ha discutido ampliamente el rol supresor del
estrés prenatal sobre los picos perinatales de testosterona y las consecuencias
que dicho efecto conlleva sobre la organizacion del comportamiento sexual,
sobre la regulacion de los ejes reproductores y sobre la morfologia de las areas
cerebrales dimérficas de la descendencia. Sin embargo, aun no han sido
exploradas las consecuencias a largo plazo sobre la supresién del rol
organizacional de los andrégenos sobre otros circuitos neurales, en especial
aquellos que regulan comportamientos mayores como el sistema

dopaminérgico mesocdrtico-limbico.

La presencia de alteraciones en pardmetros de la morfologia sexual externa
en las ratas prenatalmente estresadas de este trabajo de tesis ha sido
directamente asociada con la presencia de una disfuncién en los picos
perinatales de testosterona. Al mismo tiempo, en este trabajo se ha mostrado
que dichos individuos presentaban niveles anormales de andrégenos
testiculares en circulacion. Por ultimo, observamos que el estrés prenatal
inducia disfunciones a largo plazo sobre el sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico, aunque la manifestacion de algunas de estas permanecian
durante toda la vida del individuo estresado mientras que otras emergian (o
desaparecian) luego de la pubertad sugiriendo que el rol activacional de las
hormonas gonadales podria estar actuando en la expresién de dichos efectos.
A fin de explorar los efectos organizacionales que las hormonas gonadales
podrian inducir sobre la morfologia neural, se utilizd un modelo de
manipulacion prenatal con flutamida. La flutamida es un antagonista del
receptor de andrdégenos, cuya administracion prenatal ha mostrado inducir
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efectos supresivos sobre la maduracion sexual y el comportamiento

reproductor en ratas (Clemens y col., 1978).

V 4.1- EFECTOS DE LA ADMINISTRACION PRENATAL DE FLUTAMIDA
SOBRE PARAMETROS MATERNOS Y DE LA CAMADA.

Tanto la administracion subcutdnea de solucion vehiculo como de solucion
conteniendo flutamida desde los DG 15 al 21 disminuyeron la ganancia de peso
corporal total durante la prefiez en comparacion a la ganancia de peso corporal
registrada en hembras que no fueron perturbadas durante la gestacidén. Si bien
la reduccion registrada era de mucho menor magnitud que la hallada en
hembras que habian sido expuestas al protocolo de estrés por inmovilizacion
durante la gestacion, los resultados muestran que la manipulacién de la rata
prefada y la administracidn de una inyeccién subcutdnea constituyen un
evento estresante per se. Al mismo tiempo, tanto al dia siguiente de iniciado el
tratamiento como hacia el final de la gestacién la ganancia de peso corporal
diaria hallada en las hembras FLU fue menor que la registrada en las hembras
VEH.

V 4.2- EFECTOS DE LA ADMINISTRACION PRENATAL DE FLUTAMIDA
SOBRE PARAMETROS DEL DESARROLLO SEXUAL DE LAS CRIAS Y LAS
CONCENTRACIONES SERICAS DE TESTOSTERONA.

Existen varios antecedentes que muestran que la inhibicion de la accién
androgénica durante etapas criticas del desarrollo sexual del cerebro inhibe el
descenso testicular y altera la morfologia de los genitales de la rata
(McCormick y Mahoney, 1999; Casto y col., 2003). En el presente estudio y, al
igual que lo observado por el grupo de Casto y colaboradores (2003), la
administracion prenatal de flutamida hizo imposible diferenciar a las crias de
acuerdo a su sexo al momento del nacimiento: la distancia anogenital, la
apariencia externa de los genitales al igual que el area del escroto era similar
entre machos y hembras. Al mismo tiempo todos los individuos de las camadas
FLU presentaban brotes mamarios, que generalmente se encuentran presentes
solamente en las crias hembra. Por otro lado, la reduccién en la distancia
anogenital hallada en las ratas prenatalmente expuestas a flutamida se
mantuvo en el tiempo: hacia el DPN 40 recién pudo observase una distancia
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anogenital significativamente diferente entre machos y hembras FLU
(resultados no mostrados), sin embargo la misma seguia siendo menor que la
de las ratas VEH de la misma edad incluso hacia los 75 dias de vida
(McCormick y Mahoney, 1999; Casto y col., 2003). Al mismo tiempo se registré
una formacion anomala del pene donde el seno urogenital no se hallaba
completamente sellado y la uretra se encontraba en una posicion mas basal en
comparacion a la de los individuos VEH. Otros autores también describieron un
efecto similar de la flutamida sobre la formacion del pene (Imperato-McGinley y
col., 1992) e incluso se ha descripto la presencia de una “vagina ciega” y no
funcional (Casto y col., 2003; Goto y col., 2004). A su vez, la administracion
prenatal de flutamida indujo un retraso en el descenso testicular de los
individuos expuestos a este tratamiento, pero ademas un bajo porcentaje de
ratas por camada presentd uno de ambos testiculos en la cavidad abdominal,
el cual presentaba un menor tamafno y una menor irrigacion sanguinea (Goto y
col.,, 2004). Dicha patologia se conoce con el nombre de “criptorquidia” y
sucede cuando los niveles de andrégenos perinatales son inapropiados y
generan un canal inguinal disfuncional que impide el descenso del testiculo al
escroto (Goto y col.,, 2004). La variacién intra-camada registrada en la
incidencia de dicho efecto estaria dada por la exposicion fetal a
concentraciones desiguales de la droga inyectada en la madre segun su

ubicacion en la placenta (van der Schoot, 1992).

Se ha descripto que la administracién prenatal de la flutamida inducia una
reduccion del peso testicular, como también del epididimo, la prostata y
vesiculas seminales. En este trabajo solamente se han registrado diferencias
en el indice érgano-somatico de las vesiculas seminales de individuos FLU
donde tanto en individuos prepuberales como adultos dichas estructuras se
hallaban visiblemente atrofiadas en relacién a las vesiculas seminales de ratas
VEH. Algunos autores han descripto que la administracién de dosis iguales o
mayores de flutamida a la utilizada en este trabajo bloquea la formacién de la
vesicula, no haciéndose presente en los individuos FLU adultos.

En relacion a los efectos de la administracién prenatal de flutamida sobre las
concentraciones en suero de testosterona, no se observaron alteraciones en

los niveles de hormona para ninguna de las edades analizadas coincidiendo
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con los hallazgos de otros autores para la dosis de flutamida utilizada (Casto y
col., 2003).

Por ultimo se ha postulado que el mecanismo mediante el cual la flutamida
ejerceria sus efectos sobre el individuo en desarrollo, como los hallados en
este trabajo, seria al interferir con la aromatizacion de la testosterona. Si bien
dicho efecto ocurriria naturalmente ya que al unirse al AR la flutamida
disminuiria la disponibilidad de testosterona capaz de interactuar con su
receptor, también se ha mostrado que la ocupacién del AR controla a su vez la
expresion de la enzima aromatasa (Casto y col., 2003).

V 4.3- EFECTOS DE LA EXPOSICION PRENATAL A FLUTAMIDA SOBRE
LA MORFOLOGIA NEURAL DEL SISTEMA DOPAMINERGICO
MESOCORTICO-LIMBICO.

Teniendo en cuenta las alteraciones descriptas en el metabolismo
dopaminérgico mesocérticolimbico en las crias prenatalmente estresadas fue
qgue nos interes6 explorar en mayor profundidad el efecto organizacional de los
andrégenos en los cambios plasticos en las areas que constituyen dicho

circuito en estadios prepuberales y adultos.

V 4.3.1- Arborizaciones dendriticas.

La administracion prenatal de flutamida indujo una reduccidon en la
inmunomarcacion para MAP2 en las neuronas del VTA, el HPC y la CPF en
ambas edades evaluadas, sugiriendo la existencia de una reduccion de los

procesos neuronales en el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico.

Estudios previos han evaluado los efectos de la administracion perinatal de
flutamida a las crias recién nacidas y han mostrado que en etapas
prepuberales éstas presentaban una reducciéon en el numero de neuronas
maduras en la region CA1 y en el giro dentado del hipocampo, asi como
también una menor densidad de espinas dendriticas (Zhang y col., 2010). Los
hallazgos de dichos investigadores sugirieron que la presencia perinatal de
andrégenos y sus metabolitos era fundamental para la formacion de espinas
sinapticas durante el desarrollo del hipocampo, asi como también para la

induccion de neurogénesis.
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Se ha postulado que los efectos neonatales de los andrégenos sobre los
procesos neuronales seria el de preparar a las neuronas a responder a claves
ambientales que disparen el desarrollo de arborizaciones dendriticas en
estadios posteriores del desarrollo. En este sentido la administracion neonatal
de flutamida bloquearia dicho efecto organizacional de los andrégenos vy el
aumento en los niveles de testosterona durante la pubertad seria insuficiente

como para revertir dicho efecto (Zhang y col., 2010).

V 4.3.2- Recuento estereoldgico del nimero de neuronas NeuN+ y TH+.

Los resultados obtenidos mostraron que las crias expuestas prenatalmente a
flutamida no presentaron cambios en el niumero total de neuronas determinado
mediante la inmunomarcacién con NeuN en ninguna de las edades evaluadas
cuando fueron comparadas con los individuos tratados con solucién vehiculo.
Sin embargo se observd una reduccion significativa en el numero de neuronas
TH positiva en individuos FLU de 28 dias.

Existen en la literatura varios antecedentes sobre los efectos moduladores de
los androgenos sobre la enzima limitante de la sintesis dopaminérgica. Se ha
descripto que el tratamiento in vivo con testosterona aumentaba la expresion
de TH en diferentes areas cerebrales (Weltzien y col., 2005) y se ha
demostrado que el AR es capaz de regular positivamente la transcripcion del
gen que codifica para la enzima sugiriendo de esta manera una interrelacién
positiva entre la DA y la hormona sexual (Jeong y col., 2006). Por otra parte, el
grupo de Johnson y colaboradores han evaluado la expresién de la enzima en
la SN y el VTA de ratas macho adultas gonadectomizados con o sin suministro
de testosterona exdégena 6 DHT. Los autores mostraron que la inmuno-
marcacion para TH incrementaba al extraerse las gbnadas en ambas regiones
mesencefalicas y que la administracion de testosterona o su metabolito inhibian
dicho incremento, presentando una inmunomarcacion para la enzima similar a
la de los controles. Asi, los autores sugirieron que la testosterona cumpliria un
rol supresivo en las vias DA mesencefalicas de animales adultos (Johnson y
col., 2010).

Si bien los efectos activacionales de los andrégenos sobre la enzima TH han
sido explorados, pocos estudios han evaluado el rol organizacional de las
hormonas. De forma similar al efecto observado en el VTA de individuos
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tratados prenatalmente con flutamida en nuestro trabajo, se ha mostrado que la
extraccion perinatal de las gdénadas inducia una reduccibn en la
inmunomarcacion para la enzima TH en la corteza cingulada anterior de
individuos adultos. A su vez dichos efectos eran atenuados si los individuos

gonadectomizados recibian testosterona de forma exdégena (Kritzer, 1998).
V 4.4- CONCLUSIONES DEL CAPITULO 4.

La correcta organizacion del tracto reproductivo masculino asi como la
apropiada formacién del cerebro depende de la exposicidn a testosterona y sus
metabolitos en las concentraciones fisioldégicas durante etapas criticas del
desarrollo perinatal. Mediante la administracién de flutamida durante la Gltima
semana de gestacion se ha manipulado la disponibilidad de andrégenos
testiculares fetales en el individuo en desarrollo. Se ha observado una
alteracién en la maduracion sexual de las crias macho incluyendo anomalias
en la gentialia externa e interna, sin afectar los niveles circulantes de
testosterona. No obstante en el cerebro, la exposicién prenatal de flutamida
afect6 a largo plazo el desarrollo de procesos neurales en el sistema
dopaminérgico mesocoértico-limbico y disminuyé el nimero de neuronas TH
positivas en el VTA. De esta manera, los resultados obtenidos en este trabajo
mostraron que una de las posibles vias mediante las cuales el estrés prenatal
podria interferir con el desarrollo del sistema dopaminérgico mesocortico-
limbico seria mediante la supresion de los efectos organizacionales de los
andrégenos sobre el cerebro en desarrollo ya que las consecuencias inducidas

sobre dicho sistema remedan a las descriptas por el estrés prenatal.
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CONCLUSIONES GENERALES

Durante los ultimos afos, nuestro laboratorio ha estudiado en detalle los
efectos a largo plazo del estrés prenatal sobre diferentes aspectos bioquimicos
y comportamentales del sistema dopaminérgico mesocortico-limbico en la cria
macho. Si bien las alteraciones inducidas por el estrés prenatal persistian
durante la vida del individuo, algunas de las consecuencias variaban segun la
edad a la cual eran evaluados: algunos cambios que se manifestaban previo a
la pubertad no se hacian evidentes a edades adultas, mientras que en otros
casos se observaba el efecto contrario. De esta manera, se hipotetizé que el rol
activacional de las hormonas gonadales durante la etapa de la adolescencia

seria responsable de las discrepancias temporales halladas en los resultados.

Por otro lado, varios autores han descripto que el pico de secrecidén de las
hormonas sexuales durante la adolescencia coincide con el perfil de incidencia
en ciertas psicopatologias que a la vez se asocian con disfunciones en el
sistema dopaminérgico mesocortico-limbico. Coincidentemente, los individuos
que habian sido expuestos a un estrés severo durante la gestacion presentan
una mayor incidencia de estas patologias.

En base a estos antecedentes el objetivo general de este trabajo de tesis
doctoral fue el de avanzar sobre el conocimiento del rol de las hormonas
gonadales masculinas sobre las alteraciones a largo plazo que sufre la
neurotransmision dopaminérgica en la cria estresada durante la gestaciéon. En
una aproximacioén a este objetivo se analizaron los efectos activacionales de las
hormonas sexuales sobre diferentes parametros endocrinos y del sistema
dopaminérgico de individuos prenatalmente estresados. Luego se analizaron
los efectos organizacionales de las hormonas sexuales sobre el sistema
dopaminérgico en individuos que habian sido expuestos a la administracién
prenatal de flutamida. Los resultados mas importantes de este trabajo fueron:

e El estrés prenatal indujo una menor reactividad del sistema de estrés de
la cria de una forma que dependia de la edad. En etapas prepuberales
éstos presentaban una pronta restitucién en los niveles de corticosterona

tras dos horas de concluido la exposicion a la sesion de estrés, mientras
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que se observé una hiporeactividad de la prolactina frente a la

exposicion al estrés agudo en individuos adultos.

El estrés prenatal indujo una desregulacion del eje reproductor
masculino produciendo, entre otros efectos, un significativo aumento en
las concentraciones de androgenos totales en circulacion y un avance en

la espermatogénesis.

El estrés prenatal produjo alteraciones en el recambio de receptores
dopaminérgicos del tipo D2 y de estrégenos alfa en el sistema
dopaminérgico mesocortico-limbico, observandose variaciones pre y

postpuberales.

El estrés prenatal indujo una reduccion permanente en las
arborizaciones dendriticas de las crias en el sistema dopaminérgico

mesocortico-limbico.

La exposicion prenatal a flutamida afecto la morfologia de los genitales
externos e internos de las crias, sin modificar los niveles de testosterona

en circulacioén.

La exposicion prenatal a flutamida afecté la morfologia neural del
sistema  dopaminérgico  mesocortico-limbico  reduciendo  las
arborizaciones dendriticas y disminuyendo el nimero de neuronas TH*

en el VTA de individuos prepuberales.

Los resultados expuestos en este trabajo sugieren que la inhibicion de los

efectos organizacionales de los andrégenos durante estadios tempranos del

desarrollo de un individuo, remeda a los efectos inducidos por el estrés prenatal

sobre la morfologia neural del sistema dopaminérgico mesocértico-limbico. Sin

embargo, el rol activacional de las hormonas durante la etapa puberal

modularia de forma diferencial algunos de los efectos organizacionales de las

mismas que fueron a su vez alterados durante la gestacion por la exposicion a

estrés.

En resumen, la alteracion de las concentraciones de hormonas sexuales

durante etapas criticas del desarrollo fetal como consecuencia del efecto del

estrés sobre los picos fetales de testosterona interfieren con la organizacién no
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solo del eje neuroendoécrino y su morfologia externa sino que produce
alteraciones en la morfologia cerebral y mas especificamente en el sistema

dopaminergico mesocortico-limbico que persisten a lo largo de la vida.

Los resultados de este trabajo ofrecen evidencias irrefutables sobre la gran
relevancia social que tiene el cuidado de la salud fisica, emocional y mental de
la madre durante el embarazo, en funcién de preservar a largo plazo la salud y
el desarrollo de su descendencia. En un futuro no muy lejano, deseariamos que
el Estado tuviera en cuenta las investigaciones cientificas realizadas en este
tema, e implementara planes de concientizacién, ayuda y contencion a las
madres gestantes que pudieran estar expuestas a agentes estresantes psico-
sociales, al mismo tiempo que provea la estimulacién temprana de sus nifios
con el objetivo de revertir al menos de forma parcial, las consecuencias de

dicho estrés.
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