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GABA y receptores GABAg en el eje reproductivo: su relacion con GnRH y
kisspeptinas

Kisspeptina, GnRH y GABA juegan un papel fundamental en la regulacion del eje
gonadotréfico, si bien la interaccidn entre ellos estda poco caracterizada. Estudios
previos en ratones carentes del RGABAg funcional (GABAg;KO) sugerian alteraciones

reproductivas, principalmente en la hembra.

Nuestra hipotesis fue que GABA, a través de sus RGABAg, interviene en la regulacion
de la reproduccién impactando sobre los sistemas GnRH/kisspeptina en el cerebro,

durante el desarrollo y en la adultez.

Demostramos por primera vez la co-localizacién del RGABAg; en neuronas Kiss1 del
AVPV/PeN y ARC. La falta de un RGABA; funcional impacta diferencialmente segun la
edad evaluada. En ratones de 4 dias de edad los cambios se observan en el hipotalamo
medio basal, mientras que en ratones adultos aparecen en el hipotdlamo anterior. Sin
embargo, no se deberian a alteraciones hipotalamicas de Kissl ni a los niveles de
esteroides circulantes. Ademas, los ratones GABAg;KO adultos presentaron un
aumento drastico de Kiss1 en areas extra hipotaldamicas (MeA, BNST y Septum)

relacionadas con la reproduccién y la conducta sexual.

En conclusion, GABA, a través de sus RGABAg, interactuaria con GnRH y kisspeptina
en la regulacién del eje gonadotréfico de manera diferencial durante el desarrollo y

entre los sexos, alterando la reproduccién.

Palabras claves: Receptores GABAg, Kisspeptinas, GnRH, gonadotrofinas, esteroides

gonadales, reproduccion.



GABA and GABA; receptors in the reproductive axis: its relationship with
GnRH and kisspeptins

ABSTRACT

Kisspeptin, GnRH and GABA play an important role in the control of the
gonadotrophic axis, although the interaction between them is not well known.
Previous studies in mice which lack of functional GABAg receptors (GABA;KO) point to

reproductive alterations, mainly in females.

Our hypothesis was that GABA, through GABAg receptors (GABAgRs), acts in the
regulation of reproduction and impacts on the GnRH/Kisspeptin systems in the brain,

along development and in adulthood.

We demonstrated for the first time the co-localization of the RGABAg; subunit in
AVPV/PeN and ARC Kiss1 neurons. The lack of functional GABAgRs impact differentially
according to the stage of life evaluated. While at postnatal day 4 we observed changes
in the medial basal hypothalamus, in adulthood we found them in the anterior
hypothalamus. However, these changes were not due to alterations in hypothalamic
Kiss1 or serum steroid levels. Moreover, adult GABAg;KO mice showed a dramatic
increase in Kiss1 expression in extra-hypothalamic areas (MeA, BNST y Septum), which

are related to reproduction and sexual behaviour.

In conclusion, GABA, through GABAgR, interacts with GnRH and kisspeptin in the
regulation of the gonadotrophic axis in a different way between sexes and along

development. Lack of GABAgRs impairs normal reproduction in females.

Key words: GABA; receptors, Kisspeptins, GnRH, gonadotropins, gonadal steroids,

reproduction.
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INTRODUCCION

SISTEMA REPRODUCTOR

Una de las caracteristicas adaptativas mds importantes de los organismos
superiores es su capacidad de mantener la constancia del medio interno (homeostasis)
ante variaciones del medio externo. En este proceso, tanto el sistema nervioso como el
endocrino juegan papeles fundamentales. Es facilmente comprensible la importancia
gue adquieren las relaciones entre dichos sistemas de integracion: el sistema nervioso
controla la actividad endocrina y las hormonas regulan la funcién nerviosa (Halasz

2000).

El estudio de dicha interaccion dio origen a la neuroendocrinologia. El paradigma de
esta integracidén esta dado por dos estructuras muy relacionadas: el hipotdlamo y la
hipofisis. Estas estructuras establecen una conexion anatémica vy fisioldgica continua,
interactiva y altamente eficiente entre el sistema nervioso central (SNC) y el sistema
endocrino, dando lugar a la unidad funcional hipotalamo- hipofisario (Page 1988). Este
sistema, a su vez, regula, entre otras, la funcién gonadal, formando lo que se
denomina eje hipotalamo-hipofiso-gonadal (HHG) o gonadotréfico, el cual cumple un
rol importantisimo en la perpetuacion de las especies, ya que es el responsable de la

funcién reproductiva.

| HIPOTALAMO

El hipotalamo (HT) es la estructura fundamental que monitorea el medio interno
(estado metabdlico, hormonal, etc.) y externo (luz, temperatura, presencia del sexo
opuesto, etc.), siendo en los organismos superiores, el principal centro integrador de
los estimulos que recibe de otras dreas del SNC, asi como de los niveles de hormonas

circulantes (Levine 2000).

Esta estructura es de origen neuroectodérmico (surge por evaginacion del piso
diencefdlico) y se extiende bajo el tdlamo, comprendiendo la zona gris que rodea
ventralmente al tercer ventriculo. Su limite anterior es el plano frontal que atraviesa la
comisura anterior, y su limite posterior, el plano que atraviesa por detrds de los

cuerpos mamilares, los cuales funcionalmente pertenecen al sistema limbico.



Lateralmente limita con el talamo ventral, el ansa peduncularia, la capsula interna, el
globus pallidus y el tracto 6ptico. La zona lateral del hipotdlamo es rica en fibras
nerviosas y su celularidad no se agrega en nucleos definidos (Silverman & Pickard
1983). Ventralmente adquiere una disposicién infundibular que se continta con el tallo
hipofisario. Entre el infundibulum y el tallo, hay una pequefia prominencia de gran
relevancia fisiolégica, la eminencia media del tuber cinereum (EM). Las neuronas
hipotaldmicas en algunos casos constituyen nucleos bien definidos y, en otros,

acumulos de limites poco netos, existiendo variaciones segun la especie estudiada.

Dentro del HT pueden reconocerse cuatro regiones principales, organizadas rostro-
caudalmente en: drea predptica, hipotdlamo anterior, hipotdlamo medio e hipotalamo

posterior (Palkovits 2000). Los nlcleos mas relevantes de las mismas son:

e Eneldrea predptica (APO): el nucleo predptico medial, con neuronas secretoras
de hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) que proyectan hacia la EM en la
mayoria de los mamiferos. Este area incluye al nucleo dimérfico sexual. Aunque
embriolégicamente el area predptica no forma parte del hipotdlamo, dado que se
origina en el telencéfalo, funcional y topograficamente si forma parte del hipotalamo
neuroendocrino.

e En el hipotdlamo anterior (HA): el nucleo periventricular (proyecta a la EM) y
dentro de éste se encuentra el nucleo antero ventro periventricular (AVPV), donde se
alojan las neuronas que secretan kisspeptina que interactian con las de GnRH, y los
nucleos supradptico, paraventricular (proyecta fundamentalmente hacia el lébulo
neural) y supraquiasmatico (reloj biolégico para las regulaciones neuroendocrinas).

e En el hipotdlamo medio (HM): aqui se reconocen tres partes: el hipotalamo
medio basal (HMB), el dorsal (HMD) y el lateral (LHT). Esta regién incluye a la EM y a
los nucleos arcuato (ARC), ventromedial (VMN) y dorsomedial (DMN) que proyectan
hacia EM.

e En el hipotdlamo posterior (HP): aqui se encuentran los cuerpos mamilares. El

nucleo premamilar ventral proyecta hacia EM.

El hipotdlamo utiliza una compleja regulaciéon de la actividad neuronal de sus
nucleos para llevar a cabo su funcion de procesamiento de la informacién entrante. En

ella intervienen neuronas que actlan mediante una notable diversidad de



neurotransmisores aminérgicos, colinérgicos, serotoninérgicos, opiaceos,

peptidérgicos, GABAérgicos, aminoacidicos, etc. (Malven 2000).

Las conexiones neurales del HT son multiples y complejas siendo en su mayoria
reciprocas formando circuitos dentro de los nucleos celulares hipotalamicos, entre
varios nucleos y dreas hipotaldmicas, como también entre regiones hipotalamicas y
diferentes regiones extra-hipotalamicas (Halasz 2000; Palkovits 2000). Se ha descrito
un gran nimero de vias aferentes que comunican diversas regiones del SNC con el HT,
el bulbo olfatorio (BO) entre ellas, y ademas se ha postulado la existencia de
conexiones neuronales aferentes y eferentes entre el HT y otros drganos fuera del
SNC, como ser la glandula adrenal y las génadas. Entre las vias eferentes mas
conocidas del HT se encuentran aquellas que lo comunican con la hip&fisis: los tractos
supradptico y paraventriculo hipofisarios que atraviesan la zona interna de la EM
llegando a la hipdfisis posterior; y por otro lado, las fibras que se originan en APO,
nucleo paraventricular, nucleo periventricular anterior y ndcleo ARC, que llegan a la
zona externa de la EM, en estrecho contacto con los capilares del plexo portal primario

superior (Figura 1).

La informacidon entrante a través de vias humorales y neurales es registrada,
analizada e integrada en neuronas hipotalamicas. De esta forma, algunas neuronas
responden liberando, de manera pulsatil al sistema porta hipofisario, diferentes
neurohormonas, que llegan a la adenohipdfisis y actian sobre sus células blanco
regulando su funcién. Generalmente, la concentracion de estas sustancias es mucho

mas elevada en la sangre portal que en la circulacién periférica.

Segln su propiedad de estimular o inhibir la actividad de la hipdfisis, estas
neurohormonas se denominan hormonas liberadoras o inhibitorias respectivamente.
La mayoria de estas neurohormonas son oligo o polipéptidos sintetizados en nucleos
hipotaldmicos discretos (Fink 2000; Arimura 2004), si bien algunas son directamente
neurotransmisores. En una misma neurona o nucleo pueden sintetizarse y coexistir
diferentes tipos de neuropéptidos. Una de las neurohormonas hipofisotroficas mas
conocidas es: la hormona liberadora de gonadotrofinas, GnRH. Sin embargo, a lo largo
de esta introduccion, también mencionaremos otros actores importantes a nivel

hipotaldamico, como la kisspeptina, péptido descubierto recientemente, que regula



directamente la secrecion de GnRH, o el acido y aminobutirico (GABA), principal

neurotransmisor inhibitorio del SNC, el cual también regula a las neuronas GnRH.
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Figura 1. Esquema de los mecanismos neurohumorales que controlan la funcién de la hipdfisis. Tomado
de G. Pocock (PococK & Richards 2002).

HIPOFISIS

La hipdfisis es un cuerpo pequeiio, bilobulado, situado en la base del cerebro,
ubicado sobre una depresién en la base del craneo llamada silla turca del esfenoide. Se
ubica por debajo del hipotalamo, con el que se conecta por un tallo o pediculo, y se
extiende hacia abajo desde el diencéfalo. Esta glandula estda compuesta por dos
estructuras embrioldgica y funcionalmente diferentes, la neurohipdfisis o hipdfisis
posterior y la adenohipdfisis o hipdéfisis anterior (HF), que se encuentran adheridas en

roedores y humanos (Page 1988).



La neurohipdfisis es de origen neuroectodérmico y se origina a partir de la
evaginacion del piso diencefalico del tercer ventriculo (proyecciéon del HT) y se
diferencia en tres subdivisiones: la EM, importante para la integracién del eje
hipotdlamo-adenohipofisario; el tallo infundibular, el cual contiene terminales axdnicas
secretoras de GnRH, entre otras hormonas liberadoras e inhibidoras de hormonas
hipofisotréficas; y por ultimo, el proceso infundibular o pars nervosa, lugar donde
termina el tracto dopaminérgico tubero-hipofisario y otros sistemas conteniendo

diferentes neurotransmisores, como ser el del dcido y aminobutirico (GABA).

La HF es la porcion glandular del cuerpo hipofisario. Existen dos teorias sobre el
origen de esta glandula. En la teoria mas antigua se postula que la HF surge de tejido
ectodérmico que evagina del stomadeum de la boca primitiva: la bolsa de Rathke. Sin
embargo existe otra teoria que dice que la HF se origina a partir de un placode
neurohipofisiario, al borde de la placa neural, que luego se invagina. En ambos casos,
el origen sigue siendo ectodérmico. Esta estructura se subdivide en tres regiones

anatémicas: pars distalis, pars tuberalis y pars intermedia.

Dentro de la HF, en la pars distalis, se encuentran células epiteliales que se
clasifican por sus productos secretorios especificos, dentro de las cuales encontramos
a los gonadotropos, células secretoras de gonadotrofinas: hormona luteinizante (LH) y
hormona foliculo estimulante (FSH), los lactotropos, células secretoras de prolactina
(PRL), los somatotropos, células secretoras de hormona de crecimiento (GH),
corticotropos células secretoras de corticotrofina (ACTH), tirotropos, células secretoras
de tirotropina (TSH) y las células foliculoestrelladas (no son secretoras de hormonas),

ademas de tejido conectivo y vascular.

RELACION NEUROHEMAL ENTRE EL HIPOTALAMO Y LA ADENOHIPOFISIS

La hipdfisis de los mamiferos se comunica con el SNC mediante conexiones
vasculares y nerviosas. La regulacion hipotalamica de la secrecion de hormonas del
I6bulo anterior de la adenohipdfisis es fundamentalmente endocrina y se lleva a cabo

mediante los sistemas portales hipofisarios (Halasz 2000).

La adenohipdfisis no recibe un suministro arterial directo, sino que éste pasa a

través de la neurohipdfisis y la EM y llega a la glandula a través de una organizacion



vascular llamada porta, caracterizada por la secuencia de: capilar-vaso-capilar, siendo

los capilares fenestrados (Page 1988; Palkovits 2000).

La principal irrigacion de la HF proviene de las arterias hipofisarias superiores que se
capilarizan en la EM constituyendo el plexo capilar primario del sistema porta
hipofisario superior o largo. A la capa externa de la EM llegan terminales axdnicas que
se originan de neuronas neurosecretoras estableciendo un estrecho contacto con
estos capilares donde liberan sus contenidos. A partir de estos capilares se forman los
vasos portales largos, que descienden por el tallo hipofisario hacia la pars tuberalis y |a
pars distalis donde se arborizan formando el plexo capilar secundario de este sistema
porta hipofisario. De ambos sistemas porta hipofisarios emergen venas hipofisarias
que drenan en los senos cavernosos. De esta manera las hormonas liberadas por la

hipdfisis alcanzan la circulacién general y sus érganos blanco distantes (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del sistema vascular portal hipofisario. Tomado de B. Halasz (Halasz 2000).

Si bien el sentido principal de la circulacion en el complejo hipotalamo-hipofisario es
descendente, se ha descripto la existencia de vasos portales profundos en los cuales la
sangre parece fluir desde la pars distalis hacia la EM. De esta manera, un flujo

retrégrado llevaria hormonas adenohipofisarias a actuar negativamente sobre la



secrecion de las hormonas hipotalamicas (retroalimentacién corta) segun el estado

hemodinamico del lecho vascular (Palkovits 2000).

GONADAS

El otro componente importante de los ejes endocrinos es la glandula efectora. En el
caso del eje reproductivo, éstas son las génadas, las cuales responden a las sefiales
endocrinas de la hipdfisis. A continuacion mencionamos las caracteristicas anatomo-

funcionales de las gonadas para cada sexo.

_OVARIO

En los mamiferos, los ovarios son los érganos de almacenamiento y desarrollo de
los ovocitos formados durante la vida embrionaria/fetal o cercana al nacimiento, y
también el principal asiento de las células secretoras de hormonas femeninas en las
hembras. Son glandulas pares, localizadas entre la pelvis, suspendidas por el ligamento
ancho del Utero mediante una insercion denominada mesovario (pliegue especial del
peritoneo que transporta vasos sanguineos hacia los ovarios. Esta recubierto por un
epitelio germinal cuboideo y por debajo, por la Tunica Albuginea, cdpsula de tejido

conectivo colagenoso denso (Gartner L P & Hiatt J L 1997).

El ovario quiescente es un ovoide pequeiio y aplanado, de estructura compacta y
con una superficie relativamente lisa (Driancourt et al. 1993). Cuando alcanza la edad
reproductora, se presenta como uno de los mas dindmicos y con multiples cambios
morfoldgicos continuos (Robinson & Goy 1986). El ovario se origina a partir de la cresta
genital, que se surge como un engrosamiento de la esplacnopleura en el que también
participan las células del mesénquima adyacente. Contienen células germinales, a
partir de las cuales se formaran mas tarde los dvulos. Cuando estas células se asientan
en el ovario, se las denomina ovogonias (células diploides), quienes sufren una divisidon
mitdtica dando lugar a oocitos | (diploides). Estos inician una divisién meidtica,
arrestandose en Profase |. En los diferentes grados de maduracion, el oocito estard
rodeado por células foliculares, derivadas del tejido conjuntivo, formando los

denominados foliculos ovaricos (Kardong KV 2007).

De esta forma, se puede dividir el parénquima del ovario en: 1) Corteza ovarica,

periférica, compuesta por una red de conectivo llamado estroma, foliculos ovaricos en

10



diversos estadios de desarrollo y células del tipo fibroblastos; 2) Médula ovarica,
central, que consiste en tejido conectivo laxo altamente vascularizado e inervado.

(Gartner L P & HiattJ L 1997).

TESTiCULO

Los testiculos, gonadas masculinas, son dos érganos glandulares ovales que se
encuentran ubicados por fuera de la cavidad abdominal en un saco de piel
denominado escroto. Son los encargados de la producciéon de andrégenos y de
proporcionar el entorno adecuado para la produccidon de espermatozoides (Geneser

2000).

Los testiculos de los mamiferos se pueden dividir funcional y estructuralmente en dos
compartimientos: el tubular y el intersticial. La mayor parte del volumen testicular estd
ocupado por los tubulos seminiferos, los cuales conforman la unidad productora de
espermatozoides y estan compuestos por un epitelio seminifero que contiene dos
tipos principales de células: las células de Sertoli, y las células de la serie
espermatogénica, que comprenden las espermatogonias, espermatocitos primarios y
secundarios, espermatides y espermatozoides (Geneser 2000). El tejido intersticial que
completa los espacios entre los tubulos seminiferos contiene las células de Leydig,
principal fuente productora de andrégenos, mastocitos y macréfagos, vasos
sanguineos y linfaticos y terminaciones nerviosas. Las células de Leydig se asocian a los
vasos sanguineos y a las paredes de los tubulos seminiferos, y su nimero varia segun la
especie, observandose mayor produccion de andrdgenos en aquellas especies donde

existe un mayor nimero de células de Leydig (Setchell et al. 1994).

Ademas de los efectos conocidos de los andrégenos en el desarrollo vy
mantenimiento de los o6rganos sexuales masculinos, éstos ejercen acciones de
diferenciacién sexual sobre el cerebro en desarrollo, principalmente por su conversiéon
de testosterona a estradiol (aromatizacién), tema que abordaremos en mayor

profundidad mas adelante.
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REGULACION DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-GONADAL

El sistema nervioso, a través del control hipotalamico de la hip&fisis, regula las
funciones tiroideas, adrenocorticales y gonadales y modifica multiples actividades
fisioldgicas, tales como reproduccion, crecimiento y desarrollo, balance energético, de
agua y electrolitos, respuesta a estrés y funcion inmune. Reciprocamente, la actividad
hipotaldmica y las hormonas influyen en el desarrollo y la funcién cerebral
modificando la actividad neural y las secreciones neurohormonales, y regulando
actividades cerebrales superiores como la conducta sexual, homeostasis energética,

termorregulacion y suefio-vigilia (Levine 2000).

Las hormonas de las glandulas endocrinas blanco, en nuestro caso el interés se
centra en las goénadas, ejercen una accién de retroalimentacién (larga) sobre la
secrecion de las hormonas producidas por la adenohipdfisis actuando directamente

sobre esta gldndula y sobre estructuras del SNC, fundamentalmente sobre el HT.

Por otra parte, las hormonas hipofisarias, como también las hormonas
hipotaldmicas hipofisotroficas, ejercen una accion de retroalimentacion directa
(Ilamadas corta y ultracorta respectivamente) sobre estructuras del SNC involucradas
en el control de la secrecion de hormonas adenohipofisarias. De esta manera se
constituyen mecanismos de retroalimentacién largos, cortos y ultracortos, positivos y

negativos, tanto a nivel central como hipofisario (Fink 2000).

Ademas de las seiales periféricas y centrales, la funcién hipofisaria esta regulada
por interacciones intraglandulares autocrinas y paracrinas (Schwartz et al. 1998; Ray &
Melmed 1997). La distribucién de los distintos tipos de células dentro de la glandula no
es al azar, sino que sigue una histoarquitectura definida, que es la base estructural de
esta organizacion funcional horizontal en la cual las células hipofisarias ejercen un

control mutuo de su funcién y diferenciacion.

KISSPEPTINA

Las kisspeptinas son una familia de péptidos relacionados estructuralmente,
codificadas por el gen Kiss1, que se unen y activan un receptor acoplado a proteina G,
denominado Kiss1r. Estos elementos fueron identificados entre 1996 y 2001, pero su

asociacion con la fisiologia reproductiva no se conocié en ese momento. De hecho, las
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kisspeptinas fueron catalogadas en primera instancia como supresores de metastasis
(Lee & Welch 1997). Recién en 2001 se realizd la caracterizacién de los productos

peptidicos del gen Kiss1 (Ohtaki et al. 2001).

Las kisspeptinas derivan de un mismo precursor, denominado prepro-kisspeptina,
gue en el humano posee 145 aminodcidos. La protedlisis de este precursor da lugar a
un péptido de 54 aminoacidos (kisspeptina-54), denominado primeramente como
metastina, el cual es el producto mayoritario del gen Kiss1 (Ohtaki et al. 2001) y al que
denominaremos kisspeptina a lo largo de esta Tesis. Los otros fragmentos peptidicos
gue se generan (kisspeptina-14, 13 y 10) comparten el extremo carboxi-terminal y la
secuencia caracteristica de la familia de péptidos RF (Arg-Phe-NH,) con kisspeptina
(Figura 3). Mientras que en el humano kisspeptina estd formada por 54 aminodcidos,
en ratén y rata sélo por 52 y la secuencia RF esta modificada por una tirosina (Arg-Tyr-

NH,) (Pinilla et al. 2012).

Gen Kiss1 n n m “

ARNm Kiss1

Prepro-kisspeptina
1 19 20 65 68 121124 145

X b s

kp-54 i17) -NH,

Kp-14 -NH,

Kisspeptinas Kp-13 —NHz

—

Figura 3. Esquema de las caracteristicas estructurales principales de las kisspeptinas, productos del gen
Kiss1. Modificado de L. Pinilla (Pinilla et al. 2012).

El receptor de kisspeptina, Kiss1r, fue identificado en el cerebro de rata en 1999
como un receptor huérfano. Luego, en el afio 2001, fue descripto como receptor de los
péptidos derivados del gen Kiss1 (Ohtaki et al. 2001). También se sabe que todos los

péptidos son capaces de unirse y activar al receptor de kisspeptina, siendo el
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fragmento de 10 aminoacidos, kisspeptina-10, el que posee la maxima actividad (Pinilla

et al. 2012).

:ROL DEL SISTEMA KISS1/KISSIR EN LA REPRODUCCION

Aungue los elementos del sistema Kiss1/Kiss1r fueron descubiertos en 2001, recién
en 2003 se descubrieron sus funciones reproductivas. En ese afio se presentaron dos
trabajos independientes (de Roux et al. 2003; Seminara et al. 2003) que demostraron
la presencia de deleciones o mutaciones del receptor de kisspeptina en pacientes con
hipogonadismo hipogonadotréfico, los cuales poseian deficiencia en la secrecidon de
gonadotrofinas, alteraciones en la funcion gonadal e infertilidad de origen central.
Recientemente, Topaloglu y col. reportaron el primer caso de inactivacion del gen
Kiss1 en humanos el cual también provoca hipogonadismo hipogonadotroéfico
(Topaloglu et al. 2012). Estos estudios fueron reforzados con estudios en ratones
carentes de Kissir (Kiss1rKO) (Funes et al. 2003; Seminara et al. 2003) o de Kiss1
(Kiss1KO) (d'Anglemont, X et al. 2007) 234), los cuales presentaron un fenotipo similar
a los pacientes estudiados anteriormente, aunque el ratéon Kiss1KO presentd un
impacto reproductivo moderado con respecto al Kiss1rKO (Colledge 2009). Dado que la
migracion de neuronas GnRH, la sintesis de GnRH o la respuesta hipofisaria a GnRH no
se encontraba afectada en pacientes con alteraciones en la seializacién de kisspeptina
(Seminara et al. 2003; d'Anglemont, X et al. 2007), se propuso al sistema Kiss1/Kiss1r
como un potente regulador de las neuronas GnRH y la falta de una correcta
sefializacion de Kiss1 da lugar a la supresion de la secrecion de GnRH, por ende este

sistema se convierte en uno de los principales reguladores del eje gonadotrofico.

- LOCALIZACION DE NEURONAS KISS1 EN HIPOTALAMO Y SU ROL EN EL EJE
. GONADOTROFICO

La expresion de Kiss1 ha sido descripta principalmente en el hipotdlamo de
roedores y de otros mamiferos, incluyendo cerdos, ovejas, caballos y primates, dentro

de los cuales también en humanos (Pinilla et al. 2012).

Las neuronas Kiss1 se encuentran en dos nucleos hipotalamicos discretos: el nicleo
arcuato (ARC), localizado en el HMB, o en la regién infundibular, su equivalente en
primates, y en el continuum nucleo anteroventral periventricular - nucleo

periventricular (AVPV/PeN), localizado en el HA (Pinilla et al. 2012). Ademas se sabe
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gue las neuronas Kiss1 del AVPV/PeN co-expresan otros neuropéptidos, como tirosina
hidroxilasa (TH) y galanina (Kauffman et al. 2007a; Semaan et al. 2010; Kallo et al.
2012) y que las del nucleo ARC co-expresan neurokinina B (NKB) y su receptor NK3R vy
dinorfina, por lo que a esta poblacién se la denomina neuronas KNDy (Lehman et al.

2010).

La localizacion en nucleos discretos del cerebro de las neuronas kisspeptidérgicas se
corresponde con funciones definidas. La expresion de Kiss1 en el AVPV/PeN estd
sexualmente diferenciada por esteroides actuando perinatalmente, siendo mayor en
las hembras adultas (Kauffman et al. 2007a) y requiriendo de la participacién de Kiss1r
(Kauffman 2009). Las neuronas Kiss1 en AVPV/PeN son mediadoras de la
retroalimentacion positiva de los estrégenos, a través de la activacidén de receptores de
estréogeno alfa (ERa) (Gottsch et al. 2009) y participan en el desencadenamiento del
pico preovulatorio de LH (Robertson et al. 2009) (Figura 4). Las neuronas Kiss1 en el
nucleo arcuato (ARC) son mediadoras de la retroalimentacién negativa de los
esteroides sexuales (estrogenos y testosterona) sobre la secreciéon gonadotrofica,
activando ERa y receptores de andrégenos (AR) (Navarro et al. 2004; Smith et al.
2005b; Smith et al. 2005a; Gottsch et al. 2009) (Figura 4). Sin embargo las neuronas
Kiss1 del ARC no muestran dimorfismo sexual en roedores adultos como lo hacen las
del AVPV/PeN (Roseweir et al. 2009). Por otro lado, la poblacién neuronal del AVPV
presente en roedores, estaria ausente en ovejas, caballos y primates. La ausencia de
esta poblacién tendria que ver, contrario a lo que sucede en roedores, con que esta
zona no estd relacionada con la retroalimentacidon positiva de estrogenos y la
generacion del pico pre-ovulatorio de gonadotrofinas en estas especies.
Recientemente se ha descripto presencia de neuronas ir-Kiss1 en el area
periventricular en humanos (Hrabovszky et al. 2010) y en el APO en ovejas

(Franceschini et al. 2006).
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Figura 4. Regulacidn diferencial y accion de las neuronas Kiss1 del AVPV y ARC en el control de GnRH en
roedores. Modificado de L. Pinilla (Pinilla et al. 2012).

La administracion de kisspeptina en el sistema nervioso central estimula Ia
secrecion de GnRH y gonadotrofinas en animales prepuberales y adultos (Kauffman
2010). En roedores, las neuronas Kiss1 del AVPV hacen sinapsis con las neuronas de
GnRH (Clarkson & Herbison 2006b) y estudios recientes en ratén demostraron que las
neuronas Kiss1 de la porcién rostral del ARC (20/ del total de neuronas en esta zona),
proyectan hacia el APO, probablemente interactuando con las neuronas GnRH (Yeo &
Herbison 2011). Se asume que la poblacién de neuronas Kiss1 del ARC participa de la
regulacion de GnRH por medio de interneuronas o por accién directa a nivel de las
terminales nerviosas de GnRH en la EM (d'Anglemont, X et al. 2008). Entonces,
mientras las neuronas Kiss1 del AVPV tendrian un rol fundamental en el pico pre-
ovulatorio de GnRH y gonadotrofinas, las del ARC estarian involucradas mas bien en el
control de la secrecidn pulsatil de GnRH (Li et al. 2009; Navarro et al. 2009). Ademas,

se demostro la expresion del Kiss1r en hipotdlamo y especificamente en las neuronas
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GnRH (Herbison et al. 2010). De esta manera, se demuestra el rol indiscutible de
kisspeptina en la regulacion de la secrecién de GnRH, actuando tanto directamente
sobre las neuronas de GnRH como de forma indirecta a través de interneuronas y su
rol diferencial (segun las poblaciones existentes) en la regulacién del eje

gonadotréfico.

Ademas, se sabe que kisspeptina aumenta de manera drastica en el inicio de la
pubertad (Navarro et al. 2004). Tanto Kiss1 como el nUmero de neuronas ir-Kiss1 en el
AVPV aumenta durante esta etapa del desarrollo (Han et al. 2005; Clarkson & Herbison
2006b) y depende de la accidon estimulatoria de los estrégenos en este momento.
También aumenta durante este periodo el nimero de fibras Kiss1 que proyectan desde
el AVPV hacia las neuronas GnRH (Clarkson et al. 2009a). En cuanto a la expresion de
Kiss1 y las neuronas ir-Kiss1 en el ARC durante el desarrollo, se sabe que también
aumenta durante esta transiciéon (Takumi et al. 2011) pero su aumento es mas
modesto con respecto al del AVPV, especialmente en hembras. Durante esta etapa
existe un aumento gradual de la expresion del Kiss1r (Herbison et al. 2010) y en la

eficiencia de sefializacion del Kiss1r en las neuronas de GnRH (Han et al. 2005).

Todas estas evidencias apuntan a que el sistema de Kiss1 es fundamental en la
eclosion puberal (Figura 5). Esto se debe a: 1) un aumento del tono kisspeptidérgico
gue activa el eje gonadotroéfico; 2) un aumento en el nimero de neuronas Kiss1 y sus
proyecciones hacia las neuronas GnRH, principalmente provenientes del AVPV en
roedores; 3) un aumento en la sensibilidad a los efectos estimulatorios de kisspeptina
en términos de respuesta de GnRH/LH; y 4) un aumento en la eficiencia de sefializacion
del receptor de Kiss1, probablemente debido a una resistencia a la desensibilizacidn al
ser estimulado por kisspeptina. Sin embargo, la activacién inicial de la funcién ovdrica,
gue provee la principal fuente de estrégeno en hembras, se produce de manera
independiente de kisspeptina, sugiriendo que kisspeptina no seria el primer activador

del inicio de la pubertad, al menos en hembras.
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Figura 5. Mecanismos regulatorios y cambios a lo largo de la maduracion sexual en el sitema Kiss1
durante la pubertad en roedores hembra. Modificado de L. Pinilla (Pinilla et al. 2012). Los cambios
funcionales en el sistema Kiss1 involucrados en el inicio de la pubertad en roedores son: 1) el aumento
de Kiss1/kisspeptina en ciertos nucleos hipotalamicos, principalmente el AVPV; 2) el aumento del
numero de proyecciones o aposiciones entre las neuronas Kiss1 y GnRH; 3) el aumento en la sensibilidad
o respuesta de las neuronas GnRH a kisspeptina, junto con un aumento en la eficiencia del receptor de
kisspeptina (Kiss1r o GPR54) de acoplarse a los efectores de sefializacion y 4) el aumento de la expresion
o el nimero de Kiss1r. Ademas, la activacidn del sistema Kiss1 requiere de los efectos permisivos de los
estrogenos.

LOCALIZACION Y ROL DE NEURONAS KISS1 EN SISTEMAS EXTRA-HIPOTALAMICOS

Ademads de localizarse en nucleos hipotalamicos definidos, las neuronas Kiss1
también se encuentraron en sitios extra-hipotaldmicos, tales como la amigdala media
(MeA), el nucleo predptico anterodorsal y el nucleo base de la estria terminal (BNST)
(Brailoiu et al. 2005; Clarkson et al. 2009b; Kim et al. 2011; Xu et al. 2012b; Cao &
Patisaul 2013), aunque el rol fisioldgico de estas poblaciones se desconoce.
Recientemente se descubrid que la poblacién de neuronas Kiss1 presentes en la MeA

también se encuentra regulada por esteroides sexuales (Kim et al. 2011).

Por otro lado, estudios de expresion en rata sugieren la presencia de Kiss1 y Kiss1r,

asi como sus péptidos en la hipdfisis (Gutierrez-Pascual et al. 2007; Richard et al.
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2008). Estos estudios demuestran que kisspeptina actla directamente en la hipdfisis

estimulando la secrecién de gonadotrofinas, principalmente LH.

También se demostré la presencia del sistema Kiss1 en ovario de rata en diferentes
estadios del desarrollo postnatal, a lo largo del ciclo y en respuesta a manipulaciones
hormonales (Castellano et al. 2006), demostrando que Kiss1 aumenta durante la
transicion puberal y tiene un pico de expresiéon en la tarde del proestro, previo a la
ovulacion, en este drgano. Ademds, su expresidon parece estar regulada por
gonadotrofinas (Castellano et al. 2006). Por lo tanto, el sistema Kiss1 ovarico podria
tener un rol local en el control de la ovulacién, aunque su relevancia fisiolégica no se

conoce aun.

GNRH

La regulacion de la secrecidn de gonadotrofinas (LH y FSH) es muy compleja; en ella

participan el SNC, la HF y las génadas (Fink 1988; Fink 2000).

El sistema nervioso central integra informacion proveniente de diversos lugares,
tales como el eje reproductor, el medio externo o interno, y de esta manera controla la

secrecion pulsatil de GnRH, regulando asi la funcién gonadotréfica.

El GnRH es un decapéptido, cuya estructura molecular presenta muy pocos cambios
a lo largo de la evolucidon de los vertebrados, siendo el originalmente descrito en

mamiferos: pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH; (Schally et al. 1971).

Esta hormona, regulada por kisspeptina y por neurotransmisores excitatorios e
inhibitorios, es liberada de manera pulsatil desde las terminales nerviosas en la EM y
transportada por el sistema porta hipofisario a la pars distalis, estimulando la
secrecidn de las hormonas hipofisarias LH y FSH. Ambas gonadotrofinas viajan a través
de la circulacion general hasta las génadas donde ejercen su accion trofica, tanto
endocrina como gametogénica. Los esteroides gonadales secretados por los ovarios,
estradiol (E;) y progesterona (P4), principalmente, y por los testiculos, testosterona (T)
y dihidrotestosterona (DHT), ademas de desarrollar y mantener los caracteres sexuales

secundarios actuan sobre el encéfalo y la hipdfisis anterior regulando la secrecion
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hormonal, mientras que los péptidos gonadales como la inhibina actuan a nivel

hipofisario regulando la sintesis y liberacién de FSH.

Tanto los estrégenos como la progesterona (P,4) estimulan o inhiben la liberacién de
gonadotrofinas dependiendo de la concentracion y duracidon de la exposicion de la

hipdfisis a los esteroides, y de las circunstancias fisioldgicas o experimentales

En contraste con otras neuronas hipotaldmicas secretoras de péptidos, las neuronas
de GnRH no forman nucleos bien definidos y son sélo unas 1000 a 2000 neuronas. Si
bien las neuronas decapeptidérgicas tienen pulsatilidad intrinseca, el patrén pulsatil de
secrecion de GnRH, sugiere la existencia de una red de conexiones que permite
sincronizar dichas neuronas (Stojilkovic et al. 1994). Surgié asi el concepto de un
oscilador o generador de pulsos ubicado en el HT responsable de la liberacion pulsatil y

sincrénica de GnRH desde las terminales nerviosas de neuronas decapeptidérgicas.

En roedores cldsicamente se postulaba que la secrecién de GnRH es controlada por
dos centros ubicados en dos areas distintas del HT. Por un lado, el centro ténico
ubicado en el HMB (presente en ambos sexos), responsable de la secrecién pulsatil. Y
por otro lado, el centro ciclico: compuesto por el HA y el APO (presente sélo en
hembras), responsable de la secrecidn ciclica. Ahora se postula que las neuronas Kiss1
presentes en el ARC representarian el sustrato del generador de pulsos de GnRH, ya
gue kisspeptina se libera hacia la EM de manera intermitente con una frecuencia de un
pulso por hora en monas (Keen et al. 2008). Sin embargo, los pacientes con
mutaciones del Kissir exhiben liberacién intermitente de LH de baja amplitud a una
frecuencia normal (Seminara et al. 2003), por lo que kisspeptina funcionaria mas bien
amplificando la actividad del generador de pulsos en vez de generar la pulsatilidad. Si
esto fuese asi, al administrar de manera continua kisspeptina a la dosis a la cual el
Kiss1r se internaliza, reduciria la amplitud de LH pero no la pulsatilidad y este no fue el
caso en un trabajo realizado en monos, dénde tanto la amplitud como la pulsatilidad
de LH disminuyeron (Plant & Ramaswamy 2009). Por lo cual se requiere un mayor

estudio para dilucidar el rol de kisspeptina sobre el generador de pulsos de GnRH.

La reproduccion en mamiferos, tanto en machos como hembras, depende
criticamente de una neurosecrecion apropiada de GnRH. Esto ha sido demostrado en

numerosos experimentos en los cuales el bloqueo de la secrecion del decapéptido, por
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anestésicos o barbituricos, o de su accidon por inmunoneutralizacion o antagonismo del
receptor, llevan a un cese o reduccion en la secrecidn gonadotréfica y de la funcién
gonadal. La esterilidad en ratones mutantes, carentes de GnRH, o la infertilidad
humana asociada a una insuficiencia de GnRH, como en el Sindrome de Kallman,
demuestran las severas consecuencias reproductivas resultantes de una secrecién de

GnRH deficiente (Levine et al. 1991).

La liberacién hipotalamica de GnRH esta regulada por neuronas presentes en
diferentes regiones del cerebro (sistemas limbico y olfatorio, cortex visual, etc.), cuyas
terminales finalizan en el HT. Uno de los péptidos mds importantes, recientemente
descripto, que regulan positivamente la secrecién de GnRH es la kisspeptina, como
menciondramos anteriormente. Ademas existen neurotransmisores que participan en
este control, entre los cuales se encuentran: el GABA y péptidos opioides enddgenos
gue son inhibitorios de la liberacion de GnRH; la epinefrina, norepinefrina,
neuropéptido Y y glutamato que la incrementan, mientras que dopamina y serotonina
pueden ser inhibitorias o estimulatorias dependiendo del estado endocrino del animal.
La neurona decapeptidérgica presenta también receptores para GnRH, permitiendo un
mecanismo de retroalimentacidn ultracorto. Asi la secrecién de GnRH hipotalamica es
el resultado de la integracién de todos los estimulos facilitadores e inhibitorios,
modulandose preferentemente segln los niveles de estrégenos y progesterona

circulantes.

AMINOACIDOS

Muchas de las acciones neuroendocrinas son controladas por factores que son
neurotransmisores en si mismos, como el GABA, el glutamato, la norepinefrina y la
dopamina, entre muchos otros. Se ha demostrado que de todos estos factores
regulatorios, los primeros en ejercer este control durante el desarrollo son GABA y
glutamato. En esta tesis nos centraremos en el estudio principalmente del GABA como
un factor capaz de regular multiples funciones endocrinas y uno de los principales

reguladores de las neuronas que secretan GnRH.

“EL ACIDO GAMMA AMINOBUTIRICO

En los mamiferos adultos, el GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del

cerebro. Este aminodcido no proteico es sintetizado en aproximadamente el 20-30 /
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de las neuronas de todo el SNC, y participa en, al menos, 40 / de las sinapsis
inhibitorias. Ademas, es indispensable para el control de una variedad de funciones
como la actividad locomotora, el aprendizaje y los ritmos circadianos (Krnjevic 2004;
Bowery & Smart 2006). Se sabe que el GABA, ademas de neurotransmisor vy
metabolito, también actia como neurohormona (molécula de seifalizacién paracrina) y
como neurotrofina para las neuronas en diferenciacidn, ya que modula la proliferacién
de los progenitores neurales, promueve y regula la migracion de los precursores
neuronales y acelera la maduracidn neuronal, jugando asi un rol morfogenético
durante el desarrollo embrionario (Varju et al. 2001; Lujan et al. 2005; Bowery & Smart

2006).

Metabolismo del GABA

El GABA es principalmente producido a partir de glucosa, aunque el piruvato y otros
aminoacidos pueden servir como precursores; en efecto su metabolismo estd
intimamente relacionado con los ciclos del glutamato y glutamina (Waagepetersen et

al. 1999).

La sintesis de GABA en el cerebro tiene lugar en el cuerpo celular y en la terminal
nerviosa. El GABA se origina via decarboxilaciéon del L-glutamato por la enzima acido
glutamico decarboxilasa (GAD). Se han encontrado dos isoformas de GAD (GADgs v
GADg;) en las neuronas GABAérgicas de los vertebrados, codificadas por genes
distintos, las que difieren en sus propiedades cinéticas, distribucién intracelular y en
sus interacciones con el cofactor piridoxal-fosfato. Ademas, se sabe que GADsg
predomina en ratén, mientras que GADgs es la isoforma predominante en rata y

humano (Sheikh et al. 1999).

Las neuronas son incapaces de hacer sintesis de novo de GABA a partir de glucosa
siendo asi dependientes de los astrocitos para la sintesis neta de GABA, pues carecen
de la enzima piruvato decarboxilasa necesaria para la sintesis de novo de componentes

del ciclo de Krebs, presente sdélo en astrocitos (Shank et al. 1985; De Robertis 1986).

Otra fuente de GABA es la sintesis a partir de poliamiaminas, siendo la enzima clave

de esta ruta la ornitina decarboxilasa (Seiler 1980).

22



Se describid la presencia de GABA y GAD también en ovarios, testiculos, trompas de
Falopio, hipdfisis, rifdn, glandulas adrenales y células B del pancreas productoras de
insulina (Paulsen et al. 1988). Aunque la funcién especifica del GABA en algunos de

estos tejidos y tipos celulares no ha sido totalmente caracterizada.

Receptores GABAérgicos

La respuesta a GABA es mediada a través de tres tipos de receptores, el receptor
GABA, (RGABA,), el GABAgz (RGABAg) y, el mas recientemente descripto GABAc
(RGABA(). Estos se han clasificado sobre la base de sus distintas propiedades
farmacoldgicas, fisioldgicas y moleculares (Chebib & Johnston 1999). Hoy en dia, en

general se acepta que los receptores GABA, y GABA: pertenecen a un mismo grupo.

La neurotransmision inhibitoria mediada por GABA exhibe un componente répido y
uno lento en el SNC adulto. Los RGABA, y RGABA: son los responsables de una
inhibicién sinaptica rapida (Macdonald & Olsen 1994; Bormann & Feigenspan 1995)
mientras que los RGABAg serian los responsables de las sefales inhibitorias lentas y de

larga duracién (Bowery 1989).

Caracteristicas de los receptores GABA, y GABA(

Los RGABA, y RGABA( son de tipo ionotrépicos y pertenecen a la superfamilia de
canales idnicos cuya apertura es estimulada por la unién de su ligando. Estan
compuestos por cinco subunidades, con 4 dominios transmembrana cada una, que
conforman un canal de cloruro (CI'). Las regiones carboxi- y amino- terminales son
extracelulares y parte del sitio de unién a agonistas / antagonistas yace dentro de la
region amino- terminal (Chebib & Johnston 1999). Sin embargo, mientras los RGABA,
son hetero-oligdmeros compuestos por una mezcla de las subunidades (Rudolph et al.
2001), los RGABAc son homo- o hetero-oligdmeros formados por combinacién de

isoformas de una Unica subunidad (Chebib & Johnston 1999).

23



Caracteristicas de los receptores GABAg

Dado que en este trabajo nos centraremos en los efectos de los receptores GABAg
sobre la reproduccién y que como modelo experimental utilizaremos ratones que
carecen de la expresion de un RGABAg funcional, a continuacion se detallan las

caracteristicas mas sobresalientes de estos receptores.

En 1980, Bowery y col. describieron y caracterizaron un receptor GABA
farmacoldgicamente distinto al receptor GABA, (Bowery et al. 1980; Hill & Bowery
1981), denominado RGABAg. Estos receptores son del tipo metabotrdpico e inhiben en
el sistema nervioso la transmisién sindptica a través de proteinas que unen nucleétidos
de guanina (Proteinas G) acopladas a sistemas efectores generadores de segundos
mensajeros intracelulares y a canales idnicos. La estimulacién de los RGABAg ubicados
en cuerpos neuronales y dendritas promueve potenciales postsindpticos inhibitorios
lentos de larga duracion (IPSPs) mientras que la activacién de los ubicados en

terminales nerviosas presinapticas inhibe la liberacién de neurotransmisores (Figura 6).
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Figura 6. Localizacién de los RGABAg en el cerebro. Si el RGABAg se encuentra en terminales
GABAérgicas se lo denomina autoreceptor y si se encuentra en otras terminales nerviosas,
heteroreceptor. Modificado de J. Cryan (Cryan & Kaupmann 2005).
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Aunque los RGABAg se expresan abundantemente en el SNC de mamiferos y se
conoce de su existencia desde 1980 (Bowery et al. 1980; Hill & Bowery 1981), su
estructura permanecio sin ser elucidada hasta que en 1997 Kaupmann y col. aislaron
dos variantes de splicing del receptor llamadas RGABAg(1s) Y RGABAg1p) (Kaupmann et
al. 1997). Estas glicoproteinas difieren solamente en sus extremos amino-terminal,
donde los primeros 147 aminoacidos del RGABAg1a) (Masa molecular (Mr) = 130 KDa)
son reemplazados por una secuencia diferente de 18 aminoacidos en RGABAg(1p) (Mr =
100 KDa). Luego se determind la existencia de una segunda subunidad del receptor, la
RGABAg; (Mr = 110 KDa) con un 54/ de similitud en la secuencia aminoacidica y un

35/ de homologia de secuencia con la subunidad RGABAg; (Kaupmann et al. 1998).

El clonado de los RGABAg revelé que ambas subunidades presentan una estructura
molecular caracteristica de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR), con siete

dominios transmembrana (Blein et al. 2000; Bowery et al. 2002; Bettler et al. 2004).

Para que el receptor sea completamente funcional, apropiadamente sensible a sus
agonistas y se exprese en membrana, debe formarse una asociacion heterodimérica
estable entre una subunidad RGABAg; y una RGABAj, (Kaupmann et al. 1997;
Kaupmann et al. 1998; Jones et al. 1998; White et al. 1998; Kuner et al. 1999; Schuler
et al. 2001; Prosser et al. 2001) (Figura 7).

Si bien el sitio de unién para ligandos, agonistas y antagonistas esta en el dominio
extracelular amino-terminal de la subunidad RGABAg;, en la activacion del receptor
dependiente de agonista (cuya unién requiere del ién Ca®') también participa el
dominio amino-terminal de RGABAg, (Galvez et al. 2000; Okamoto et al. 1998) (Figura
7). Por otro lado, la subunidad RGABAg, es crucial para el acople con los efectores
intracelulares (Figura 7) y necesaria para el correcto trafico de RGABAg; a la membrana
plasmatica (Duthey et al. 2002). El RGABAg es el Unico ejemplo conocido donde dos
GPCR aparentemente no funcionales se dimerizan y originan un receptor funcional
(Jordan & Devi 1999). Posteriormente se identificaron cinco isoformas adicionales de
variantes de splicing de RGABAg:1: RGABAg(1cq) (ISomoto et al. 1998; Pfaff et al. 1999;
Schwarz et al. 2000; Wei et al. 2001) y tres de la subunidad RGABAg,. No todas estas
isoformas del RGABAg; son capaces de formar RGABAg funcionales cuando se unen a

RGABAGg,, regulando asi el numero de receptores activos (Schwarz et al. 2000). Estas
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variantes adicionales se encontraron en varios tejidos del SNC y tejidos periféricos,
expresandose RGABAg(1) en ambos lugares mientras que las subunidades RGABAg(1q) Y

RGABAGg(1¢) 0 hacen principalmente en tejidos periféricos.

Sitio de unién a ligandos:

GABA, baclofén, GABAg1) GABAg;

antagonistas

competitivos \ 7 No hay s?tio de union a
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Figura 7. Asociacidn heterodimérica del RGABAg que le confiere funcionalidad.Las dos isoformas del
RGABAg; (RGABAg:, Y RGABAG,) difieren en el extremo N-terminal. La subunidad RGABAg; presenta el
sitio de union al ligando y la RGABAg; es la que se acopla a proteinas G. Modificado de J Cryan (Cryan &
Kaupmann 2005).

Sin embargo, las respuestas de las dos subunidades recombinantes del receptor no
comparten las mismas caracteristicas cinéticas y respuestas que los receptores nativos.
Por ejemplo, existen diferencias en la potencia de los agonistas entre las distintas
poblaciones de los RGABAg nativos y entre los nativos y recombinantes. Para explicar
estas discrepancias, se propuso la existencia de fosforilacion diferencial del receptor,
regulacion de las proteinas G o distintas subunidades de efectores que modifiquen la
respuesta de los receptores. Recientemente, se descubridé la existencia de cuatro
proteinas citosélicas de la familia KCTD (proteinas que contienen dominios de
tetramerizacion del canal de K*) que son proteinas auxiliares de los RGABAg nativos
(Gassmann & Bettler 2012). KCTD8, KCTD12, KCTD 12b y KCTD16 poseen distintos
patrones de expresion en el cerebro y se unen al extremo carboxi-terminal de la
subunidad RGABAg, como homo o hetero tetrameros, formando un complejo estable y

modulando las propiedades del RGABAg. El descubrimiento de estas proteinas
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auxiliares de los RGABAgz provee nuevas interacciones entre la funcionalidad del
receptor y ciertas enfermedades. Por ejemplo, se sabe que el gen que codifica para
KCTD16 es clave para el sindrome de epilepsia parcial congénita (Gassmann & Bettler

2012).

Los estudios con ratones carentes de la expresidon de la subunidad RGABAg;
(GABAg,KO) sugieren que esta subunidad es esencial para la localizacidon del receptor
en procesos distales pero no para la sefializaciéon (Gassmann et al. 2004), mientras que
los estudios con ratones carentes de la expresion de la subunidad RGABAg;
(GABAg:KO) indican que esta subunidad es absolutamente esencial para un RGABAg

funcional (Schuler et al. 2001).

Como ya mencionamos, los RGABAg inhiben la actividad neuronal en el SNC a través
de proteinas G acopladas a sistemas generadores de segundos mensajeros
intracelulares y a canales idénicos. Estos receptores interactian principalmente con
proteinas G de las clases Gi/G, sensibles a la toxina de Pertussis. Sin embargo, se han
observado efectos que estarian mediados por otras proteinas G como por ejemplo la

G (Blein et al. 2000; Kaupmann et al. 1997).

También se ha descripto que estos receptores pueden estimular la fosfolipasa A,
(PLA;) (Duman et al. 1986), modular la hidrélisis de inositoles fosfolipidicos (Crawford
& Young 1988) vy las actividades de la proteina quinasa C (PKC), de la proteina quinasa
A (PKA) y de la proteina quinasa regulada por mitégenos (MAPK) (Vanhoose et al.
2002; Kubota et al. 2003).

Existen distintos agonistas del RGABAg, entre los que se encuentran el Baclofen (B-
[4-clorofenil] GABA), el 3-APPA (ac. 3-aminopropil-fosfénico) y su homdlogo metilado
3-APMPA. Estos compuestos se usan en el tratamiento de la espasticidad y rigidez de
musculo esquelético, en el dolor neuropatico y en el dolor asociado al dafio o ruptura
de la médula espinal. Ademas reducen la avidez por un nimero de sustancias adictivas
(como ser opio, heroina, alcohol, cocaina y nicotina), presentan actividad antitusiva,
anti-isquémica en el corazén e inhiben la motilidad intestinal y la broncoconstriccién

mediada por el nervio vago (Bowery et al. 2002).
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Entre los antagonistas de estos receptores encontramos al faclofen, saclofen y 2-
hidroxisaclofen y el CGP55845, entre otros. Estos agentes mejoran el rendimiento
cognitivo y pueden tener actividades antidepresivas y antipsicéticas ademas de

propiedades neuroprotectoras (Bowery et al. 2002).

REGULACION GABAERGICA DEL EJE GONADOTROFICO

Como mencionaramos anteriormente, la regulacion del eje gonadotréfico es
provista por sefiales tanto estimulatorias como inhibitorias transmitidas por diversos
componentes como los neurotransmisores, las neurohormonas y las hormonas
peptidicas y esteroideas. En relacidn a los neurotransmisores involucrados en estas
funciones, se describié que el GABA tiene una importante y relevante funcion en dicho
eje (Mitsushima et al. 1994; Heger et al. 2003; Mitsushima et al. 2003; Fujioka et al.
2007; Christian & Moenter 2007). El GABA puede regular este eje al actuar en todos los
niveles: cerebral, hipofisario y gonadal, y esto estd mediado por la unidon a sus

receptores especificos GABAs/c y/o GABAg.

En cuanto a la regulacién GABAérgica a nivel cerebral, su efecto puede ser tanto
directo sobre las neuronas GnRH como indirecto a través de interneuronas. El efecto
directo es posible ya que se demostré que axones que contienen GAD hacen sinapsis
con neuronas GnRH en el APO media en la rata (Leranth et al. 1985), las cuales
presentan RGABA, y RGABAg (Lagrange et al. 1996; Sliwowska et al. 2006; Garyfallou et
al. 2006). Por otro lado, la accién de GABA también puede ejercerse en forma
indirecta, es decir por la interaccidon con interneuronas involucradas en la secrecion de
GnRH, como son las del sistema opioide, noradrenérgico, glutamatérgico, entre otros

(Kalra & Kalra 1981; Donoso et al. 1994).

Otros estudios demuestran una relaciéon aun mds intima entre GnRH y GABA. Se
propuso que GABA estaria involucrado en la regulacién de neurogénesis, migracion y
desarrollo del sistema nervioso (Tobet et al. 1996). Con respecto al efecto de GABA
sobre la migracion de neuronas GnRH, se han descripto tanto efectos estimulatorios
como inhibitorios actuando sobre el RGABA,, dependiendo del modelo utilizado
(Behar et al. 1996). Algunos autores sugieren que el GABA estaria involucrado en la
correcta migracion embriogénica de neuronas GnRH a través del septum nasal y la

placa cribiforme hacia el cerebro, siendo necesaria esta migracién para que las
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neuronas encuentren su destino final, principalmente en el APO-HA-HMB (Schwanzel-
Fukuda 1999; Wray 2001; Tobet & Schwarting 2006). Esto se postularia dado que
existe una subpoblacion de neuronas olfatorias que produce GABA en etapas
embrionarias tempranas y este neurotransmisor podria estar regulando la migracion
de las neuronas de GnRH. Cuando estas neuronas llegan a su destino final cesa la
produccién de GABA (Fueshko et al. 1998a; Bless et al. 2000), siendo éste un pre-
requisito para la correcta funcién reproductiva. Por lo tanto, la alteraciéon de uno de los
componentes del sistema GABAérgico podria ocasionar disturbios en el desarrollo
normal de este sistema (Heger et al. 2003). Por otro lado, se describid recientemente
gue los RGABAg participan en la migracién neuronal y posicionamiento durante la
formacion del VMN del hipotalamo, demostrando la importancia de estos receptores

en el desarrollo por lo menos en algunos nucleo hipotalamicos (McClellan et al. 2008).

Durante la migracién de las neuronas de GnRH, un subgrupo de ellas se aloja en los
BO, ubicados en el telencéfalo. Los bulbos olfatorios son la principal estacién de relevo
de la via olfatoria. Se ha propuesto que neuronas GnRH distribuidas en el sistema
olfatorio participarian en el olfato y en la deteccidn de feromonas en peces primitivos
y mamiferos terrestres (Parhar 2002). En ratones de las praderas se ha observado
presencia de cuerpos celulares y fibras inmunoreactivas para GnRH en el epitelio
vomeronasal, los nervios vomeronasales y los BO accesorios (region dorsal posterior
del bulbo olfatorio) tanto en neonatos como en adultos (Wirsig-Wiechmann &
Wiechmann 2001). Es mas, se ha propuesto que el GnRH del sistema olfatorio estaria
involucrado en regular el comportamiento de lordosis en ratones hembra (Keller et al.
2006). Por otro lado es interesante también mencionar que se demostré la presencia
de RGABAz en neuronas del BO (Karpuk & Hayar 2008) y que se propone la
participaciéon de GABA a través de RGABAA, y RGABAg en el procesamiento de la

informacidn olfatoria (Wilson & Laurent 2005).

En cuanto a la relaciéon funcional entre el GABA vy la liberacion de GnRH existen
opiniones controvertidas. Por un lado, se propuso que este efecto seria dual y estaria
relacionado con el periodo de desarrollo. En este caso, el GABA tendria una accién
estimulatoria en los estadios tempranos del desarrollo e inhibitoria en los estadios
tardios del desarrollo y en la adultez (Grumbach 2002). Segun esta teoria, se ha

reportado que el sistema GABAérgico, a través de RGABA,, estimula la secrecion de
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GnRH y LH durante el periodo prepuberal temprano en ratas hembras y tiene una
accion inhibitoria sobre este eje en el periodo prepuberal tardio y en la adultez

(Moguilevsky & Wuttke 2001).

Por otro lado, hay autores que postulan que el GABA tendria un efecto
estimulatorio , por lo menos a nivel electrofisioldgico, sobre las neuronas GnRH a
través de RGABA, también en el adulto, dado que estas neuronas conservarian los
canales idnicos tipicos del estado inmaduro (Bilger et al. 2001; DeFazio et al. 2002;

Heger et al. 2003).

Ademas, GABA inhibe tanto la secrecién pulsatil como el pico de LH inducido por
esteroides en animales enteros (Lamberts et al. 1983; Fuchs et al. 1984). Este efecto se
deberia a una accion a nivel central, por inhibicidn de neuronas noradrenérgicas
ubicadas en el HT, a través de ambos tipos de receptores (RGABA, y RGABAg) (Adler &
Crowley 1986; Hartman et al. 1990; Donoso et al. 1994). Respecto de los RGABAg, mas
especificamente, Akema y Kimura propusieron que éstos estarian involucrados en la
respuesta de LH a los estrégenos en ratas hembras castradas (Akema & Kimura 1991),
mientras que otros autores les atribuyeron las diferencias sexuales en el aumento de
gonadotrofinas post castracién, junto a los RGABA, (Gay & Midgley, Jr. 1969; Luderer
& Schwartz 1994).

Si bien el GABA es uno de los principales neurotransmisores que participa en la
regulacion del eje gonadotrofico, también existen otros relacionados al sistema
GABAérgico, como el glutamato, aminoacido excitatorio de neuronas GnRH (Maffucci
et al. 2008) cuyos efectos son ejercidos mediante canales NMDA. Los receptores para
glutamato, ionotropicos o metabotrdpicos, fueron localizados en nucleos
hipotaldmicos criticos para las funciones neuroendocrina y reproductiva, y por tanto se
propone que el glutamato cumple funciones fundamentales en el control de procesos
tales como la pubertad, la pulsatilidad y el pico preovulatorio de gonadotrofinas, la
conducta reproductiva y el envejecimiento (Otero Losada 1989; Brann & Mahesh 1997;

Dhandapani & Brann 2000).

El glutamato asi como también el aspartato, otro aminodacido excitatorio, se
encuentran en altas concentraciones en varios nucleos hipotaldmicos como el ARC, el

supraquiasmatico, el supradptico, el paraventricular y en el APO.
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El GABA también participa en la regulacién de la secrecién de GnRH a través de
neuronas glutamatérgicas, ya que se sabe que existen RGABAg en las presinapsis de
estas neuronas, los cuales estarian inhibiendo la liberacion de glutamato, pudiendo asi
también ejercer una disminucién de la secrecion del decapéptido y de las

gonadotrofinas (Otero Losada 1989; Chu & Moenter 2005).

Ademas se sabe que la taurina, otro aminoacido inhibitorio, aumenta la actividad
del sistema GABAérgico hipotalamico y de esta forma inhibe la liberaciéon de GnRH y de
LH en ratas hembra de 30 dias posponiendo su maduracion sexual (Arias et al. 1995).
Se postula que la taurina seria agonista de los RGABA, y RGABAg (Belluzzi et al. 2004;
del Olmo et al. 2000).

También hay autores que sugieren que los receptores para GnRH no sélo estan
presentes en las terminales axdnicas en la EM, sino que también podrian encontrarse
en neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas y taurinérgicas, por lo que GnRH podria
realizar una retroalimentacién autoinhibitoria o estimulatoria ultra corta de su propia
secrecion (Feleder et al. 1996). De este modo, la regulacion de la secreciéon de GnRH se
convierte en un complejo proceso en el que intervienen distintos factores

estimulatorios e inhibitorios intimamente relacionados.

Por otra parte, se ha demostrado la regulacién GABAérgica del eje gonadotroéfico a
nivel hipofisario. En la hipdfisis per se se demostrd, por resultados de nuestro
laboratorio entre otros, la presencia de los RGABA,, RGABAg y RGABA( (Libertun et al.
1979; Fiszer de Plazas et al. 1982; Apud et al. 1987; Lux-Lantos et al. 1992; Gamel-
Didelon et al. 2003; Mayerhofer et al. 2001). El GABA llegaria a la hipdfisis por
diferentes caminos desde el HT, ademas de existir una sintesis local, como lo
demuestra la expresidon de GAD en esta glandula (Vincent et al. 1982; Mayerhofer et

al. 2001; Gamel-Didelon et al. 2002).

Resultados previos de nuestro laboratorio establecieron la participacion de los
RGABAg; en el control de la secrecion hormonal hipofisaria (Lux-Lantos et al. 1992; Rey-
Roldan et al. 1996), asi como también sus mecanismos de sefializaciéon intracelular en

la adenohipdfisis (Lux-Lantos et al. 2001).
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Al analizar las acciones directas del GABA sobre la secrecién hipofisaria, se
demostré un efecto estimulatorio sobre la liberacién de LH y FSH en la hipdfisis
anterior a través de los RGABA, (Anderson & Mitchell 1986; Virmani et al. 1990; Brann
et al. 1992). A su vez, trabajos de nuestro laboratorio demostraron que el GABA, a
través de los RGABAg, puede disminuir la secrecion de LH y FSH estimulada por GnRH
en cultivos de células adenohipofisarias de ratas en proestro y de ratas hembras de 12

dias de edad (Lux-Lantos et al. 1992; Rey-Roldan et al. 1996).

INTERACCION ENTRE KISSPEPTINA Y GABA

Si bien la interacciéon de GABA y GnRH ha sido ampliamente estudiada, poco se
conoce sobre la relacidon entre GABA vy kisspeptina, aunque ambos factores juegan
roles principales en la regulacion del eje gonadotrofico. Ademas, la naturaleza de esta
interaccion depende de las condiciones experimentales y los receptores involucrados,
ya que GABA puede ser excitatorio o inhibitorio sobre las neuronas GnRH, como

mencionaramos anteriormente.

Varios grupos han sugerido que las neuronas de Kiss1 y GABA interactuan en el
control de la secrecion de GnRH (Neal-Perry et al. 2009; Pielecka-Fortuna & Moenter
2010; Garcia-Galiano et al. 2012). En el despertar puberal el aumento de GnRH estd
asociado a una disminucién de GABA seguida de un aumento de glutamato en la
eminencia media y tallo hipofisario, indicando la critica participacién de GABA en este
proceso (Richter & Terasawa 2001; Grumbach 2002). Por otro lado, se ha postulado
gue kisspeptina seria indispensable para el desarrollo puberal (Gottsch et al. 2006;
Ojeda et al. 2006), por lo que una interaccién entre estos dos sistemas parece
probable. Esta hipdtesis es avalada por algunas evidencias que sugieren que el efecto
indirecto de kisspeptina sobre la liberacion de GnRH seria mediado por neuronas
GABAérgicas y glutamatérgicas (Pielecka-Fortuna et al. 2008). Otros proponen un
modelo en el que las neuronas de kisspeptina podrian estar reguladas por GABA
(Ojeda et al. 2006). Herbison propone que las neuronas sensibles a estradiol aferentes
a las neuronas de GnRH forman un continuum en el area rostral periventricular del
tercer ventriculo, entre las que estarian las neuronas gabaérgicas y las
kisspeptidérgicas (Herbison 2008). Ademads, Cravo y col. demostraron que un alto
porcentaje de neuronas Kiss1 del AVPV (75/ ) y del nucleo arcuato (50/ ) son también

GABAérgicas (Cravo et al. 2011). Recientemente, Kurian y col. demostraron en monos
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gue antes del despertar puberal, y no después, la liberacién de GnRH es inhibida por
un input ténico de GABA a través de neuronas kisspeptidérgicas y que esta accidn era
ejercida por medio de RGABA, (Kurian et al. 2012). Aunque se sabe que los RGABAg
son capaces de modular la secrecién de GnRH, hasta el momento no se ha reportado
una relacién directa entre los RGABAg y las neuronas kisspeptidérgicas. Sin embargo,
se sabe que la activacion de RGABAg hiperpolariza las neuronas GnRH y que este
efecto puede bloquearse con Kp-10, andlogo sintético de kisspeptina (Zhang et al.

2009).

REGULACION DEL CICLO OVARICO

CICLO OVARICO

En la mujer, en cada ciclo ovarico un foliculo progresa a través de una serie de
estadios de desarrollo (foliculogénesis) que incluyen: crecimiento y maduracion,
ovulacion, formacién del cuerpo luteo y, en ausencia de fecundacidn, degeneracién. La
foliculogénesis es un proceso complejo, en el que multiples interacciones enddcrinas y
paracrinas dentro del ovario, crean un cambio en el microambiente intrafolicular, para
el apropiado desarrollo del oocito. En un principio, el oocito | es rodeado por células
foliculares aplanadas y escamosas, formando el foliculo primordial (a este estadio del
oocito, frecuentemente se lo denomina vesicula germinal). Una cohorte de foliculos
primordiales es reclutada para iniciar su crecimiento, de la cual sélo un foliculo,
normalmente, serd seleccionado para ser ovulado en los seres humanos. En los
roedores este numero varia entre 6 y 14 aproximadamente, dependiendo de la
especie. El crecimiento del foliculo primordial es independiente de las gonadotropinas
y es influenciado principalmente por factores enddcrinos/paracrinos (Knight & Glister
2003), muchos de ellos producidos por el propio oocito y por las células de granulosa

gue lo rodean.

Con el crecimiento continuo del foliculo, las células escamosas se transforman en
una capa cubica simple, formando el foliculo primario (Dumesic et al. 2008). Durante
esta etapa aparece una sustancia amorfa llamada zona pelldcida, compuesta por
diferentes glicoproteinas, que rodea al oocito separandolo de las células foliculares
(Gartner L P & Hiatt J L 1997). Cuando el foliculo primario ya ha sido activado para

iniciar el desarrollo, se convierte en foliculo pre-antral. Esta conversion incluye un
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aumento considerable en su diametro. Las células foliculares contintdan proliferando
formando la capa de granulosa. Células de la teca, provenientes del estroma
circundante, se organizan alrededor del foliculo en diferentes capas (Dumesic et al.
2008): una teca interna compuesta principalmente por una capa celular glandular muy
vascularizada, y una teca externa de células planas y de naturaleza fibromuscular. A su
vez, comienzan a desarrollarse varios espacios intercelulares dentro de las células de
granulosa, llenos de liquido. Hacia el final del estadio pre-antral las células foliculares
adquieren receptores para ciertas hormonas, las células de granulosa para estrégenos
y FSH hipofisaria, mientras que las tecales desarrollan receptores para LH hipofisaria
(Rice et al. 2007; Gougeon & Lefevre 1983). A partir de aqui, el desarrollo posterior de
los foliculos dependerd del estado enddécrino del organismo en ese momento. Siempre
gue los niveles de FSH y LH circulantes sean adecuados, cualquier foliculo con
receptores apropiados entrara en el siguiente estadio del desarrollo, el antral. Los
foliculos pre-antrales que no poseen receptores hormonales experimentan un proceso

de atresia es decir, degeneran y mueren.

Los espacios llenos de liquido, generados durante el estadio preantral, terminan
coalesciendo formando una Unica cavidad llena de liquido denominada antro. A este
estadio se lo conoce como foliculo antral o secundario (Gartner L P & Hiatt J L 1997).
Hacia el final de este estadio, el foliculo es de mayor tamafio, aunque el oocito

permanece mas o menos con el mismo didmetro.

Bajo la influencia de las gonadotrofinas, las células del foliculo antral comienzan a
secretar grandes cantidades de hormonas. Bajo el estimulo de LH, las células de la teca
interna sintetizan y secretan los andrdgenos: testosterona y androstenediona.
También producen pequeias cantidades de estréogenos. Las células de granulosa, que
poseen receptores para FSH, parecen responder a la presencia de esta hormona
convirtiendo los andrégenos, que provienen de la teca, en estrégenos, en especial 17
B-estradiol, dado que la enzima conversora, la aromatasa, se encuentra principalmente
en las células de la granulosa. El resultado final de esta actividad secretora es un
aumento sustancial de los niveles circulantes tanto de andrdgenos como de
estrogenos. En las células de granulosa, los estrogenos actian de forma autdcrina

estimulando la proliferacion celular.

34



Hacia fines del estadio antral, las células de granulosa en respuesta a FSH y a
estrogenos, adquieren receptores de LH. Cualquier foliculo antral que no presente
suficientes receptores de FSH y estrogenos experimentara atresia. Por consiguiente,
durante la vida fértil de la mujer se desarrollan multiples foliculos primordiales, pero

habitualmente sélo uno llega a la ovulacién y serd denominado foliculo dominante.

En el estadio Pre-ovulatorio, LH estimula a las células de granulosa para sintetizar
progesterona. A medida que aumenta la secrecion de esta hormona, los estrégenos
empiezan a disminuir ligeramente, y las células de granulosa pierden sus receptores

para FSH y estrégenos (PococK & Richards 2002).

Las células de granulosa se redistribuyen, de modo que el oocito | queda rodeado
por un pequefio grupo de ellas que se proyectan desde la pared folicular hacia el antro.
Esta estructura es conocida como cumulus oophorus. La Unica capa de células de
granulosa que rodea al oocito se denomina corona radiata. Hacia el final de esta etapa,
la teca interna y las células de granulosa son invadidas por capilares que nutren a
ambas. Se forma asi, el foliculo maduro o de De Graaf (Gartner L P & Hiatt J L 1997). El
oocito | completa la primera division meiédtica convirtiéndose en oocito Il. La meiosis se
detiene de nuevo en metafase Il, siendo ahora capaz de ser fertilizado e iniciar el
desarrollo embrioldgico (Gougeon & Lefevre 1983; Dumesic et al. 2008). Al producirse
un aumento subito de los valores de LH circundantes se produce la ruptura del foliculo,
liberando al oocito Il, en un proceso denominado ovulacion que ocurre a mitad del
ciclo menstrual. Con ello se completa la primera mitad del ciclo ovérico, conocida

como Fase Folicular.

La segunda mitad del ciclo ovarico se la conoce como Fase Luteinica. En el foliculo
colapsado, las células foliculares aumentan de tamanfo (se luteinizan) y se convierte en
cuerpo luteo. En caso de fecundacién, éste serd el responsable de mantener el
equilibrio de las hormonas esteroideas que garanticen la implantacion y el
mantenimiento del embridén durante las primeras semanas de embarazo. Los niveles
de progesterona aumentan de forma significativa y aproximadamente a mitad de la
segunda fase del ciclo se observa un segundo pico de estrogenos. Si el oocito liberado
en el momento de la ovulaciéon no es fecundado, el cuerpo luteo degenera en un

proceso llamado lutedlisis: las células luteinizadas colapsan, se produce isquemia y
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muerte celular. Se genera entonces, una disminucién en la secrecidén de estrégenos y

progesterona. El cuerpo liteo regresionado se conoce como cuerpo albicans.

CICLO ESTRAL

Tanto el ciclo menstrual de primates como el ciclo estral del resto de los mamiferos
se divide en una etapa pre-ovulatoria y otra post ovulatoria. Entre ambas tiene lugar la
ovulacién, que en el caso de la rata y ratdn ocurre espontaneamente. El ciclo estral del
ratén se desarrolla en 4 6 5 dias, observandose un orden cronolégico de 4 etapas de
distinta duracién: 1) Proestro: 12 a 14 horas, momento en que el animal entra en celo;
2) Estro: 25 a 27 horas, periodo durante el cual la hembra estd dispuesta a recibir al
macho, y es posible en la mayoria, aunque no en todos los mamiferos, un coito
fecundante; 3) Diestro | (o metaestro): 6 a 8 horas; 4) Diestro Il: 55 a 57 horas, periodo
en el cual la secrecidn ovdrica prepara los tejidos reproductivos para la recepcién del

ovulo fertilizado luego del coito en estro.

El crecimiento y maduracion de los foliculos comprende los dias de diestro y
proestro, finalizando con la ovulacién espontanea en la madrugada del estro (Smith y
col. 1975; Greenway y Roy 1994). En cada fase del ciclo estral se suceden una serie de
cambios caracteristicos a nivel de ovario, Utero, vagina, asi como cambios
comportamentales (Marcondes y col. 2002). En el ovario, durante las fases de proestro
y estro temprano, un grupo de foliculos ovaricos completa la etapa de maduracion,
pero sélo una parte de este grupo termina ovulando, mientras que el resto sufre
atresia. Tras la ovulacion, los foliculos que ovularon se transforman en cuerpos luteos
que crecen durante dos o tres dias (fase de diestro) y luego degeneran lentamente. Se
pueden encontrar asi tres o cuatro generaciones de cuerpos luteos en distintos
estadios en cualquier fase del ciclo estral en roedores. En ausencia de gestacion, el
cuerpo luteo degenera a la vez que otros foliculos ovaricos empiezan a madurar,
iniciandose un nuevo ciclo. A nivel vaginal, se pueden determinar los distintos estadios
del ciclo por observacion al microscopio a bajo aumento, segun los tipos celulares
presentes en el extendido: en el proestro hay predominancia de células epiteliales
nucleadas, redondas, ocasionalmente algunas escamosas; el dia del estro, predominan

las escamosas; durante los dias de diestro 1 y 2 los leucocitos son mayoritarios.

REGULACION DEL CICLO ESTRAL
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En la Figura 8 se se muestra la interaccion entre el SNC y enddécrino en la funcién

reproductiva en la mujer.
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Figura 8. Esquema que muestra la interaccion entre los distintos niveles del eje gonadotroéfico
(hipotdlamo-hipofisis-ovario-Utero) a lo largo del ciclo menstrual en la mujer. SNC: sistema nervioso
central, LHRH: hormona liberadora de gonadotrofinas, LH: hormona luteinizante, FSH: hormona foliculo
estimulante. Tomado de J. Tresguerres (Tresguerres 1992)

Existen tres niveles de regulacién de la funcién reproductiva de la hembra: a. El

SNC, principalmente mediante la secrecidn hipotalamica de kisspeptinas y GnRH; b. La
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adenohipdfisis, a través de las gonadotrofinas, LH y FSH; y de PRL (hormona
luteotrdfica en roedores); c. Los ovarios que, como se ha mencionado antes, secretan
hormonas esteroides (estradiol y progesterona fundamentalmente y también
testosterona) y hormonas proteicas (como la inhibina). La interaccién de estos tres
niveles de secrecién y regulacién hormonal da origen a los ciclos ovulatorios en las

distintas especies.

Las variaciones en los niveles de gonadotrofinas y esteroides sexuales durante el
ciclo estral de la rata tienen gran semejanza con las variaciones obsevadas en los seres

humanos y se muestran en la Figura 9.
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Figura 9. Variaciones hormonales a lo largo del ciclo estral de la rata. E: estradiol, P: progesterona, LH:
hormona luteinizante, FSH: hormona foliculo estimulante. Los trazos oscuros representan el periodo de
oscuridad del ciclo diario. Modificado de M. Smith (Smith et al. 1975).
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RELACION ENTRE EL SISTEMA GABAERGICO, LA EPILEPSIA Y DESORDENES
REPRODUCTIVOS

La epilepsia es una enfermedad crénica, originada en la sustancia gris cerebral,
caracterizada por uno o varios trastornos neurolégicos que tienen en comun la
existencia de episodios repentinos y transitorios de descargas anormales y sincrénicas
de un punto del SNC con o sin pérdida de la conciencia. Se generan convulsiones
recurrentes que suelen dar lugar a consecuencias neurobiolégicas, cognitivas y

psicologicas.

Una de las principales causas de las convulsiones es la alteracion de la actividad
eléctrica inhibitoria en el cerebro. EI GABA, como mencionaramos, principal
neurotransmisor inhibitorio del SNC en mamiferos adultos, actia en las sinapsis

inhibitorias en el cerebro uniéndose a sus receptores.

En particular, el RGABA, es el receptor inhibitorio mas importante y en la clinica se
usa como receptor blanco de drogas anti-epilépticas: agonistas de RGABA,, como los
barbituricos y las benzodiazepinas. Ademas, se sabe que la estructura y expresion de
las subunidades que componen los RGABA, estan intimamente relacionadas con la
epilepsia (Li & Liu 2012; Yalcin 2012). Por ejemplo, se demostré que mutaciones en el
residuo lisina de la subunidad al del RGABA,, involucrado en la apertura del canal del
receptor, reduce la sensibilidad a GABA. Ademas, cada subunidad del RGABA, posee
una distribucién particular. Las convulsiones pueden inducir cambios en la
composicion del RGABA, en el cerebro adulto y patrones variables de distribucion y
expresion se asocian con distintos tipos de epilepsia (Li & Liu 2012). Por ejemplo, existe
un aumento en la expresiéon de la subunidad al del RGABA, en la amigdala basolateral

en epilepsia inducida por acido kainico.

Por otro lado, los modelos de ratén que poseen delecién de las subunidades
RGABAg; v RGABAg, presentan epilepsia, indicando un posible rol de éstos en la
enfermedad (Schuler et al. 2001; Gassmann et al. 2004). Ademas, la expresién del
ARNmM de RGABAg; y sus niveles proteicos en la corteza cerebral y el hipocampo de
ratas neonatas con convulsiones recurrentes disminuye significativamente, sugiriendo
gue los cambios en el RGABAg; podrian estar asociados con dafno cerebral agudo (Bo et

al. 2006). También se sabe que variantes genéticas del RGABAg, en humanos favorece
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la epilepsia del l6bulo temporal (Wang et al. 2008) y ademds que pacientes con
epilepsia poseen anticuerpos contra las subunidad RGABAg; (Lancaster et al. 2010),

corroborando el rol que tienen los RGABAg en la actividad epiléptica.

Hasta aqui mencionamos el rol del sistema GABAérgico en la epilepsia. Sin embargo,
también se sabe que las hormonas estan involucradas en diversas formas de
manifestacion de epilepsia y en su tratamiento con drogas anti-epilépticas (Harden &
Pennell 2013). Por ejemplo se sabe que los niveles séricos de PRL aumentan luego de
un evento convulsivo y se usa como herramienta de diagndstico para diferenciar
convulsiones epilépticas de los eventos no epilépticos. El rol de las hormonas en la
epilepsia es multidireccional e involucra muchos factores. Tanto el estradiol como la
progesterona, principales hormonas reproductivas femeninas, afectan la excitabilidad
neuronal. Se ha postulado que el estradiol estimula las convulsiones, pero este efecto
depende de la dosis, la administracion, el entorno hormonal, etc. Es asi que las
mujeres epilépticas podrian ser mas suceptibles al efecto del estradiol durante el pico
preovulatorio. Por otro lado, |la progesterona promueve la neuroinhibicion, a través de
la alopregnenolona, la cual actia como modulador de la conductancia de GABA, via

RGABA, los que tienen un sitio de unidn para neuroesteroides.

En pacientes epilépticos se ha descripto un aumento en la tasa de sindrome de
poliquistosis ovarico, disminucidn de la libido, infertilidad y menopausia temprana. Sin
embargo, los efectos de la epilepsia sobre la actividad reproductiva central muchas
veces se confunden con las alteraciones inducidas por las drogas anti-epilépticas sobre

las hormonas reproductivas.

Regiones de la corteza limbica, particularmente la amigdala, poseen conexiones
reciprocas con el hipotdlamo y pueden modular el eje gonadotrdéfico. En pacientes con
epilepsia se han encontrado alteraciones en la liberacion de hormonas hipofisarias,
debido a una disfuncién de las neuronas hipotaldmicas que secretan GnRH. En ratas
hembra que generan convulsiones por inyeccion local de acido kainico en la amigdala,
se evidencid una pérdida ipsilateral de fibras ir-GnRH en el hipotalamo. Ademads, segun
el lado de donde provienen las descargas se evidencias distintos desordenes

reproductivos. Las descargas del lado izquierdo del I6bulo temporal se asocian con
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sindrome de ovario poliquistico, mientras que las del lado derecho con hipogonadismo

hipogonadotrofico.

Por otro lado, las drogas anti-epilépticas que inducen enzimas metabdlicas
hepaticas, alteran directamente la concentraciéon de las hormonas reproductivas,
induciendo la produccién de proteinas de uniéon a hormonas sexuales, provocando la

reduccion de la hormona bioldgicamente activa (libre) en suero.

Es importante, debido a estos antecedentes, caracterizar el efecto de la epilepsia y
el uso de drogas anti-epilépticas a largo plazo sobre la funcién reproductiva y
considerar que ello también puede implicar alteraciones por fuera del eje
reproductivo, asociadas a habilidades cognitivas, asi como también a estados de

ansiedad en pacientes con epilepsia.

MODELO DE ESTUDIO: RATONES CARENTES DE LA EXPRESION DEL RGABA;
FUNCIONAL (GABA3;KO)

En el afio 2001, el Dr. Bettler, con quien colaboramos, desarrollé ratones
transgénicos de la cepa BALB/C en los que se indujo la falta de expresién de las dos
isoformas (GABAg1. y GABAgip) de la subunidad GABAp; del RGABAgz (GABA;:KO)
(Schuler et al. 2001). En estos animales se observé presencia de epilepsia, hiperalgesia,
memoria deficiente, actividad hiperlocomotora y falta de todas las respuestas tipicas
dependientes de los RGABAg, tales como relajacion muscular, hipotermia y ondas

electroencefalograficas delta.

En el mismo afio, Prosser y col. (Prosser et al. 2001) también desarrollaron un ratén
con ausencia del RGABAg; funcional pero en una cepa distinta (C57B16/J). Ellos
demostraron que a pesar que el ratén deficiente en el RGABAg; tenia apariencia
normal al nacer, en la semana cuatro postnatal su crecimiento estaba retardado con
respecto a sus pares salvajes y heterozigotas y presentaban un estado epiléptico
generalizado que resultaba en muerte prematura, con una expectativa de vida de 21
dias. Estos estados epilépticos se presentaban al mover la caja donde se encontraban

los animales o con el simple manipuleo de los mismos y eran seguidos de un

41



comportamiento postictal depresivo. Ademas, al igual que el grupo del Dr. Bettler,

observaron que se abolian todas las respuestas tipicas de los RGABAg.

Los resultados obtenidos por estos dos grupos de trabajo demuestran que la
delecién de la subunidad GABAg; del RGABA; es suficiente para abolir todas las

funciones tipicas de estos receptores.

En los trabajos realizados en nuestro laboratorio se habian utilizado herramientas
farmacoldgicas clasicas (agonistas y antagonistas) para determinar la participacion de
los RGABAg en el control neuroendocrino. A partir de la colaboracién de nuestro
laboratorio con el grupo del Dr. Bettler y gracias a su donacion de tres parejas de
ratones transgénicos heterocigotas, comenzamos a utilizar estos animales GABAg;KO
para la evaluacion de la participacion de estos receptores en la regulacidon
neuroendocrina, haciendo hincapié en la unidad hipotalamo- hipéfiso- gonadal, sin el
inconveniente que implica la administracién de drogas que ademds de su efecto

especifico pueden tener diversos efectos colaterales o secundarios.

Los primeros resultados de nuestros estudios sobre la participacidon de los RGABAg
en la regulacidn endocrina en animales GABAg;KO mostraron que en ratones machos
GABAGg;:KO la prolactina (PRL) se encuentra elevada basalmente pero que no existen
diferencias significativas en cuanto a la liberacion de PRL inducida por estrés. Esto
indicaria que los RGABAg serian funcionales en este eje regulando la secrecion basal de
PRL (Catalano et al. 2005). Los ejes somatotréficos y tirotroficos no parecen estar
alterados en los animales GABAg;KO, al menos por los resultados obtenidos hasta el

momento.

Por otro lado, demostramos que en ratones hembras GABAz;KO existen
alteraciones en los ciclos estrales (presentando largos periodos en estro y baja
incidendia de proestros) y en la reproduccidon, como asi también una respuesta
alterada en el aumento de las gonadotrofinas frente a la castracion, sin observarse
diferencias en los niveles basales de éstas (Catalano et al. 2005). Si bien las hembras
GABAR1KO presentan alteraciones en los ciclos estrales, el comportamiento de
apareamiento es normal una vez que estan en proestro, ya que el porcentaje de tapdén
vaginal en la mafana del estro, indice de cépula, fue semejante al de las salvajes (WT).

Por lo tanto el hecho que la fertilidad esté alterada se debe a un estadio posterior, que
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aun no ha sido identificado, ademas de la baja frecuencia de proestros. Estas
alteraciones observadas en las hembras GABAgKO son muy interesantes dado que en
modelos de sobre-expresion de la enzima biosintética del GABA, GAD, también se
observaron alteraciones del eje hipotdlamo-hipofiso-ovarico (Bilger et al. 2001; Heger
et al. 2003), postulando un papel importante para el GABA en la ontogenia y fisiologia
del mismo. Ademds, dado que se postula que el GABA podria estar regulando la
migracion de las neuronas de GnRH hacia su destino final, el diencéfalo, la falta del
RGABA; funcional en los animales transgénicos podria alterar el desarrollo normal del

eje gonadotrdfico.

Una cabal caracterizacién de la participacion de los RGABAg en la regulaciéon
neuroendocrina es importante no sélo por aportar al conocimiento integral de este eje
sino porque puede ofrecer nuevos discernimientos de las causas de enfermedades
reproductivas humanas de origen central sin etiologia conocida, como las
oligomenorreas o amenorreas hipotalamicas. Ademas, farmacos con accién sobre
RGABAg se estan utilizando y/o evaluando para su uso en la clinica. Hoy en dia, se
utilizan agonistas para el tratamiento de la epilepsia, espasticidad, la rigidez muscular
en patologias como lesién de médula espinal, la esclerosis multiple, esclerosis lateral
amiotrdfica o pardlisis cerebral; también se utilizan para el tratamiento del dolor
neuropatico (Bettler & Tiao 2006). Ademads, se ha demostrado que los agonistas GABAg
disminuyen los sintomas del sindrome de abstinencia en programas para la
rehabilitacion de la drogadiccién. Por otro lado, también se sabe que los antagonistas
de los RGABAg causan un efecto anti-depresivo y que este efecto es mediado via el
sistema serotoninérgico y mediante factores neurotréficos, como el BDNF (Cryan &
Slattery 2010). Por lo cual, estos pueden ser usados como una nueva clase de anti-
depresivos utilizados en la clinica. Otro dato interesante del uso de antagonistas de
RGABA; es que recupera la deficiencia cognitiva y la plasticidad sindptica en un modelo
de sindrome de down en ratén (Kleschevnikov et al. 2012), lo cual motiva el estudio
del potencial terapéutico de estos compuestos en pacientes con este sindrome. Sin
embargo, considerando el uso actual y futuro de agonistas, antagonistas y
moduladores alostéricos de los RGABAg, poco se sabe de los efectos que éstos pueden
causar en el entorno endocrino cuando su uso es crénico. En este sentido, el ratén
GABAGg;1KO ofrece la posibilidad de analizar los efectos de la falta del receptor GABAg

en el animal a lo largo de todos los estadios del desarrollo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

El GABA, a través de sus RGABAg, interactia con GnRH y kisspeptina en la
regulacién del eje reproductivo en sus distintos niveles durante el desarrollo y en la

adultez.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue investigar distintos aspectos del
eje gonadotréfico y otras dreas extra-hipotaldmicas relacionadas con la reproduccién
en ratones, WT y GABAg:KO. Estudiamos la posible interaccidon entre GABA, a través de
los RGABAg, GnRH y kisspeptina en el control de la reproduccion durante el desarrollo

y en la adultez, comparativamente en ambos sexos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para poder verificar o refutar la hipdtesis planteada en la presente Tesis Doctoral,

nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar el rol de los RGABAgz en ratones adultos GABAz:KO evaluando la
funcionalidad del eje gonadotrofico en sus distintos niveles: hipotalamo, hipdfisis y
goénadas.

2. Estudiar el rol de los RGABAg en ratones adultos GABAz:KO evaluando el
sistema extra-hipotaldmico de Kiss1 en dreas relacionadas con la reproduccion.
Estudiar si las alteraciones encontradas en el sistema extra-hipotalamico de Kiss1 se
encuentran presentes en una edad pre-puberal o se ponen de manifiesto en la adultez.

3. Estudiar el rol de los RGABAg en ratones de 4 dias de edad de ambos sexos, WT
y GABAR:KO, estudiando la funcionalidad del eje gonadotréfico y evaluando si las
alteraciones presentes en la adultez ya se encuentran establecidas en esta edad

temprana del desarrollo.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Todos los animales fueron alojados en racks con temperatura y ventilacién
controladas y un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (7.00 a.m. a 7.00 p.m.). Tuvieron
libre acceso a agua y alimento balanceado. Todos los procedimientos fueron realizados
de acuerdo a los protocolos para el uso de animales de laboratorio, aprobados por el
Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales (IBYME-CONICET), por el Comité de
Etica del IBYME-CONICET que sigue los lineamientos del National Institute of Health
(NIH, EEUU).

| MANTENIMIENTO Y PROPAGACION DE LA COLONIA GABAg KO

Ratones de la cepa endocriada BALB/C GABAz;KO fueron generados mediante
mutagénesis dirigida del gen de la subunidad GABAg; del receptor en células
germinales embrionarias (Dinkel et al. 1999). La estrategia para su generacidon
consistié en introducir un inserto en la secuencia gendmica normal de la subunidad
GABAg; de tal manera de alterar la normal expresion del receptor (Schuler et al. 2001).
El gen que codifica para la subunidad Bl del receptor GABAg posee un inserto que
deletea los exones 7 a 10 de la secuencia WT, es decir se pierde parte del dominio de
unién a GABA y el primer dominio transmembrana. Se genera a partir de este gen un
mensajero truncado y la subunidad GABAg; del receptor no trasloca a membrana, por

lo cual hay ausencia de un receptor funcional.

Las células germinales embrionarias BALB/C heterocigotas para GABAg; fueron
inyectadas en blastocistos C57BL/6 y los machos quimera fueron cruzados con
hembras BALB/C. Asi se obtuvo la primera generacién de ratones endocriados

mutantes heterocigotas para el alelo mutante GABAg;.

En primer lugar, se establecié una colonia de ratones GABAg;KO en el bioterio del
Instituto de Biologia y Medicina Experimental, a partir de 3 parejas heterocigotas
donadas gentilmente por el Dr. Bernhard Bettler (Universidad de Basilea, Suiza). Para
el mantenimiento y propagacién de la colonia se aparearon machos y hembras

heterocigotas. Esta decision se realizé basada en estudios previos del laboratorio en
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donde se observd que el ciclo estral de las hembras GABAR:KO estaba alterado con
respecto a las WT, presentando periodos prolongados en estro y periodos breves en
proestro (Catalano et al. 2005). Ademas, los parametros de fertilidad de estas hembras
también se encontraban alterados, dado que el nimero de hembras prefiadas al cabo
de 30 dias de apareo estaba reducido con respecto a las hembras WT. Por lo tanto,
debido a las alteraciones en los ciclos que presentan las hembras GABAg;KO y sabiendo
que los animales heterocigotas no presentan estas alteraciones, se decidié aparear
animales heterocigotas y mantener los animales GABAg1KO y sus controles WT para los
estudios a realizar. Se registraron los dias de nacimiento de las crias y éstas fueron

destetadas a los 19-21 dias posteriores a su nacimiento y separadas por sexo.

Dado los antecedentes mencionados anteriormente, las hembras adultas WT y
GABAGg;:KO utilizadas para la realizacidn de los estudios de este capitulo fueron cicladas

y sacrificadas en estro para poder realizar una mejor comparacion entre ellas.

GENOTIPIFICACION DE RATONES GABA; KO

Con el objetivo de clasificar por genotipo a los animales se realizd la extraccidén de
acido desoxirribonucleico (ADN) gendmico a partir de pequefios cortes en las falanges
de los miembros superiores y/o inferiores de ratones neonatos, segin un cédigo
interno utilizado para identificar a los animales, método tomado de literatura.
Finalmente se llevd a cabo la genotipificacién de los animales en edades tempranas
(dias dos o tres postnatal) mediante reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) con
primers especificos como se describié previamente (Catalano et al. 2005; Schuler et al.

2001).

‘EXTRACCICI)N DE ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN) GENOMICO

A partir de los tejidos obtenidos para identificar a los ratones, se llevd a cabo la
extraccién de ADN para la posterior genotipificacién. A los cortes se los colocd en
tubos de 0.6 ml y se les agregd 100 ul de buffer de lisis (100 mM TRIS-CIH pH 8.5, 5 mM
EDTA pH 8, 200 mM NaCl, 0.2 / SDS) y 2 ul de proteinasa K (10mg/ml; AppliChem).
Luego se incubaron a 552C durante 4 horas (con agitacion cada 30 minutos). Si luego
de la incubacién aun quedaba tejido sin disolver, se centrifugaron a 12,000 rpm
durante 5 minutos y se transvasé obteniéndose el sobrenadante. Se agregaron a cada

tubo 100 pl del reactivo fenol-cloroformo-isoamilico (PIC; 25:24:1) equilibrado en Tris-
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CIH 0,1 M pH 8,0 (65 ul por ml de PIC) y 100 ul de buffer Tris-EDTA (TE) pH 8 (Tris 10
mM, EDTA 1 mM). Se agitaron y luego se centrifugaron durante 5 minutos a 12,000
rom. Una vez centrifugados, se transvaso la fase acuosa a tubos de 1.5 ml y se les
agregd 1 ml de etanol 100 /. Se mezclaron por inversion y se guardaron a -202C
durante 2 horas o0 a -702C durante 30 minutos. Al cabo de ese tiempo, se centrifugaron
10 minutos a 12,000 rpm vy se descarto el sobrenadante. Se les agregd 200 ul de etanol
70 / en agua y se agitaron nuevamente. Finalmente, se los centrifugd durante 5
minutos a 12,000 rpm y se retird el sobrenadante. Se dejo secar el precipitado a
temperatura ambiente durante una hora aproximadamente y luego se resuspendid en

20 ul de buffer TE pH 8.

Para realizar la cuantificacion del ADN extraido, se realizé una dilucién 1/50 en agua
estéril y se cuantificd la diluciéon por espectrofotometria a 260 nm, evaluando su
pureza mediante la relacion de absorbancias 260 nm/280 nm, considerando aceptable
en este Ultimo caso un valor igual o mayor a 1,8. Finalmente, se les agregd agua estéril
a cada tubo para obtener una concentracién final de 40 ng/ul. Las muestras de ADN
purificadas se almacenaron a -202C hasta su utilizacién en la PCR, con la cual se

genotipificé a los animales.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) Y VISUALIZACION EN GEL DE
AGAROSA

Para la genotipificacidn se llevé a cabo la PCR con primers especificos que amplifican
un fragmento de 0.7 kb en el ratén WT (secuencia ubicada entre los exones 10y 11) y
de 1.1 kb en el alelo GABAg;KO correspondiente a la zona en la que se realizd la
insercién disruptora de la transcripcidon del RGABAg;, entre el inserto NEO y el exdn 11

(Schuler et al. 2001) (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de los exones correspondientes al alelo WT y al GABAg;KO, mostrando el lugar de
apareamiento de los primers y el tamafio de producto que amplifican en cada caso.

Los primers utilizados presentan la siguiente secuencia (Invitrogen, EEUU):
Neo Start for: 5’- ATG GGA TCG GCC ATT GAA CAA- 3’ (especifico del alelo GABA;;KO)
Ex 10 for: 5’- AGC TGA CCA GAC CTT GGT CAT- 3’ (especifico del alelo WT)

Ex 11 re: 5- AACTGG CTT CTC CCT ATG TGG- 3’

La reaccién de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 25 pl con los siguientes
reactivos: 0.2ul de Taq polimerasa Platinum” (5U/pl; Invitrogen, EEUU), 2.5 pl de buffer
10X (Invitrogen, EEUU), 0.4 pl de desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) 10 mM
(Invitrogen, EEUU ), 1 ul de Mg** 50 mM, 0.25 pl de Ex 11 re, 0.25 ul de Ex 10 for (alelo
WT) y 0.28 pl de Neo Start for (alelo GABAR;KO) 25 uM, 2 ul de muestra a genotipificar

(40 ng/ul) y se completd hasta el volumen final con agua estéril.

Las condiciones de la reaccidn fueron las siguientes: activacién de la enzima a 952C
durante 5 minutos (1 ciclo), desnaturalizacion a 952C 1 minuto- apareamiento a 572C 1
minuto- elongacién a 722C 2 minutos (39 ciclos) y elongacidn final a 722C 10 minutos

(1 ciclo).

A los tubos con los productos de PCR se les agregé 3 pl de buffer de siembra (3.75 mg
bromofenol blue, 450 pl de glicerol y 1050 pl de buffer TE pH 8) y 1 pl de SYBR® GREEN
10 X (dilucion 1/1000 en dimetilsulfoxido; Molecular Probes, Oregon, EEUU).
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Finalmente se analizo el genotipo de los animales sembrando 13 ul de cada muestra en
un gel de agarosa 1/ en buffer Tris base 45 mM-Borato de Sodio 45 mM-EDTA 1 mM
pH 8,0 (TBE 0.5/ ) con marcadores de peso molecular. La corrida se realizé a 90 Volts
durante 1 hora aproximadamente y luego se visualizd en un G-Box (SynGene) por

exposicion a la luz ultravioleta.

A continuacién se muestra un gel representativo en donde se pueden observar las

bandas correspondientes a los genotipos de los animales (Figura 2).

GABAgKO GABAg;, " WT

1.1kb

0.7kb

Figura 2: Gel de agarosa 1/ en TBE 0,5/, utilizando SYBR green para la visualizacién de las bandas:
bandas correspondientes a productos de amplificacién mediante PCR de muestras de ADN gendémico de
ratones. Las bandas correspondientes al alelo WT poseen un tamafio de 0,7 kb, mientras que las
correspondientes al alelo GABA;KO poseen un tamanio de 1,1 kb.

EXPRESION DE GENES DE INTERES Y LOCALIZACION NEURONAL MEDIANTE
HIBRIDIZACION IN SITU (HIS)

OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Ratones adultos (3-5 meses, hembras en estro) y de 14 dias de edad (DPN14, dia de
nacimiento: DPN1) de ambos sexos y genotipos (WT y GABAg:KO) fueron sacrificados
durante la manana e inmediatamente se retird con cuidado el cerebro, se lo congeld
sobre hielo seco y se guardd posteriormente a -80 C hasta la realizacién de los cortes.
Se cortaron series coronales de cerebro de 20um en el cridstato, se montaron sobre

portaobjetos Superfrost-plus y se guardaron a -80 C hasta la HIS.

DISENO, CUANTIFICACION Y MARCACION CON *°P DE SONDAS PARA HIS

La sonda de ARNCc Kiss1 (Facilitada por el Dr. Kauffman) fue clonada a partir de ADNc
de hipotdlamo de ratén adulto en un plasmido de transcripcion pBluscript II SK(-)

(Stratagene, La Jolla, CA) entre los sitios de restriccion de Hindlll y Kpnl, y las sondas
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antisentido se transcribieron con la polimerasa T7, como fue descripto previamente

(Semaan et al. 2010; Semaan et al. 2012).

La sonda de ARNc Gnrh1l (Facilitada por el Dr. Kauffman) fue clonada como se

describid previamente (Finn et al. 1998).

La sonda de ARNc RGABAg; (GenBank NM_001177511) se disefié para que se una a
las bases 385-856 del ARNm de la subunidad GABAg; del RGABAg.

Para la marcacién de las sondas con *P se utilizo el protocolo estandarizado en el

laboratorio del Dr. Kauffman. Brevemente, el **

P (25ul, 250uCi por tubo) se seca en un
concentrador Speed Vac durante 30 min. A cada tubo se le agrega 9ul de H,O DEPC, 4ul
de buffer de transcripcion 5X, 1ul de inhibidor de ARNasa, 2ul de 3NTPs, 1,5ug de la
sonda y por ultimo 2ul de polimerasa T7. Se le da al tubo un pequefo vértex y spiny se
coloca en un bafio a 372C durante 120 min. Luego de ese tiempo, se le agrega 1ul de
polimerasa T7, nuevamente se da un vértex y spin y se coloca en bafio a 372C por 60
min. Al cabo de ese tiempo se le agrega 2 ul de ADNasa, se da un voértex y spin y se
coloca nuevamente en el bano durante 20 min. Al cabo de ese tiempo se coloca el
tubo en hielo, se agrega 3ul de EDTA y luego 25ul de H20 DEPC, se mezcla y se deja en
hielo. La sonda radiactiva se coloca en la columna Probe Quant G50 micro columns

(Amersham GE). Se centrifuga a 3g durante 2 min., se recoge el liquido donde se

encuentra la sonda marcada y se guarda a -802C hasta su cuantificacién.

Para la cuantificacion de las sondas se realiza una dilucién 1:50 en H,0 DEPC y se
coloca 1ul de esa dilucién en un tubo con liquido de centelleo y se cuantifica por

duplicado en un contador de rayos B, se requiere de aprox. 170.000-200.000 cpm.

HIS MARCACION SIMPLE

Se realizaron ensayos de HIS de marcacién simple para Kissl y se realizd la
cuantificacion en AVPV/PeN, ARC, MeA, BNST y septum lateral, en ratones adultos y
DPN14. También se realizaron ensayos de HIS para GnRH y se cuantificé en APO,

Unicamente en ratones adultos.

HIS de marcacién simple fue realizada como se describid previamente (Semaan et al.
2010; Semaan et al. 2012). Brevemente, las secciones fueron fijadas en

paraformaldehido 4/, pre-tratadas con acido acético anhidro, lavadas en SSC 2X
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(citrato de sodio-cloruro de sodio), luego en cloroformo, finalmente en etanoles y se
dejaron secar a temperatura ambiente. Las sondas antisentido marcadas
radiactivamente (**P) de Kiss1 o GnRH (0.04 pmol/ml) se combinaron con ARNt, se
desnaturalizaron con calor, se les agregd buffer de hibridizacién y se aplicé 100 ul a
cada portaobjeto. Estos fueron cubiertos con cubreobjetos y se colocaron en una
camara humeda a 55 C durante la noche. Al dia siguiente, fueron lavados en SSC 4X y
colocados en un tratamiento con ARNasa A a 37 C durante 30 min. Luego se colocaron
en un buffer sin ARNasa a 37 C durante 30 min. Luego del lavado con SSC 2X a
temperatura ambiente, se lavaron con SSC 0.1X a 62 C durante una hora, se pasaron
por alcoholes y se dejaron secar a temperatura ambiente. Luego se sumergieron en
una emulsion Kodak NTB (Eastman Kodak, Rochester, NY), se dejaron secar a
temperatura ambiente y se guardaron a 4 C durante 3 a 4 dias (dependiendo del
ensayo) antes de ser revelados y montados. No se detectaron marcas positivas en los

controles negativos con sondas sentido.

|HIS MARCACION DOBLE

Se realizé HIS de marcacién doble para evaluar la expresién del RGABAg; en las
neuronas Kiss1. Esto se realizé Unicamente en hembras adultas (sacrificadas en estro) y
se evalud la co-localizacion de ambos mensajeros en la poblacién de neuronas Kiss1

del AVPV/PeN y ARC.

Para la HIS de marcacion doble se utilizé el protocolo previamente descripto
(Robertson et al. 2009; Semaan et al. 2010), en el cudl se utilizaron una sonda
antisentido de Kiss1 marcada con digoxigenina (DIG) y una sonda antisentido de

RGABAg; marcada con fosforo radiactivo (**P) (GenBank NM_001177511).

Brevemente, las secciones fueron tratadas de manera similar a la HIS de marcacion
simple con las siguientes modificaciones, descriptas previamente (Poling et al. 2012).
Las sondas antisentido de Kiss1 marcadas con DIG fueron sintetizadas con el Kit DIG
Labelling Mix (Roche). Las sondas antisentido de RGABAg; (0.05 pmol/ml) marcadas
con ¥p y la sondas antisentido de Kiss1 marcadas con DIG (1:500) fueron combinadas
con tRNA, desnaturalizadas por calor y disueltas en un buffer de hibridizacién. La
mezcla con ambas sondas se aplicé sobre cada portaobjeto (100ul/portaobjeto) y
luego fueron hibridizadas a 55 C durante toda la noche. Luego de los lavados a 62 C del
segundo dia, los cortes fueron incubados a 21 C durante toda la noche con el
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anticuerpo anti-DIG conjugado a fosfatasa alcalina (Roche; diluido 1:500 en Buffer 1
conteniendo suero normal de oveja 1/ y Triton X-100 0.3/ ). Posteriormente, los
cortes se lavaron con Buffer 1 y se incubaron durante 1 hora con el sustrato de la
fosfatasa alcalina Vector Red (Vector Laboratories, Burlingame, CA) a 21 C. Luego, se
secaron a temperatura ambiente, se sumergieron en la emulsién reveladora, se
guardaron a 4 C y se revelaron y montaron 9 dias después. No se detectaron marcas

positivas en los controles negativos con sondas sentido.

ANALISIS

Los cortes se analizaron con un sistema de procesamiento automdatico de imagen (Dr.
Don Clifton, University of Washington). Para los experimentos de marcacion simple, el
programa cuenta el nimero de agrupaciones de granulos plateados (correspondiente a
la marca positiva con **P) que representa a una célula, asi como el nimero de granulos
por célula (indice semi cuantitativo del contenido de ARNm por célula) (Semaan et al.
2010; Kim et al. 2011; Kauffman et al. 2009). Las células fueron consideradas Kiss1 o
Gnrh1 positivas si el nUmero de granulos excedia el fondo por 3 veces. Sondas sentido

no revelaron marcacion para los mensajeros analizados (control negativo).

Para las marcaciones dobles, las células Kiss1 marcadas con DIG fueron identificadas
en un microscopio de fluorescencia y la marca con 3p positiva para RGABAg; que se
superponia en las células Kiss1 fue medida por el sistema de procesamiento
automatico del Dr. Clifton. La relacién sefal/fondo para cada célula fue calculada y una
célula Kiss1 fue considerada marcada doblemente con RGABAg; si la sefial excedia 3

veces al fondo.

EXPRESION DE GENES DE INTERES

EXPRESION DE GENES DE INTERES EN NUCLEOS HIPOTALAMICOS ESPECIFICOS
(QPCR)

VOBTENCI(’)N Y PREPARACION DE MUESTRAS

Ratones adultos (3-5 meses, hembras sacrificadas en estro) y de 4 dias de edad
(DPN4, dia de nacimiento DPN1) de ambos sexos y genotipos (WT y GABAg;KO) fueron
sacrificados durante la mafiana e inmediatamente se retiraron con cuidado los
cerebros, se congelaron sobre hielo seco y se guardaron posteriormente a -80 C hasta

la realizacion de los micropunches de nucleo especifico.
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En los cerebros congelados, tanto de ratones adultos como de ratones DPN4, se
realizaron micropunches del nucleo anteroventro periventricular (AVPV/PeN) de
400um de espesor y del nucleo arcuato (ARC) de 500um de espesor (Kim et al. 2011).
Brevemente, esto se realizd colocando los cerebros 45 minutos antes de comenzar en
el cridstato para que alcancen la temperatura adecuada. Luego cada cerebro se colocd
en un soporte para criéstato y se lo recubrié con Tissue Tek (Sakura Finetek, USA). Se
comenzaron a realizar cortes del cerebro de 30um hasta que se observa que las
comisuras anteriores estan muy cerca (Atlas de referencia: “The Mouse Brain in
Stereotaxic Coordinates, Third Edition”. Franklin KBJ, Paxinos G). En ese momento se
realiza un corte de 400um para la obtencién del AVPV/PeN, se coloca sobre un
portaojeto sobre hielo seco y se realiza el punch colocando el Harris Micro-Punch (Hole
2mm, TED PELLA, USA) en la base del hipétalamo alrededor del tercer ventriculo. Este
punch se coloca en un tubo de 1,5ml y se mantiene sobre hielo seco. Nuevamente se
realizan cortes de 30um y luego de aproximadamente entre 35-40 cortes (Segun figura
46-47 en “The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, Third Edition”. Franklin KBJ,
Paxinos G), se realiza un corte de 500um para la obtencidn del ARC, se coloca sobre un
portaobjeto sobre hielo seco y se realiza el punch, el cual se coloca en tubo de 1,5ml
sobre hielo seco. Finalmente, las muestras se guardan a -802C hasta la obtencién del

RNA.

De manera similar se realizaron micropunches de MeA, BNST y septum en cerebros

congelados de ratones adultos GUnicamente.

EXTRACCION DE ARN Y RETRO-TRANSCRIPCION

El ARN total se extrajo utilizando el kit RNeasy Lipid Tissue Mini (QIAGEN, Valencia,
CA). Brevemente, se le agrega 200pl del reactivo de lisis QUIAZOL al tubo con el tejido
y se homogeniza la muestra. Luego se agrega 800ul del buffer de lisis QUIAZOL. Se
realiza un vortex y se deja 5 min a temperatura ambiente. Luego se le agrega 200ul de
cloroformo y se realiza un vértex. Se deja 3 min a temperatura ambiente y se
centrifuga 15 min. a 12.000g 49C. Posteriormente, se transfiere la fase acuosa a un
tubo de 1.5ml. A éste se le agrega 1 volumen de ETOH 70/ y se realiza un vortex.
Luego se transfiere 700ul a una columna con su tubo recolector. Se centrifuga la
columna a temperatura ambiente 8.000g durante 30 seg., luego se descarta el liquido

gue se encuentra en el tubo colector y se coloca el resto de la muestra en la columna,
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se centrifuga como en el paso anterior y se vuelve a descartar el liquido. Luego se le
agrega a la columna 700ul de buffer RW1, se centrifuga a temperatura ambiente
8.000g durante 30 seg. y se descarta el liquido. Se agrega a la columna 500yl de buffer
RPE, se centrifuga a temperatura ambiente 8.000g durante 2 min. Finalmente, se
cambia el tubo recolector y se centrifuga a maxima velocidad durante 1 min. para
eliminar todo el excedente de RPE. Posteriormente, se eluye el ARN con 25ul de H,0
libre de ARNasas centrifugando a 8.000g durante 1 min. Se le agrega nuevamente a la
columna el eluido, mds 10ul H,0 libre de ARNasas y se centrifuga nuevamente a 8.000g

durante 1 min. Se guarda el ARN eluido (35ul) a -202C hasta su retro-transcripcion.

El ARN se cuantificé colocando 1.2ul de cada muestra en un espectrofotémetro
(Nanodrop 2000, Thermo Scientific) midiendo absorbancias a 260/280 y luego se retro-
transcribié 500 ng por muestra en un volumen final de 20ul utilizando el kit Omniscript

RT (QIAGEN) y el ADNc fue guardado a -20 C hasta su uso en la qPCR.

PCR EN TIEMPO REAL (QPCR)

La gPCR se realizo en el equipo Bio-Rad iCycler Detection System y se utilizé el kit
SYBR Green PCR kit (QIAGEN) en un volumen final de 25 pl: 12,5 ul de enzima, 1 ul de
cada primer (concentracién final 0.4uM), 5 pl de una dilucién 1/10 de ADNc y H,0
estéril para llevar a volumen. Por medio de esta técnica se estudid la expresion de
Kiss1, Pgr (receptor de progesterona) y Th (tirosina hidroxilasa), utilizando Gapdh
(gliceraldehido 3-fosfato) como gen control (Semaan et al. 2010). Los primers utilizados

para cada gen blanco y para el gen control se encuentran detallados en la Tabla 1.

Tabla 1: Secuencias de primers utilizados para evaluar expresién de genes de interés en micropunches
de nucleos especificos. Gapdh se utiliz6 como gen control.

Namero Producto Temp.

Gen Ensayo acceso Primer sentido 5™~ 3" Primer anti sentido 5°- 3 (bp) Anneal.
GenBank (°©)
Kissl gPCR NM 178260.3 CAAAAGTGAAGCCTGGATCC GTTGTAGGTGGACAGGTCC 254 60
Pgr gPCR NM 008829.2 CTCCTGGATGAGCCTGATG CGCGGATATAGCTTGATCTC 293 60
Th gPCR NM 009377.1 GTACTTTGTGCGCTTCGAGG CAGGTGGTGACACTTATCC 151 60
Gapdh gPCR NM 008084.2 TGCACCACCAACTGCTTAG GGATGCAGGGATGATGTTC 177 60

Se realizaron curvas estandar para cada producto utilizando ADNc para Kiss1, Th y
Gapdh para cuantificar la abundancia de ADNc en cada muestra. Para las curvas, se

utilizaron diluciones seriadas de los clones de Kiss1, Thy Gapdh de 10 hasta 10® copias.
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Para Pgr, dado que no se tenia el producto clonado, se verificé la eficiencia de los
primers con diluciones seriadas de un grupo de muestras y obtuvimos sélo la expresién
relativa a Gapdh. Los parametros del programa de gPCR fueron: 1 ciclo de 95 C
durante 15 min, seguido de 50 ciclos de 94 C durante 15 s, 60 C durante 30 sy 72 C
durante 30 s. La recoleccidn de los datos se realizé a 72 C durante la fase de extensidn.
Para asegurarnos la presencia de un solo producto, se realizdé una curva de disociacién
al finalizar la corrida. Los datos se recolectaron utilizando la funciéon automdtica de
umbral del programa Bio-Rad MylQ. Todas las muestras se corrieron por duplicado y se
normalizaron a Gapdh. El tamafio de los productos se confirmé en geles de agarosa 1/

tefiidos con bromuro de etidio para la visualizacidén de las bandas (Figura 3).

M Gapdh M Th M Kiss1 Pgr

Figura 3: Gel de agarosa 1/ en TAE 1X, utilizando Bromuro de Etidio para la
visualizacion de las bandas: bandas correspondientes a productos de amplificacion de qPCR de
micropunches de nucleos especificos, con sus correspondientes tamafios: Gapdh (177pb); Th
(151pb); Kiss1 (254pb) y Pgr (293pb). M: marcador de peso molecular de 100pb.

EXPRESION DE GENES DE INTERES EN TEJIDOS (SQPCR Y QPCR)

:OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Ratones adultos (3-5 meses, hembras en estro) y de 4 dias de edad (DPN4, dia de
nacimiento DPN1) de ambos sexos y genotipos (WT y GABAg;KO) fueron sacrificados
durante la mafiana y se obtuvieron el hipotdlamo anterior (HA) incluyendo el area
predptica (APO), hipotdlamo medio basal y posterior (MBH), los bulbos olfatorios
(BO), la adenohipdfisis (HF), los ovarios (OV), los testiculos y la corteza frontoparietal
(CT, tejido control) para las distintas determinaciones de expresion génica. Los

distintos tejidos se colocaron en tubos con 200ul de RNA later (Ambion) para preservar
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el ARN y se guardaron durante toda la noche a 4C. Al dia siguiente se les retiré el ARN

later y se congelaron a -80C hasta la extracciéon de ARN total.

Los fragmentos hipotalamicos HA y HMB se obtuvieron con el siguiente criterio: el
HA, conteniendo el area predptica, es el triangulo limitado anteriormente por un plano
gue pasa por encima de la comisura anterior, lateralmente por las fisuras
hipotaldmicas, posteriormente por un plano que pasa inmediatamente detrds del
quiasma Optico y en profundidad por el surco subtaldmico; el HMB estd limitado
anteriormente por el plano que pasa inmediatamente detrds del quiasma dptico,
lateralmente por las fisuras hipotalamicas, posteriormente por los cuerpos mamilares
y en profundidad por el surco subtaldamico. A continuacién se muestra una foto
representativa del cerebro conteniendo el HT, marcando las dreas evaluadas: HA y

HMB (Figura 4).

Figura 4: Vista ventral del cerebro en dénde se delimitan los fragmentos hipotaldmicos obtenidos para
las determinaciones: hipotalamo anterior (HA) y medio basal (HMB).

_EXTRACCION DE ARN Y SINTESIS DE ADNC POR RETRO-TRANSCRIPCION (RT)

Los tejidos obtenidos fueron homogeneizados en 300 pl del reactivo TRI Reagent

(Molecular Research Center, Inc.) y guardados a -70 2C hasta su uso.

Los tejidos homogeneizados en TRI Reagent se centrifugaron a 12,000 rpm durante
10 minutos y se continué trabajando con los sobrenadantes. A éstos se les agregd
cloroformo (60 ul por cada 300 ul de TRI Reagent utilizado) y se los mezclé por 30
segundos en agitador mecanico. Luego se centrifugaron nuevamente durante 10
minutos a 12,000 rpm y se transfirieron las fases acuosas a tubos de 0.6 ml con 2 ul de

glicogeno (Ambion). Alli se les agregd isopropanol (180 pl por cada 300 ul de TRI
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Reagent utilizado), se agitd y se dejaron precipitando los ARNs a -20 2C ON. Al dia
siguiente se centrifugaron durante 30 minutos a 12,000 rpm y luego se descartaron los
sobrenadantes. Posteriormente, se lavaron los precipitados con 500 pul de ETOH 75 /
(diluido en agua libre de ARNasas) y se centrifugaron 5 minutos a 12,000 rpm.
Finalmente se descartaron los sobrenadantes y se dejaron secar los precipitados a
temperatura ambiente durante unos minutos. Por ultimo, se resuspendieron en 10 ul
de agua libre de ARNasas vy las concentracidnes de ARN fueron determinadas por
absorbancia a 260 nm en el fluorémetro Qubit™ flurometer (Invitrogen) utilizando el
kit para medicién de ARN Quant-iT" RNA Assay Kit (Invitrogen). Los ARN totales se

guardaron congelados a -70°C hasta su retro-transcripcién.

Se obtuvo ADNc a partir de 1 pug de ARN total de cada muestra, excepto para
testiculo de 4 dias de edad que se obtuvo ADNc a partir de 3 pg de ARN total. Segun la
concentraciéon de cada muestra, se calculé el volumen necesario para esa masa de
ADNCc y se llevd a 10 pl con agua libre de ARNasas. La reaccidn de retrotranscripcion
(RT) se llevé a cabo en un volumen final de 20 ul en presencia de 2 ul de buffer 10X
(Epicentre), 2 ul de dNTPs 10 mM (Invitrogen), 2 ul de DTT 1 mM (Epicentre), 1 ul de
inhibidor de ARNasas RNaseOut Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul,
Invitrogen), 0.8 ul de cebador oligo-(deoxythymidine)ys (0.25 pg/ul; Biodynamics), 1 pl
de transcriptasa reversa MMLV (10 U/ ul; Epicentre) y llevando a volumen final de 10
pul  con agua libre de ARNasas. Finalmente se incubaron las muestras durante 60
minutos a 37 2C. Para verificar que no existiera contaminaciéon con ADN gendmico, se
omitié la transcriptasa reversa en los controles y se completé el volumen con agua
libre de ARNasas. La ausencia de fragmentos de ADN amplificados por PCR en estos

controles indicé el aislamiento de ARN libre de ADN gendmico.

PCR SEMICUANTITATIVA (SQPCR)

El HA y HMB de ratones de 4 dias de edad fueron obtenidos como lo describimos
anteriormente, al igual que la obtencién del ARNm y la RT. La sqPCR se realizé segun el
protocolo previamente descripto por Gonzdlez y col. (Gonzalez et al. 2011).
Brevemente, se agregaron 4 ul del producto de la RT (1ug/20ul) a una mezcla de
reaccion conteniendo: buffer de reaccidén (green GoTaq reaction buffer Promega 2X,
volumen éptimo para un ensayo de 50 ul), primer sentido 1 uM y primer antisentido 1

uM especificos para el gen blanco (Kiss1) o el gen de expresion constitutiva (Gapdh),
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dNTPs 0,2 mM y 1 Ul de ADN polimerasa (GoTag, Promega). Como control negativo se
utilizé un tubo de reaccién sin templado. A continuacién se detallan los primers

utilizados para la PCR semicuantitativa (sqPCR) en la Tabla 2.

Tabla 2: Secuencias de primers utilizados para evaluar expresion de genes de interés en hipotdlamo
anterior y medio basal mediante PCR semicuantitativa (sqPCR). Gapdh se utilizé como gen control.

Numero Producto Temp.
Gen Ensayo acceso Primer sentido 5™- 3’ Primer anti sentido 5°- 3° (bp) Anneal

GenBank (°C)
Kissl sgPCR NM 178260.3 AGCTGCTGCTTCTCCTCTGT AGGCTTGCTCTCTGCATACC 140 60
Gapdh sgPCR NM 008084.2 CCAGAACATCATCCCTGCAT GTTCAGCTCTGGGATGACCTT 67 60

La reaccién de PCR se realizd en un termociclador Bio-Rad con los siguientes tiempos
y temperaturas de reaccion: 4 min a 94 2C; 35 ciclos: 30 sega 94 2C, 1 mina 609Cy 1
min 30 seg a 72 °C, seguidos por un ciclo de 6 min a 72 °C. Los fragmentos fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa 2/ en buffer TBE conteniendo bromuro
de etidio. Las bandas se visualizaron con un transiluminador de luz UV y se compararon
con un marcador de fragmentos de ADN de nimero de pares de bases conocido. Los
geles con las bandas obtenidas se fotografiaron y la intensidad de cada banda se
cuantificé con el software Scionlmage (Scion Corporation, National Institutes of Health,
USA). Los resultados se presentaron como el valor de intensidad promedio relativo a

Gapdh * error estandar medio (ESM) para cada grupo.

“PCR EN TIEMPO REAL (QPCR)

Las secuencias sentido y anti sentido de los primers fueron disefiadas basadas en las
secuencias de ADNc publicadas usando el programa Primer Express (Applied
Biosystems, Foster City, CA) o el programa Primer Blast, que se encuentra gratuito en

Internet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), excepto para Gadl que se

encontraba previamente publicado (Pleau et al. 2001). Los oligonuclétidos se enviaron
a sintetizar a Invitrogen. Las secuencias de los primers utilizados para qPCR de Gnrh1,
Gad1, Kiss1r, Cyp19al, Gnrhlr, Lhb, Esrl y Ciclofilina b (gen control) se encuentran en
la Tabla 3.
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Tabla 3: Secuencias de primers utilizados para evaluar expresion de genes de interés en tejidos mediante
PCR en tiempo real (QPCR). Ciclofilina b se utilizé como gen control.

Nimero ) o . . e o Producto  J S™MP:

Gen Ensayo acceso Primer sentido 5™~ 3 Primer anti sentido 5™~ 3 (bp Anneal.
GenBank (°C)
Gnrhl gPCR NM 008145.2 GAACCCCAGCACTTCGAATGT TGGCTTCCTCTTCAATCAGACTTT 94 58
Gnrh1r gPCR NM 010323.1 GCCCACAGTCTTCTCGCAATG ATGAGGAGGGGGATGATGA 111 55
Gad1l gPCR NM 008077.4 GCGGGAGCGGATCCTAATA TGGTGCATCCATGGGCTAC 79 58
Kisslr gPCR NM 053244.5 TGCAA ATTCGTCAAC TACATC GGAACACAGTCACATACCAG 97 55
Lhb gPCR NM 008497.2 TGTCAACGCAACTCTGGCC GGCAGTACTCGGACCATGCT 105 55
Esrl gPCR NM 007956.4 ATGAAAGGCGGCATACGGAAAG CACCCATTTCATTTCGGCCTTC 94 60
Cypl9al gPCR NM 007810.3 CGGGCTACGTGGATGTGTT GAGCTTGCCAGGCGTTAAAG 135 55
Ciclofilinab gPCR NM 011149.2 GACCCTCCGTGGCCAACGAT ACGACTCGTCCTACAGATTCATCTC 97 60

La gPCR se realizé utilizando el Kit SYBR green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
de acuerdo con el protocolo estandar establecido. La reaccion se llevd a cabo en un
volumen final de 13 pl: 6.5 pl del kit y la concentracién adecuada de primers
(concentracion final 0.15-0.3uM) y cantidad de muestra necesaria (1-3 pl) tanto para
las muestras como para la curva estandar, y completando al volumen final con agua
estéril. El programa de PCR utilizado fue el siguiente: 95 2C durante 10 minutos
(activacién de la enzima; 1 ciclo); 95 2C 15 segundos (desnaturalizacién) — temperatura
y tiempo de apareamiento (15 seg.- 1 min.) segln gen analizado (apareamiento)- 60 2C
1 minuto (extensién y lectura de fluorescencia) repetido 45 ciclos.

Cada muestra fue analizada por duplicado junto con controles sin molde para
monitorear contaminacién con ADN gendmico.

Los productos acumulados de ADN fueron monitoreados por el sistema de deteccién
del equipo ABI7500 (Applied Biosystems), y los resultados fueron registrados y
guardados continuamente y en tiempo real durante la reaccidon. La seial de
fluorescencia es normalizada por cambios en la concentracién o volumen dividiendo la
intensidad de emisién del SYBR GREEN por la intensidad de emisién de la referencia
interna (ROX). Esta relacién es definida como Rn. El programa grafica en la curva de
amplificacion el Rn y el ARn (que representa el Rn menos la seial de base establecida
automaticamente entre los ciclos 3 y 15 de la reaccién) en funcidén de los ciclos.

Para evaluar la especificidad de la reaccion de PCR se realizaron protocolos de
disociacion de los productos de PCR, generadas al final de la corrida mediante el

aumento de la temperatura de las muestras desde 60 2C hasta 95 2C, mientras se
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registraba la fluorescencia de los productos, la cual disminuye a velocidad constante a
medida que se desnaturalizan las cadenas de ADN. A una dada temperatura la
velocidad de caida de la fluorescencia aumenta drasticamente y a esta temperatura se
la llama temperatura de disociacion o Tm. El programa grafica simultdneamente la
curva de disociacién, es decir la segunda derivada de la funcién de fluorescencia en
funcion de la temperatura. A continuacion se muestra un ejemplo representativo de
las curvas de amplificacién y de disociaciéon para Ciclofilina b utilizada como gen

control (Figura 5).

Figura 5: Curvas de amplificacidn (izquierda) y de disociacidn (derecha) obtenidas durante la corrida de
gPCR para el gen control Ciclofilina b.

La pureza de los productos fue confirmada posteriormente tanto con la disociacion

de los productos de PCR (presencia de un Unico pico a la Tm esperada para el gen en

cuestidn), como por electroforesis en geles de agarosa 2.5/ para verificar el tamafio

del producto esperado y la ausencia de bandas inespecificas (Figura 6).

Gnrh1r Gadl Kiss1r M Gnrhl M Esrl  Cypl9al Ciclofilinab

Figura 6: Gel de agarosa 2.5/ en TBE 0,5/, utilizando SYBR Green para la visualizacion de las bandas:
bandas correspondientes a productos de amplificacién mediante qPCR de genes de interés, con sus
correspondientes tamafios: Gnrh1r 111pb, Gad1 78pb, Kiss1r 97pb, Gnrh1 94pb, Lhb 105pb, Esrl 94pb,
Cyp19al 135pb, Ciclofilina b 97pb. M: marcador de peso molecular de 50pb (izquierda) o 100pb
(derecha).
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“ANALISIS
Los cdlculos de la concentracion inicial de ARNm en cada muestra se realizaron de

acuerdo al método del ciclo en el que se alcanza el umbral de deteccidn, donde todas
las muestras pueden ser comparadas entre si. Este umbral de deteccidn se establece
en base a la fluorescencia del backround y equivale a 10 veces la desviacion estandar
de la media de emision de la linea de base. Al ciclo en el cual cada muestra consigue
llegar a este umbral de deteccidon, se lo conoce como Ct y es inversamente
proporcional a la cantidad de templado inicial. El Ct de cada muestra fue calculado
utilizando el programa ABI7500 sequence detection system, con una linea de base
automatica.

Para cada gen analizado la expresidn relativa fue normalizada a la de ciclofilina (gen
control de expresién constitutiva) y el cdlculo de la expresidon relativa se obtuvo

aplicando el modelo matematico de Pfaffl (Pfaffl 2001) que se detalla a continuacién:

ACt (gen blanco) ACt (ciclofilina)

Expresion relativa = (E gen blanco) / (E ciclofilina)

E = eficiencia del set de primers (calculada a partir del rango dindmico de diluciones
seriadas)

ACt = Ct (muestra referencia de valor 1)- Ct (muestra a analizar).

La eficiencia de amplificacion (E) de cada set de primers (para cada tejido evaluado)
fue calculada a partir de rango de diluciones seriadas de un ADNc de referencia (pools
para cada tejido) que cubria la cantidad de ARNm esperada en las muestras
experimentales (rango dindmico). Se graficé el log de la cantidad de ADNc en funcidn
del promedio de Ct de cada punto de la curva y se obtuvo una clara correlacién lineal
entre la cantidad de ADNc y el Ct en al menos 40 ciclos de PCR en tiempo real. Con la
pendiente de esta curva de calibracidn, se calculd la E de las reacciones mediante la

siguiente formula:

E=10 (-1/pendiente)

Se utilizaron Unicamente los set de primers que proporcionaban una E =2 £ 0.2. A
continuacién se muestra un grafico representativo del Log (ug ADNc) vs promedio Ct
para Ciclofilina b con su correspondiente eficiencia (Figura 7). Los resultados se
expresan relativos al gen control (Ciclofilina b). La muestra referencia, a la cual se le

adjudica el valor 1, en nuestro caso fue un macho WT elegido al azar.
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Figura 7: Promedio de Ct en funcion del Log (ug ADNc) para una curva de diluciones seriadas del gen
control Ciclofilina b. A partir de la pendiente del ajuste lineal se obtiene la eficiencia para dicho par de
primers.

LOCALIZACION DE NEURONAS GNRH POR INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

OBTENCION, PREPARACION E INCLUSION DE LAS MUESTRAS

La inmunohistoquimica (IHQ) de las neuronas de GnRH se realizé segin metodologia
habitual descripta por Miranda y col. (Miranda et al. 2003). Se estudid la
inmunoreactividad a GnRH en ratones de ambos sexos y genotipos a DPN4, tomando

el dia de nacimiento como DPN1.

Brevemente, se sacrificaron por decapitacidon a las crias a DPN4, se tomaron las
cabezas, se les quitd la piel y la calota para exponer el cerebro, y luego se colocaron
con la mandibula intacta en frascos, inmersas en Liquido de Bouin (Fijador saturado de
Acido Picrico: 75 ml, Formaldehido: 20 ml, filtrado y se agrega antes de usar acido
acético glacial: 5 ml) en un volumen 10 veces mayor al volumen de la muestra,

durante 2 hs a 49C.

Transcurrido ese tiempo, se extrajo el cerebro del craneo y se le renové el liquido

fijador. Luego, se colocd nuevamente durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente, se coloco el cerebro en ETOH 702 a 4 2C, realizando cambios cada

media hora, por lo menos 5 veces.

Posteriormente se comenzd con la deshidratacion en alcoholes de graduacion
creciente: a cada cerebro se le realiz6 un pasaje en ETOH 702, un pasaje en ETOH 909,

un pasaje en ETOH 962 y dos pasajes en ETOH 10092, durante 30 minutos cada uno.
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Luego, bajo campana quimica, se colocé cada cerebro en una solucién 50:50 de ETOH
1009/xilol durante 20 minutos y luego en xilol puro durante 30 minutos. Finalmente se
colocd cada cerebro en estufa a 60 2C en una solucidn 50:50 de xilol-parafina Paraplast
(Leica Microsystems) durante 20 minutos, antes de comenzar con los pasos de
inclusidn. Para la inclusién se realizaron 1 pasaje en parafina durante 30 min. y dos

pasajes mas en parafina de 20 min cada uno.

Finalizados estos pasajes de inclusién se realizé el armado de los tacos y se

guardaron a 4 2C hasta el momento de la realizacién de los cortes.

OBTENCION DE CORTES Y PROTOCOLO DE IHQ PARA GNRH

Se realizaron cortes coronales de 6 um aproximadamente en un micrétomo Leica RM
2125RT. Las secciones se adhirieron sobre portaobjetos cargados positivamente. Se
secaron luego en placa térmica a 30 2C por una hora para ser guardados a 4 ¢C hasta el
momento de ser utilizados. En este caso, machos y hembras de ambos genotipos se

procesaron en ensayos diferentes.

La desparafinacion de los cortes se realizé con xilol (2 cambios de 15 min cada uno),
luego se hidrataron con alcoholes de graduacion decreciente (2 cambios de 10 min
cada uno) y se realizaron lavados con PBS 1X (2 cambios de 10 min cada uno). Luego se
realizé el bloqueo de peroxidasas enddgenas con una solucidon al 0.3/ de agua
oxigenada durante 35 min a temperatura ambiente. Luego se hicieron tres lavados con
PBS 1X de 5 min cada uno. Posteriormente, se realizé un bloqueo de inespecifico con
Blotto (leche descremada 5/ ; Triton X-100, 0.3/ ; PBS 1X) durante 30 min. Sin lavar, se
incubaron los cortes toda la noche a 22 2C con el anticuerpo primario (LRH13 1:1000,
generosamente donado por el Hormone Assay Centre, Institute of Endocrinology,
University of Gumma, Japan (Park & Wakabayashi 1986)). Al dia siguiente, se
realizaron lavados con PBS 1X (2 cambios de 10 min cada uno). Posteriormente se
incubd con el anticuerpo secundario biotinilado (Linker reagent, LSAB2 System-HRP,
Dako) cubriendo los cortes durante 30 minutos a 222C. Se realizaron los lavados con
PBS 1X (2 cambios de 10 min cada uno). Luego se incubaron los cortes con la
Streptavidina unida a peroxidasa (Tracer reagent, LSAB2 System-HRP, Dako) cubriendo
los cortes durante 35 minutos a 22 C. Se realizaron lavados con PBS 1X (2 cambios en

oscuridad de 10 min cada uno) y finalmente se reveld con diaminobenzidina (Kit Stable
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DAB/Plus: 1 ml de Stable DAB/20 ul del cromdégeno) durante 3 minutos y se pard la

reaccion con PBS 1X.

Por ultimo se montaron los cortes con previa deshidratacion en alcoholes de
graduacion creciente (10 minutos cada pasaje, con 2 cambios en ETOH 100° y dos de

xilol). Finalmente se montaron con Balsamo de Canada sintético (Biopack).

\ANA’LlSls

Los cortes fueron analizados con un microscopio Nikon Eclipse E600 y fotografiados.
Se analiz6 un corte cada 40 pum para contar una Unica vez cada neurona. Se
consideraron solamente las neuronas que presentaron un nucleo claro y el cual haya
sido cortado a la mitad. Se contaron el nimero de neuronas inmunoreactivas para
GnRH (ir-GnRH) en los BO, el 6rgano vasculoso de la [dmina terminal (OVLT) y el APO
aproximando las coordenadas a partir del atlas para ratones de DPN6 (Paxinos et al.
2007): OB: desde P6 #1 0.99 mm hasta P6 #6 2.07 mm; OVLT: desde P6 #17 3.39 mm
hasta P6#18 3.51 mm y APO: desde P6 #22 3.99 mm hasta P6 #24 4.23 mm.

EVALUACION DE LA LIBERACION PULSATIL DE GNRH

Los estudios de pulsatilidad se realizaron in vitro como se describidé previamente

(Heger et al. 2003; Catalano et al. 2010).

Brevemente, para el primer ensayo de pulsatilidad de GnRH, se sacrificaron ratones
adultos WT y GABAg:KO (hembras en estro) y se recolecté inmediatamente el HT, se
peso y se incubd en microtubos de 1.5 ml que contenian 250 ul de buffer bicarbonato
Krebs-Ringer pH 7,4 (NaCl 115 mM, KCl 4,7 mM, KH,PO4 1,2 mM, MgS04 1,2 mM, CaCl,
2,56 mM, NaHCO3 20mM) con 4,5 mg/ml glucosa y 16 mM HEPES preparado en el
momento, a 37 2C. Luego de 30 minutos de preincubacidon, el medio de cada tubo se
recolecté a intervalos de 8.5 minutos durante 6 horas en buffer fosfosalino con
bacitracina (Sigma) 2,5 mM (para evitar la degradacion del GnRH) y se reemplazé por
medio fresco. GnRH se midi6 en el medio mediante la técnica de RIA en alicuotas de

150 pl.

El segundo ensayo de pulsatilidad de GnRH incubando hipotdlamos en presencia de
agonistas y antagonistas del Kissir se realiz6 con hembras ovariectomizadas en la

adultez, con reemplazo hormonal de una uUnica dosis de 10ug/kg de valerato de
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estradiol el dia de la castracion. Al cabo de 7 dias post-ovariectomia, se sacrificaron las
ratonas y se siguid el protocolo descripto arriba, recolectando el medio cada 9
minutos, durante 7:30 hs. Se estudiaron 4 tratamientos para cada genotipo: control
(Krebs-Ringer), Kiss-10 (agonista, Phoenix Pharmaceuticals, Inc., 1.10”M (Castellano et
al. 2005; Constantin et al. 2009)), Kiss-234 (antagonista, Sigma, 1.10’M (Roseweir et
al. 2009)) y la combinacién de éstos (Kiss-10+Kiss-234, 1.10’M de cada uno). GnRH se

midio en el medio mediante la técnica de RIA en alicuotas de 220 pl.

En ambos casos, los pulsos de secrecion de GnRH fueron identificados y sus
parametros fueron determinaron por el algoritmo Cluster8 desarrollado por Veldhuis
and Johnson (1986) (Veldhuis & Johnson 1986). Se utilizé una configuracion de cluster
2 x 2 y un estadistico de 2 para los picos ascendentes y descendentes, para mantener
la tasa de error por falsos positivos y falsos negativos por debajo del 10 / como fuera

sugerido por Martinez de la Escalera y col. (Martinez de la Escalera et al. 1992).

MEDICION DE AMINOACIDOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
RESOLUCION (HPLC)

Se determinaron los niveles de GABA, glutamato y taurina en HT y CT de ratones

adultos y de 4 dias de edad, WT y GABAg;KO de ambos sexos.

OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Estos aminoacidos se midieron usando el procedimiento descrito previamente por
Saller y col. (Saller & Czupryna 1989) con minimas modificaciones. Para ello se
utilizaron los sobrenadantes obtenidos de la homogeneizacion de los tejidos en 100 pl
de HCl 0,1 N a 4 °C y posterior centrifugacion durante 30 minutos a 13,000 x g.
Alicuotas de los sobrenadantes y patrones de cada uno de los aminoacidos preparados
en HCl 0,1 N, se evaporaron a sequedad en un concentrador Speed-Vac® Savant
(Savant Instruments, Hicksville, NY, EEUU). A los extractos secos se les agregd 100 ul de
HCOsNa 0,1 M y 200 pl de cloruro de dansilo (Sigma-Aldrich) (1,25 mg/mL en acetona
anhidra) y se resuspendieron utilizando un agitador mecanico. Posteriormente se
incubaron durante 60 minutos a 60 2C en oscuridad. Se obtuvieron derivados
dansilados de los patrones y de las muestras. Estos fueron evaporados a sequedad en
un concentrador Speed-Vac® Savant y los residuos secos fueron almacenados a -20 2C

hasta el momento de la determinacion.
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PROCEDIMIENTO DE DETERMINACION POR HPLC

En el momento de la determinacion los residuos secos fueron vigorosamente
resuspendidos en 200 pl de la fase movil utilizando un agitador mecanico y
colocandolos en un bafio ultrasénico. Finalmente se centrifugaron los tubos a 13,000 x
g durante 3 minutos para remover la materia particulada antes de inyectar alicuotas de
20 pl de los sobrenadantes en el sistema de HPLC. El sistema HPLC utilizado consistié
en un moédulo programable de solventes (bombas y mezclador) Modelo 125 (Beckman
Instruments, Fullerton, CA, EEUU), una columna de fase reversa de 5-um de tamafio de
particula, 25 cm X 4,6 mm UItrasphere® ODS (Beckman), un detector UV programable
Modelo 166 (254 nm) (Beckman) y el programa System Gold® para el andlisis de los
cromatogramas (Beckman). La fase mavil consistiéo de una mezcla de agua-acetonitrilo

(82:18, v/v) conteniendo 0.15/ (v/v) acido fosférico.

MEDICION HORMONAL POR RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

“SUERO

Al sacrificar ratones adultos, de 14 y 4 dias de edad, WT y GABA;KO por
decapitacion, se recolectd la sangre troncal, se colocé en tubos de 1.5 ml y se dejo
coagular a temperatura ambiente durante aprox. 4 horas. Luego se centrifugaron los
tubos a 2000 rpm durante 10 minutos y se transvaso el suero (fase superior) a un tubo
de 0.6 ml. Posteriormente, se volvieron a centrifugar los tubos originales a 2000 rpm
durante 10 minutos para recolectar el suero remanente y se agregd a la primera
fraccidon. Los sueros asi obtenidos, se guardaron a -20 2C hasta la medicion de las

hormonas por RIA.

- TEJIDOS

Se recolectaron el hipotdlamo (HT), los bulbos olfatorios (BO), corteza frontoparietal
(CT, tejido control), la adenohipdfisis (HF) y las gdnadas de ratones adultos y de 4 dias
de edad WT y GABAz; KO, se pesaron y se guardaron a -20 9C hasta su
homogeneizacién. Para los ratones de 14 dias de edad Unicamente se recolectaron HF
y gdénadas.

Para medir el contenido de GnRH, se homogeneizaron los fragmento hipotaldamicos

HA y HMB, los BO y la CT de ratones de 4 dias de edad en 100 ul de HCI 0.1 N a 4 °C,
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mediante un micro-homogeneizador como fue descripto previamente por Heger y col.
(Heger et al. 2003). El homogenato se centrifugd por 30 minutos a 13,000 x ga 4 °Cy
se recuperd el sobrenadante; este procedimiento se repitio para extraer GnRH
remanente en el precipitado. Las muestras se guardaron a -20 2C hasta que se llevaron
a cabo los ensayos de RIA para GnRH.

Para la medicidn del contenido adenohipofisario de hormonas proteicas (LH, FSH y
PRL), cada HF fue homogeneizada en 100 ul de de buffer fosfosalino compuesto por
buffer fosfato 0,01 M, NaCl 0,15 M y azida sddica 0.0/ pH 7,4, con inhibidores de
proteasas [fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich) 1/100 y otra mezcla
preformada de los inhibidores TPCK, TAME, ZPCK y TLCK (Sigma-Aldrich), 1/100], en
hielo mediante un micro-homogeneizador manual. El contenido de proteinas en cada
muestra fue determinado por el método de Lowry (Lowry et al. 1951) y los resultados
determinaron la alicuota de homogenato que luego fue medida por RIA.

Para la medicién del contenido gonadal de testosterona (T) y estradiol (E,), los tejidos
se homogeneizaron en 20 mL/g testiculo o 450 pul /ovario de buffer Tris-HCl 10 mM pH
7,5 con inhibidor de proteasas [fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich)
1/100 y otra mezcla preformada de los inhibidores TPCK, TAME, ZPCK y TLCK (Sigma-
Aldrich), 1/100] mediante un homogeneizador eletromecanico (Polytron®, Kinematica
AG, Suiza). Los homogenatos se centrifugaron a 750 x g durante 10 minutos a 4 2Cy se
recuperaron los sobrenadantes. De alli se tomaron alicuotas de 20 ul para la
determinacién de proteinas y el restante se almacend a -20 2C hasta la determinacién
de hormonas esteroideas mediante RIA. El contenido de proteinas en cada muestra
fue determinado por el método de Lowry (Lowry et al. 1951).

Se extrajeron una alicuota de 700 pl del sobrenadante de la homogeneizacién de los
testiculos y todo el sobrenadante de la homogeneizacién de los ovarios para la
realizacion de los RIA de Ty E,, dos veces con 3 mL de éter etilico por vez. Los extractos
se evaporaron en un bafio a 50 2C en campana quimica y se disolvieron,
posteriormente, en buffer fosfato 0,075 M, azida sédica 0,02/, NaCl 154 mM, pH 7,0,
conteniendo 0,1/ (P/V) de gelatina (buffer fosfosalino gelatina): 1 ml (testiculos) o 1,2
ml (ovarios).

Para la medicién de progesterona (P,) sérica se extrajeron 75 pl de suero dos veces

con 1 ml de éter etilico, se procedié de manera similar a lo mencionado para testiculo
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y ovario y se resuspendieron los extractos evaporados en 1.2 ml de buffer fosfosalino
gelatina.
Las muestras permanecieron luego 24 horas a 4 2C para la disolucion de las

hormonas esteroideas en el buffer fosfosalino gelatina.

RIA PARA HORMONAS PROTEICAS

El contenido adenohipofisario y los niveles séricos de LH, FSH y los niveles séricos de
PRL fueron determinados por RIA por doble anticuerpo (Libertun 1980). Las muestras
fueron evaluadas por duplicado en alicuotas de 75 ul de suero de ratdn para LH; 50 ul
(adultos y 4 dias) o 25 pl (14 dias) para FSH y 30 pl para PRL. Para los homogenatos de
HF se utilizaron alicuotas de 10 ul para LH y FSH. En animales de 4 dias de edad, los
niveles séricos de LH, FSH y se determinaron en pools de suero provenientes de 2 a 4

animales, de forma tal de obtener el volumen necesario para la determinacién.

A continuacion se detalla el protocolo para LH, siendo éste esencialmente el mismo

para FSH y PRL.

:HORMONA LUTEINIZANTE (LH)

La hormona LH se cuantific6 usando el kit de reactivos provistos por el NIDDK

(EEUU).

Se utilizé 2.5 pg de LH purificada, r-LH-110 (NIDDK). La hormona liofilizada se disolvio
en una solucion de buffer fosfosalino compuesto por buffer fosfato 0.01 M, NaCl 0.15
M y azida sédica 0.0/ pH final 7.4 (PBS) 0.01 M a una concentracion final de 100
pg/ml. La marcacién se efectué en tubos de vidrio, bajo campana. Se usé **°I (NEN),
libre de portador y apto para marcar proteinas. Las soluciones que se emplearon
fueron: buffer fosfato 0,5 M pH 7,5; buffer fosfato 0,05 M pH 7,5; PBS; solucién de
transferencia: 100 mg de IK, 0,8 g de sacarosa y cantidad suficiente de H,O para
alcanzar un volumen final de 10 ml; solucién de cloramina-T: 100 mg/100 ml de buffer
fosfato 0,05 M preparada inmediatamente antes de su uso; solucion de metabisulfito

de sodio: 100 mg/10 ml de buffer fosfato 0,05 M.

| 125

Se procedio a la separacién la hormona marcada del “*’I libre mediante una columna

de tamiz molecular de Bio-gel P-10 gel (Bio- rad Laboratories, CA, EEUU), en buffer

68



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 marcacion

A la hormona disuelta en PBS se le anadieron 10 ul de buffer fosfato 0.5 M y luego
0.5 mCi de *°I. La oxidacion se efectud con 11.25 pl de la solucién de cloramina-T, bajo
agitaciéon suave durante 60 segundos. La reaccion se detuvo con 6.25 pl de
metabisulfito de sodio. Luego se agregaron 100 pl de la solucion de transferencia (que
verifica si hubo un exceso de agente oxidante), y el contenido del tubo de marcacidn
fue pasado por la columna de separacién. Para la corrida se utilizd buffer fosfato 0.05
M. Se recogieron aproximadamente 500 pl de eluido por tubo, y se registrd la
radioactividad de 10 ul de cada uno de los tubos en un contador gamma Packard para
determinar dénde se encontraba el pico de hormona marcada. Con las columnas
empleadas se obtuvo una buena separacion de los picos de hormona marcada, que
sale con el Vo y de **°I, no incorporado a la proteina, que es incluido en la columna. Los
tubos de marcacion conteniendo la hormona marcada se reunieron en uno y se

congelaron en alicuotas para su posterior uso en RIA.

Protocolo de RIA

El primer antisuero contra LH de rata fue NIDDK-Anti-Rat-LH-S-11 obtenido al
inmunizar conejos con LH de rata altamente purificada semejante a la NIDDK-rLH-I-10.
El anticuerpo se diluyé en PBS, EDTA 0.05 M con 0.25/ de suero de conejo normal, pH
7.4, a la concentracién previamente establecida como 6ptima de trabajo. La dilucién
inicial fue de 1:274400. El estandar de referencia fue LH purificada de hipdfisis de rata
(NIDDK-Rat-LH-RP3), con un minimo de contaminante de FSH y TSH. La curva de
concentraciones del estandar de referencia (de 0.015 a 8 ng por tubo) y la dilucién de
las muestras (suero u homogenato de adenohipdfisis) fueron realizadas en PBS con 1/
de albumina de huevo (buffer EA). La separacidon se logré por segundo anticuerpo,
usando antisuero de oveja contra globulina de conejo diluido en PBS-polietilenglicol

6000 8/, en diluciones de trabajo establecidas previamente (dilucidn inicial 1:500).

Los resultados fueron expresados en términos de los estandares de LH de rata RP3,
ya que esta demostrada la reactividad cruzada con LH de ratdn. La sensibilidad del

ensayo fue de 0.21 ng/ml (suero) o 0.16 ng (homogenato de adenohipdfisis) y los
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coeficientes de variacién intra e inter-ensayos fueron de 7.2/ vy 11.4/

respectivamente.

El protocolo de rutina fue el siguiente: se agregaron 100 ul del primer anticuerpo
(diluido en PBS-EDTA) y 100 pl de la hormona trazadora (entre 17.000 y 20000 cpm por
tubo) a la curva patrén y a las alicuotas experimentales preparadas en buffer EA (400
ul final); luego de una incubacién de 24 horas a temperatura ambiente se agregaron
500 pl del segundo anticuerpo en polietilenglicol 6000 8/ . Se incubaron los tubos
durante 2 horas a temperatura ambiente y durante 1 hora a 42C. Se separd la hormona
libre de la unida, por centrifugacién refrigerada (4°C, Beckmman Instruments) a 2000
rom, durante 30 minutos. El sobrenadante fue aspirado y se leyd la radiactividad
asociada al precipitado, correspondiente al complejo hormona-anticuerpo en un

contador gamma Packard (Palo Alto, CA, EEUU).

Los RIA para FSH y PRL fueron elaborados de manera muy similar, por lo que se

describira en los proximos, sélo aquellos puntos que difieran.

:HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH)

La hormona FSH trazadora fue NIDDK-rat-FSH-I-9. El método de marcacion fue

semejante al descripto para LH.

El protocolo utilizado para la medicion fue similar al empleado para LH. El primer
antisuero contra FSH de rata (NIDDK-Anti Rat FSH Serum-11) fue obtenido al inmunizar
conejos con FSH de rata altamente purificada semejante a la NIDDK-rFSH-I-9. Se diluyo
a la concentracién previamente establecida como 6ptima de trabajo, siendo la dilucién
inicial de 1:42000. El estandar de referencia fue FSH purificado de rata (NIDDK-Rat-
FSH-RP2), con una contaminacién casi nula de LH y TSH. La curva patrdn se extiende de
0.12 a 15 ng por tubo. Los resultados fueron expresados en términos de los estandares
de FSH de rata RP2, dado que FSH de rata también cruza con ratén. La sensibilidad del
ensayo fue 4.8 ng/ml (suero) y de 1.2 ng (homogenatos de adenohipdfisis). Los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayos para fueron de 8.0/ y 13.2/

respectivamente.
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“RIA PARA PROLACTINA (PRL)

El ensayo para PRL de rata no presenta reactividad cruzada con la PRL de ratén, por
lo que se implementé el RIA de PRL de ratén. La hormona trazadora fue AFP10777D. El
primer antisuero fue IgG policlonal de conejo anti-PRL de ratén AFP131078, dilucidn
inicial 1:140000. El estandar de referencia fue PRL purificado de ratén (mPRL-AFP-
6476C). La curva patron se extiende de 0,02 a 5 ng por tubo. La sensibilidad del ensayo
fue de 0,67 ng/ml, y los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron de 7,8/ vy

12,14/ , respectivamente.

:RIA PARA LA HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROFINAS (GNRH)

Se determind el contenido de GnRH en los fragmentos hipotaldmicos HAy HMB, BO y
CT en ratones de 4 dias de edad, WT y GABAz:KO. Ademas se determind el GnRH
liberado a partir de incubaciones hipotalamicas para evaluar su liberacidn pulsatil en

ratones adultos de ambos sexos y genotipos.

Procedimiento de marcacion

El estandar de GnRH (Bachem, CA, EEUU) fue marcado con 125 (Nalzsl, NEZ033H New
England Nuclear, EEUU) de acuerdo con el método descrito por Yu y colaboradores (Yu
et al. 1988). Brevemente, 1 mCi de Na'*’l en 10 pl de PBS 0,5 M pH 7,5y 5 ul de
cloramina-T en 10 ul de PBS 0,05 M fueron agregados a 10 ug del péptido estandar
disuelto en 10 pl de acido acético 0,1 M. Esta solucion se mantuvo durante 60
segundos bajo agitacion suave a temperatura ambiente. Transcurrido dicho periodo la
reaccion se frend por dilucion mediante el agregado de 200 ul de acetato de amonio 2
mM pH 4,5. Para separar el péptido marcado del iodo libre, se emplearon columnas
(de intercambio iénico) de carboximetilcelulosa, preparadas y equilibradas en el
laboratorio. El producto de la reaccién se sembré inmediatamente en esta columna y
se eluyd inicialmente con 15 ml de acetato de amonio 2 mM. Se tomaron 5 fracciones

| ') libre. Luego se

del eluido conteniendo cada una 3 ml, en las que eluye e
incrementd la fuerza idnica eluyendo con acetato de amonio 100 mM pH 4,5 y
recuperando fracciones de 1,5 ml. Las fracciones con marca que eluyen luego del pico

del iodo libre son ensayadas para evaluar la unién especifica en un RIA.
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Protocolo de RIA

El ensayo se realizé en 500 ul de volumen final, se tomaron 100 ul de muestra por
duplicado proveniente de los homogenatos de HA y HMB de ratones de 4 dias de edad,
150 pl de muestra proveniente de los medios de incubacidn de explantos de
hipotalamos 0 220 ul de explantos HT de hembras castradas, 100 ul de anticuerpo [HU-
60 desarrollado contra GnRH, obtenido por una generosa donacion del Dr. H. Urbanski
(Urbanski et al. 1990; Urbanski et al. 1990), empleado en una dilucién inicial de
1:20000] y 100 pl de la hormona marcada (aproximadamente 10.000 cpm), llevando a
volumen final con buffer fosfato 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, azida sédica 15
mM, BSA 0,5 /, pH 7,6. Luego de incubar 24 horas a 4 °C se precipitaron las
inmunoglobulinas mediante el agregado de 1,5 ml de etanol 100 /, se mezcld
vigorosamente con agitador mecénico, se incubd durante 30 minutos a 4 °C y luego se
centrifugd por 30 minutos a 3000 rpm y 4 °C, separando de este modo el complejo
hormona-anticuerpo (precipitado) de la hormona libre (sobrenadante). El
sobrenadante fue descartado y se registrd la radiactividad asociada al precipitado,

correspondiente al complejo hormona-anticuerpo.

La sensibilidad del ensayo fue 2,5 pg/150 pl de medio, que corresponde a 0,15 pg/mg
de hipotalamo (pulsatilidad de GnRH) y de 2,1 pg (contenido de GnRH); los coeficientes
de variacidn intra e inter-ensayos fueron de 4,5/ y 5,3/ respectivamente. La curva

estandar se extendio de 0,977 a 1000 pg por tubo.

RIA PARA HORMONAS ESTEROIDEAS

Los niveles séricos de E; en hembras y T en machos adultos WT y GABAg;KO fueron
determinados en el servicio a terceros de la Universidad de Virginia, USA. E, sérico fue
determinado mediante el uUnico Kit de ELISA avalado hasta el momento para la

determinacién de niveles séricos de E, en ratén (Haisenleder et al. 2011).

Los contenidos gonadales de E, y T en ratones adultos, de 14 y 4 dias de edad y los
niveles séricos de P, en ratones adultos, se determinaron en nuestro laboratorio

mediante RIA con métodos de rutina que se describen a continuacién.
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RIA PARA ESTRADIOL

Se tomaron 2 alicuotas de 300 pL (testiculos y ovarios) de los extractos mencionados

previamente.

Estadndares: se prepararon a partir de una solucién madre de estradiol (Sigma) de 7,5
ug/mL en etanol, en un rango de 1,75 a 900 pg por tubo en 300 ul de buffer fosfosalino

gelatina.

Antisuero: a los tubos conteniendo la curva y las muestras, se agregaron
100 pL de anti-estradiol (Niswender #244 anti-estradiol-6 BSA) disuelto en buffer

fosfosalino gelatina en una dilucién de inicial de 1:12500.

Hormona radioactiva: todos los tubos del ensayo recibieron el estradiol tritiado (New

England Nuclear), de una actividad especifica de aproximadamente 100 Ci/mmol y una
pureza radioquimica del 99/, disuelto en buffer fosfosalino gelatina
(aproximadamente 10.000 cpm/100 pL). Las muestras y la curva, con el trazador y el

anticuerpo se incubaron 24 h a 4°C.

Separacion de la hormona libre del complejo hormona-anticuerpo: la separacion se

logré por el agregado de una suspension de Carbdn (0,5/ )- Dextrano (0,05/ ) en buffer
fosfosalino, recientemente preparada. Esta suspensién adsorbe la hormona libre. Se
agregaron 200 pl, se agitd con un agitador mecanico y se incubé 10 minutos a 4°C.
Luego se centrifugd 10 minutos a 3000 rpm. Finalmente, se tomaron 500 pL del
sobrenadante (conteniendo el complejo hormona-anticuerpo) y se les agregd 1,5 mL
de liquido centelleante (Optiphase Hisafe 3, PerkinElmer, Inc.). Se registré la
radiactividad de los viales en un contador beta (Beckman, EEUU) y se analizaron los

resultados.

La sensibilidad del ensayo fue de 7,03 pg/ovario y 16.72 pg/testiculo, y los
coeficientes de wvariacion intra e inter ensayo fueron de 6,8/ y 11.7/,

respectivamente.

:RIA PARA TESTOSTERONA

Se tomaron 2 alicuotas de 50 pL (testiculo), excepto para testiculos de ratones de
DPN4 que se usaron alicuotas de 10 plL, o de 200 pL (ovario) de los extractos

mencionados previamente.
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Estandares: se prepararon a partir de una solucion madre de testosterona (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) de 1 mg/mL en etanol, en un rango de 3.12 a 800 pg por

tubo en 200 pL de buffer fosfosalino gelatina.

Antisuero: a los tubos conteniendo la curva y las muestras, se agregaron 100 uL de
antisuero especifico anti-testosterona (Niswender #250 anti-testosterona-11 BSA)

disuelto en buffer fosfosalino gelatina en una dilucion inicial de 1:2000.

Hormona radioactiva: todos los tubos del ensayo recibieron la 3[H]—testosterona

(New England Nuclear), de una actividad especifica de aproximadamente 100 Ci/mmol
y una pureza radioquimica del 99/, disuelto en buffer fosfosalino gelatina
(aproximadamente 10000 cpm/100 pL). Las muestras y la curva con el trazador y el

anticuerpo se incubaron 24 h a 4°C.

Separacién de la hormona libre del complejo hormona-anticuerpo: la separacion se

logré de manera similar a lo descripto para E,. Se tomaron 400 uL del sobrenadante
(conteniendo el complejo hormona-anticuerpo) y se les agregé 1,5 mL de liquido
centelleante. Se registré la radiactividad de los viales en un contador beta. La
sensibilidad del ensayo fue de 18.75 pg/ovario y 62.5 pg/testiculo. Los coeficientes de

variacién intra e inter-ensayos fueron de 7,8/ y 12,3/ respectivamente.

RIA PARA PROGESTERONA

Se tomaron 2 alicuotas de 500 pl de los extractos de sueros de ratones adultos

mencionados previamente.

Estandares: se prepararon a partir de una solucion de progesterona de
1 pg/mL (Sigma) en etanol, en un rango de 12,5 a 6400 pg por tubo en 500 uL de buffer

fosfosalino gelatina.

Antisuero: se agregaron 200 plL de anti-progesterona (Niswender #337 anti-
progesterona-1 BSA), disuelta en buffer fosfosalino gelatina en una dilucién de 1:800 a

los tubos conteniendo la curva y las muestras.

Hormona radioactiva: la progesterona tritiada (New England Nuclear) de una

actividad especifica de aproximadamente 100 Ci/mmol y una pureza radioquimica del

99/, se agregd disuelta en buffer fosfosalino gelatina (aproximadamente 10000
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cpm/100 pl), a todos los tubos del ensayo. Las muestras y la curva, con el trazador vy el

anticuerpo, se incubaron 24 h a 4°C.

Separacion de la hormona libre del complejo hormona-anticuerpo: El procedimiento

fue similar al descripto para E; y T. Finalmente, se toman 700 pl del sobrenadante
(conteniendo el complejo hormona-anticuerpo) y se les agregé 1,5 mL de liquido
centelleante. Se registré la radiactividad de los viales en un contador beta. La
sensibilidad del ensayo fue de 0.4 ng/ml y los coeficientes de variacién intra e inter

ensayo fueron de 7,1/ y 12,15/, respectivamente.

EVALUACION DEL PORCENTAJE DE OVULACION Y RECUENTO DE OVOCITOS EN LA
AMPULLA

Se ciclaron hembras adultas WT y GABAg:KO vy se sacrificaron en el primer dia de
estro para evaluar cudles de ellas habian ovulado y cuales no. Se obtuvieron los
cuernos uterinos y con cuidado se sacaron los oviductos y ovarios, los cudles se
colocaban sobre un portaobjetos y se cubrian con otro haciendo presién. La ovulacién
positiva se determind por la presencia de ovocitos secundarios en la ampulla visibles al
microscopio Optico. A aquellas hembras que habian ovulado, se les determiné el

numero de ovocitos presentes en el oviducto.

RECUENTO DE ESTRUCTURAS OVARICAS

OBTENCION MUESTRA, INCLUSION Y CORTES

Se sacrificaron hembras adultas WT y GABAg:KO durante la mafiana del estro y se

recolectd un ovario para incluir en parafina y analizar su histologia.

Los ovarios se colocaron en formol al 4/ durante toda la noche y al dia siguiente se
colocaron en ETOH 709 a 4 9C, realizando cambios cada media hora. Esto se repitid 5
veces y se dejaron a 4 °C hasta el dia siguiente cuando se realizaron los pasajes en
alcoholes de graduacién creciente para deshidratar el tejido: ETOH 702 (30 minutos),
ETOH 902 (30 minutos), ETOH 962 (30 minutos), ETOH 1002 (2 lavados de 30 minutos),
ETOH 100¢/Xilol (20 minutos), Xilol (30 minutos). Luego, se realizé la inclusidon en
parafina de los tejidos, colocando los mismos en parafina Paraplast (Leica
Microsystems) en estufa a 60 2C durante 90 minutos y posteriormente el armado de

los tacos.
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Luego se enviaron a realizar los cortes al servicio de microscopia del IBYME. Para
prevenir contar dos veces la misma estructura, cortes de 5 um de espesor fueron
colocados con intervalos de 50 um entre ellos sobre portaobjetos cargados
positivamente, de acuerdo al método descripto por Woodruff y col. (Woodruff et al.
1990) y se secaron en una placa térmica a 30 2C para luego guardarlos a temperatura

ambiente hasta el momento de la tincidon con hematoxilina-eosina (HE).

‘TINCION CON HE

Los cortes de ovario se desparafinaron con Xilol (2 lavados de 2.5 min.), luego se
rehidrataron en alcoholes de graduacion decreciente: ETOH 1002 (2 lavados de 2 min.)
y ETOH 962 (2 lavados de 2 min.). Posteriormente se realizaron 2 lavados rapidos en
agua. Luego se procedio a la tincién de los nucleos celulares con hematoxilina (Dako)
durante 8 min. Se realizé un lavado con agua y se realizo la tincidn del citoplasma de
las células con Eosina 0.2/ (Sigma) durante 2 min. Luego de un lavado con agua se
procedidé con la deshidratacién de los cortes con alcoholes de graduacién creciente:
ETOH 962 (2 lavados de 1 min.), ETOH 1002 (2 lavados de 1 min) y Xilol (2 lavados de

2.5 min.). Finalmente, los cortes se montaron con balsamo sintético DPX (Sigma).

:CONTEO DE ESTRUCTURAS

Los foliculos fueron clasificados como foliculos primordiales y/o primarios (FP),
foliculos preantrales (FPA) o foliculos antrales tempranos (FAT) de acuerdo a la
presencia o ausencia de antro, o foliculos preovulatorios (FPO). Los foliculos atrésicos
(FA) fueron definidos como aquellos en los cuales se observé la presencia de mas de 10
nucleos picnéticos por foliculo y en los mas pequefios, el criterio de atresia fue la
presencia de ovocitos degenerado, formacién de antro precoz, o ambos criterios
(Sadrkhanloo et al. 1987; Andreu et al. 1998). El niUmero de FP, FPA, FAT, FPO y FA fue

determinado en 5 secciones de ovario por cada ovario, 5 ovarios por cada genotipo.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados fueron informados y presentados como el promedio + error

estandar (ES).

Las diferencias entre medias de dos grupos se analizaron mediante la prueba t de

Student. Las diferencias entre mas de dos grupos se analizaron mediante el Analisis de
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la Varianza de 2 o 3 factores, seguido de las prueba a posteriori de Tukey HSD para N

desiguales o de Newman-Keuls para N iguales.

La distribucion de frecuencias en el caso del porcentaje de ovulacién se analizd

mediante la prueba de x°.

Las correlaciones entre la expresion de genes evaluados en las mismas muestras, se

analizaron mediante el estadistico de Correlacién de Pearson.

Los datos fueron transformados en los casos en que la prueba para homogeneidad

de varianzas y/o de normalidad asi lo requirié.

En todos los casos los resultados fueron considerados estadisticamente significativos

cuando p<0,05.

Se utilizaron para los calculos estadisticos los programas: STATISTICA (data analysis
software system), version 8.0. StatSoft, Inc. (2008), OK, USA (www.statsoft.com);
InfoStat version 2012, Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cdrdoba,

Argentina. (www.infostat.com.ar).
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CAPITULO I: EJE GONADOTROFICO EN RATONES ADULTOS WT Y GABAg,KO

INTRODUCCION |

Como ya mencionaramos, la reproduccién es controlada por el eje hipotadlamo-
hipofiso-gonadal. El GnRH, decapéptido sintetizado por neuronas especificas en el
hipotdlamo, es un importante regulador de la funcién reproductiva. La secrecién de
GnRH ocurre en pulsos discretos, excepto durante el periodo pre-ovulatorio en las
hembras, donde se libera un pico de GnRH, el cual es capaz de inducir los picos pre-
ovulatorios de gonadotrofinas (Moenter et al. 2003; Naftolin et al. 2007). La regulacion
del eje gonadotréfico estda dado a través de sefales estimulatorias e inhibitorias que
convergen en las neuronas GnRH, estas sefiales pueden ser tanto neurotransmisores,

neurohormonas, péptidos periféricos como hormonas esteroideas.

De todos los neurotransmisores involucrados en la regulacién de eje reproductivo, el
GABA ha sido propuesto como uno de los mas importantes (Heger et al. 2003;
Mitsushima et al. 2003; Fujioka et al. 2007; Christian & Moenter 2007). El GABA es el
neurotransmisor inhibitorio mds importante del sistema nervioso en mamiferos
adultos y participa en la regulacidon de la funcion reproductiva tanto en el sistema
nervioso central como en la hipdfisis y a nivel gonadal a través de sus receptores
GABA/c Y GABAg. Se ha descripto la presencia de RGABA, y RGABAg en neuronas GnRH
(Lagrange et al. 1996; Garyfallou et al. 2006; Sliwowska et al. 2006). A través de ellos,
el GABA, puede regular directamente la secrecién de GnRH o también puede actuar
indirectamente inhibiendo interneuronas involucradas en esta regulacion, como las
kisspeptidérgicas, opiodes, noradrenérgicas, etc (Kalra & Kalra 1981; Donoso et al.
1994; Zhang et al. 2009; Pielecka-Fortuna & Moenter 2010) y de esta manera participa
en el despertar puberal y en el control de la secrecién de gonadotropinas en los ciclos

estrales (Maffucci & Gore 2009).

Las kisspeptinas, productos del gen Kiss1 y su receptor, Kisslr, han surgido como
integrantes claves en la regulacion de la secrecion de GnRH. Mutaciones o deleciones
dirigidas del receptor de Kiss1 producen hipogonadismo hipogonadotréfico en
humanos y ratones, indicando que la sefializacion a través de este receptor es un

prerrequisito para la maduracidon sexual. Kisspeptinas administradas en el sistema
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nervioso central estimulan la secrecion de GnRH y gonadotropinas en animales
prepuberales y adultos. Por otro lado las neuronas kisspeptidérgicas son el blanco
directo para la retroalimentacién positiva y negativa ejercida por los estrégenos,
regulando diferencialmente la expresion del ARNm de Kiss1 en distintas areas del
diencéfalo (Kauffman 2010). Ademds de su ubicacién en el hipotdlamo y en el area
predptica, se ha encontrado expresion de kisspeptinas y su receptor en la hipéfisis y en
las gdénadas (Ojeda et al. 2006; Gottsch et al. 2006; Chan et al. 2008; Colledge 2008;
Roa et al. 2008).

Si bien se conoce el rol de GABA vy kisspeptinas en la regulacién del eje
gonadotréfico, se sabe poco sobre la relacidon entre estos dos factores. Varios grupos
han sugerido que las neuronas de Kiss1 y GABA interactian en el control de la
secrecion de GnRH (Neal-Perry et al. 2009; Pielecka-Fortuna & Moenter 2010; Garcia-
Galiano et al. 2012). Ademas, Cravo y col. demostraron que un alto porcentaje de
neuronas Kiss1 del AVPV (75/) y del ARC (50/) son también positivas para la
expresion del ARNm de Gadl, enzima de sintesis de GABA (Cravo et al. 2011).
Recientemente, Kurian y col. demostraron en monos que antes del despertar puberal,
y no después, la liberacion de GnRH es inhibida por un tono GABAérgico a través de
neuronas kisspeptidérgicas y que esta accidon era ejercida por medio de RGABA,
(Kurian et al. 2012). Aunque se sabe que los RGABAg son capaces de modular la
secrecion de GnRH, hasta el momento no se ha reportado una relacion directa entre

los RGABAg y las neuronas kisspeptidérgicas.

Dado que los ratones GABAR KO presentan, desde el punto de vista endocrino,
principalmente alteraciones en el eje gonadotréfico (Catalano et al. 2005) y que las
hembras GABAp;KO son las mds afectadas, presentando disrupcion de los ciclos
estrales, la reproduccién y la respuesta de las gonadotrofinas frente a la castracion,
postulamos un papel importante para el GABA, a través de sus RGABAg, en la fisiologia
del eje hipotalamo-hipdfiso-gonadal y una posible relacién con neuronas Kiss1 y de

GnRH.
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OBJETIVO |

En este capitulo nos propusimos estudiar el rol de los RGABAg en ratones adultos que
carecen de RGABAg funcional (GABAg;KO), evaluando la funcionalidad del eje

gonadotrofico en sus distintos niveles: hipotalamo, hipdfisis y génadas.

RESULTADOS | A. EJE GONADOTROFICO: HIPOTALAMO

COLOCALIZACION DE LOS ARNm DE KISS1-RGABAg; (HIS) EN LOS NUCLEOS
HIPOTALAMICOS AVPV/PEN Y ARC DE HEMBRAS

Dado que las hembras adultas GABAg;KO presentan alteraciones reproductivas,
quisimos, en primer lugar, evaluar si las neuronas Kiss1 son un posible blanco de
accion del neurotransmisor GABA a través del receptor GABAg. Para ello evaluamos la
co-localizaciéon de los ARNm de la subunidad RGABAg; y Kiss1 mediante HIS de
marcacién doble. Hasta el momento no se ha estudiado esta co-localizacién y es un
dato muy importante que nos ayuda a entender la relacion entre GABA y kisspeptina y
su accion sobre el eje reproductivo. Para estos estudios utilizamos cerebros de
hembras adultas WT en estro y estudiamos la co-localizacion en las dos areas
hipotaldmicas dénde se expresa mayoritariamente Kiss1, el AVPV/PeN y el ARC.
Utilizamos este estadio del ciclo estral dado que las hembras GABAg;KO presentan
persistencia en este dia del ciclo y por ello va a ser nuestro control a lo largo de esta

tesis.

Los resultados indican que un altisimo porcentaje de las neuronas Kissl del
AVPV/PeN (97.7 £ 0.89 / ) sintetizan el ARNm de la subunidad RGABAg; (Figura 1.1 A).
De manera similar, la mayoria de las neuronas Kiss1 del ARC (71.3 + 4.0/ ) co-expresan

la subunidad RGABAg; (Figura 1.1 B).

Esta es la primera vez que se demuestra la presencia de la subunidad RGABAg;,
esencial para el correcto funcionamiento del RGABAg, en las neuronas Kissl en
roedores e indica que el GABA puede sefalizar directamente sobre estas neuronas a

través de sus RGABAg.
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‘AVPV/PeN

Figura 1.1: Microfotografias representativas de la expresion del ARNm de /a subunidad RGABAg;
(grédnulos blancos) en las neuronas Kiss1 (fluorescencia roja) del AVPV/PeN (A) y ARC (B) de hembras
adultas (HIS). Imagenes de la derecha son ampliaciones del recuadro amarillo marcado en las imagenes
de la izquierda. La mayoria de las neuronas Kiss1 (~97-71/ , respectivamente) co-expresan la subunidad
RGABAg; en cada region. 3V: 3er ventriculo. N=3.

EXPRESION DE K/SS1 EN LOS NUCLEOS HIPOTALAMICOS AVPV/PEN Y ARC (HIS)

Dado que la falta de RGABA; podria estar afectando de manera directa la expresiéon
de Kiss1y para tener un escenario un poco mas completo de la expresién y localizacién
de las neuronas Kiss1, realizamos HIS de marcacion simple para Kiss1 en los ratones
adultos WT y GABAg;KO de ambos sexos. Evaluamos el nimero de células Kiss1
positivas y la expresion de Kiss1 por célula en el AVPV/PeN y ARC de los diferentes
grupos.

En el AVPV/PeN encontramos que las hembras tienen mas neuronas Kiss1 y mas
expresion de Kiss1 por célula que los machos (p<0.0001), sin diferencias genotipicas
(Figura 1.2). La mayor expresion de Kiss1 en éste area en las hembras concuerda con la
bibliografia (Kauffman et al. 2007a; Kauffman et al. 2009; Semaan et al. 2010).
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Figura 1.2: Expresion de Kiss1 en el AVPV/PeN de ratones adultos WT y GABAg;KO (HIS). Izquierda:
Microfotografias representativas de la expresidn de Kiss1 en el AVPV/PeN. 3V: 3er ventriculo. Derecha:
Promedio del nimero de neuronas Kiss1 en el AVPV/PeN (arriba) y de la expresion del ARNm de Kiss1
por neurona en el AVPV/PeN (abajo). ANOVA en dos sentidos para cada determinacidn: interaccién NS,
efecto principal sexo p<0.0001. *: Niumero de neuronas Kiss1 o ARNm Kiss1/neurona de hembras
distinto a Kiss1 de machos. N=7.

Cuando analizamos el ARC, encontramos que el nimero de neuronas Kiss1 fue
similar entre los grupos, aunque la expresién de Kiss1 por célula fue ligeramente, pero
significativamente, mayor en hembras que en machos, sin diferencias genotipicas

(Figura 1.3).
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Figura 1.3: Expresion de Kiss1 en el ARC de ratones adultos WT y GABA;KO (HIS). Arriba:
Microfotografias representativas de la expresion de Kiss1 en el ARC. 3V: 3er ventriculo. Abajo: Promedio
del nimero de neuronas Kiss1 en el ARC (izquierda) y de la expresion del ARNm de Kiss1 por neurona en
el ARC (derecha). Nimero de neuronas Kiss1: ANOVA en dos sentidos, NS. ARNm Kiss1/neurona: ANOVA

en dos sentidos: interaccion NS, efecto principal sexo p<0.02. *: ARNm Kiss1/neurona de hembras
distinto a Kiss1 de machos. N=7.

EXPRESION DE K/SS1 EN LOS NUCLEOS HIPOTALAMICOS AVPV/PEN Y ARC (QPCR)

Para corroborar los resultados obtenidos por HIS, determinamos la expresion de
Kiss1 mediante qPCR en micropunches de los nucleos hipotaldamicos AVPV/PeN y ARC,
una técnica muy sensible que podria detectar diferencias sutiles, no observables por

HIS.

La expresion de Kiss1 en el AVPV/PeN de los ratones adultos fue mayor en hembras

qgue en machos (p<0.0001), sin diferencia genotipica (Figura 1.4 A).

Por otro lado, la expresién de Kiss1 en el ARC no vario entre los grupos (Figura 1.4 B).
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Figura 1.4: Promedio del nimero de copias del ARNm de Kiss1 (qPCR) en micropunches de
AVPV/PeN (A) y ARC (B) tomados a partir de ratones adultos WT y GABAg;KO. AVPV/PeN: ANOVA en dos
sentidos: interaccién NS, efecto principal sexo p<0.0001. *: Numero de copias de Kiss1 de hembras
distinto al nimero de copias de Kiss1 de machos. ARC: ANOVA en dos sentidos NS. N=5-7.

Estos resultados concuerdan exactamente con los obtenidos mediante HIS. Por lo
tanto, la falta de RGABAg no altera la expresidén de Kiss1 en AVPV/PeN y ARC, dos
nucleos importantisimos en la regulacion de la secrecion de GnRH y del eje

reproductivo.

:COI\/IPARACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE KISS1 ENTRE LOS NUCLEOS
{AVPV/PEN Y ARC EN AMBOS SEXOS Y GENOTIPOS (QPCR)

Luego quisimos comparar el nUmero de copias de Kiss1 entre los nucleos especificos
evaluados en los ratones adultos. Encontramos que tanto los machos como las
hembras expresan mas Kiss1 en el AVPV/PeN comparado con el ARC (p<0.001),
ademas de la diferencia sexual ya descripta del AVPV/PeN (Figura 1.5). Es mas, la
diferencia de expresién entre los nucleos es marcadamente mayor en hembras que en
machos (Relacion AVPV-PeN/ARC: hembras WT: 135 + 46, hembras GABAgKO: 57 + 32,
machos WT: 8 + 3, machos GABAR;KO: 9 + 2).
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Figura 1.5: Nimero de copias del ARNm de Kiss1 (qPCR) en micropunches de AVPV/PeN y ARC de
ratones adultos WT y GABAg;KO. ANOVA en tres sentidos, interaccion triple NS, interaccidn sexo-drea
p<0.0001. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). N=5-7.

EXPRESION DE GNRH1 EN AREA PREOPTICA (HIS)

Luego de evaluar, en trabajos previos, el contenido hipotaldmico de GnRH y
habiendo encontrado disminuida la concentraciéon de GnRH en los ratones GABAg1KO
de ambos sexos respecto de los WT, a la vez que se observa mayor contenido de GnRH
en machos que en hembras, quisimos evaluar la expresidon del ARNm Gnrh1 en al area
preodptica (APO), area en donde se encuentra la mayor parte de las neuronas GnRH,
para ver si la falta del receptor GABAg también afecta la expresidon del ARNm del

decapéptido.

Decidimos evaluar la expresiéon de Gnrh1 en primer lugar con HIS de marcacion
simple, para determinar tanto el numero de neuronas GnRH como la expresién de

Gnrh1 por neurona.

El nimero de neuronas que expresan Gnrh1y la expresion de Gnrh1 por neurona en
el APO no difieren entre los grupos analizados por medio de la técnica de HIS (Figura

1.6).
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Figura 1.6: Expresion de Gnrh1 en el APO de ratones adultos WT y GABA;;KO (HIS). Izquierda: Promedio
del nimero de neuronas GnRH en el APO. Derecha: promedio de la expresion del ARNm de Gnrh1 por

neurona en el drea predptica. ANOVA en dos sentidos para cada determinacion: NS. N=7.

EXPRESION DE GNRH1 EN HIPOTALAMO, BULBO OLFATORIO Y CORTEZA (QPCR)

Posteriormente, quisimos evaluar la expresion de Gnrh1l con gPCR, técnica mas

sensible que la HIS, en fragmentos hipotalamicos: HA, (conteniendo el APO), HMB

(conteniendo el ARC y las fibras y terminaciones nerviosas de las neuronas de GnRH), y

BO y CT como areas controles.

En el hipotalamo anterior se observd que la expresion de Gnrh1 depende del sexo y

del genotipo (ANOVA en 2 sentidos: interaccién p<0.001) (Figura 1.7 arriba). Gnrh1 se

expresaba mdas en machos que en hembras WT. Sin embargo, se encontré una

inversion del dimorfismo sexual en los ratones GABAR1KO, los machos GABAg;KO

expresan menos Gnrh1 con respecto a las hembras GABAg;1KO.

Cuando se evalud la expresion de Gnrh1 en el HMB, se encontraron tanto diferencias

sexuales como genotipicas (Figura 1.7 abajo). Los machos presentaron niveles menores

de expresién con respecto a las hembras (p<0.005) y los ratones GABAg;KO

presentaron mayor expresion que los WT (p<0.01).

Llamativamente, en ambos fragmentos hipotalamicos, las hembras GABAz;KO

presentaron un incremento en la expresiéon de GnRH con respecto a las WT.
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Figura 1.7: Expresion relativa de Gnrh1 (qPCR) en hipotdlamo anterior (arriba) e hipotalamo medio basal
(abajo) de ratones adultos WT y GABA;KO. HA: ANOVA en dos sentidos: interaccion p<0.001. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0.05). HMB: ANOVA en dos sentidos: interaccion NS, efecto
principal sexo: p<0.005, efecto principal genotipo p<0.01.*: Gnrh1 en HMB de machos distinto de Gnrh1
en HMB de hembras. #: Gnrh1 en HMB de ratones WT distinto de Gnrh1 en HMB de ratones GABAg;KO.
N=5-7.

En este caso el resultado difiere del obtenido previamente por HIS y se puede deber
a la diferencia en la sensibilidad del los métodos y a la especificidad de las areas
utilizadas en cada caso (APO para HIS y HA (conteniendo el APO) para gPCR). Ademas
se midiod la expresiéon de GnRH en BO y CT, donde fue similar en todos los grupos
(Figura 1.8), demostrando que las diferencias observadas en la expresion de GnRH en
HT de los animales GABAg;KO son especificas de las areas involucradas en el control

reproductivo.
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Figura 1.8: Expresion relativa de Gnrh1 (qPCR) en bulbo olfatorio (arriba) y corteza
frontoparietal (abajo) de ratones adultos WT y GABAg;KO. ANOVA en dos sentidos para cada
determinacidn NS. N=7-9.

LIBERACION PULSATIL DE GNRH A PARTIR DE EXPLANTOS HIPOTALAMICOS

Los resultados de contenido de GnRH y de expresidon de Gnrh1 no correlacionaban
claramente. Esto se puede deber en parte a que cuando se midié el contenido se lo

hizo en HT total, sin separar la parte anterior de la medio basal.

Por lo tanto, para tener una vision mas fisiolégica de si las diferencias encontradas en
la expresion de Gnrh1 en los animales GABA3;KO llevaban a una secrecién diferencial
del decapéptido, procedimos a evaluar la frecuencia de pulsatilidad de GnRH a partir
de explantos hipotaldmicos incubados in vitro conteniendo el APO, el hipotdlamo

anterior y el hipotalamo medio basal, en animales de ambos sexos y genotipos.

88



La frecuencia de secrecion pulsatil de GnRH fue similar entre los sexos en animales
WT [GnRH (pulsos/h): Machos WT: 0.80 + 0.09 vs. Hembras WT: 0.74 + 0.03, Test t de
Student NS]J.

Sin embargo, mientras que la frecuencia de pulsatilidad de GnRH no se vio alterada
en los machos GABAR; KO con respecto a los WT (Figura 1.10 izquierda), en los
hipotalamos de hembras GABAR;KO, la frecuencia de pulsatilidad de secrecion de
GnRH, evaluada en muestras tomadas cada 8,5 minutos, resultd significativamente
mayor con respecto a las hembras WT (p<0,02) (Figura 1.10). En la figura 1.10
mostramos perfiles representativos de la liberacion pulsatil de GnRH en hembras de
ambos genotipos. Es decir que en las hembras GABAg;KO el aumento de expresion del
ARNm de Gnrhl tanto en el HA como en el HMB llevaria a un aumento en la

pulsatilidad del decapéptido.
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Figura 1.10: Arriba: Perfiles representativos de la secrecion pulsatil de GnRH (pg/mg HT) a lo largo del
tiempo (minutos) a partir de explantos hipotaldmicos incubados in vitro de hembras adultas WT
(izquierda) y GABA;KO (derecha). Abajo: frecuencia de pulsatilidad de GnRH secretado (pulsos de
GnRH/hora, RIA) a partir de explantos de hipotalamos de machos (izquierda) y hembras (derecha)
adultos WT y GABAg;KO. Machos: Test t de Student NS. Hembras: Test t de Student, p<0,02. *: pulsos de
GnRH/hora en hembras WT diferente de hembras GABAg;KO. N=6-7.
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El andlisis de la pulsatilidad demuestra que las hembras GABAgKO, ademds de
presentar un incremento en la expresion de Gnrh1 tanto en el HA como en el HMB,
tienen incrementada la frecuencia de pulsatilidad de GnRH. Si bien los niveles basales
de gonadotrofinas no mostraron diferencias entre los genotipos (ver resultados de
gonadotrofinas séricas en este mismo capitulo), una alteraciéon en la pulsatilidad de
GnRH, y por ende de LH, podria ser una de las causas de la alteracidon encontrada en

los ciclos reproductivos, y por tanto comprometer al eje en su conjunto.

LIBERACION PULSATIL DE GNRH A PARTIR DE HIPOTALAMOS INCUBADOS CON
KISS-10 Y/O KISS-234

Dado que en las hembras GABAg:KO sacrificadas en estro encontramos aumentada la
pulsatilidad de GnRH, y a pesar que la expresidon de Kiss1 no se encontraba alterada,
decidimos evaluar cémo respondia el hipotalamo de las hembras a la estimulacidn con
agonistas y antagonistas del Kisslr. Para ello, hembras ovariectomizadas con
reemplazo hormonal de estradiol, se sacrificaron 7 dias post-ovariectomia y sus HT se
recolectaron para el experimento de pulsatilidad de GnRH, pero en este caso
incorporando en el medio de incubacién: Kiss-10 (Agonista del Kissir), Kiss-234
(antagonista del Kiss1r), la combinacién de ambos o medio Krebs-Ringer como control.
Se recolecté el medio de incubacién cada 9 minutos durantre 7:30 hs y se midio el
GnRH secretado en cada punto (RIA). Se decidié utilizar este modelo experimental para

independizarnos de los efectos gonadales.

El nimero de picos de GnRH a lo largo del experimento no varid entre los grupos, sin
embargo existe una tendencia a disminuir en el grupo Kiss-10 independientemente del
genotipo, que no alcanzd significancia estadistica (Figura 1.11). Esto probablemente se
deba a que la administracién continua de Kiss-10 desensibilizaria al Kiss1r como fuera
previamente descripto al analizar la pulsatilidad de LH in vivo (Seminara et al. 2006;
Plant & Ramaswamy 2009) o la secrecién de GnRH en cultivos de APO (Choe et al.
2013). Tampoco presentaron diferencias significativas entre los grupos la duracién

promedio del pico ni el intervalo promedio entre pulsos (Figura 1.11).

Cuando analizamos la amplitud de los picos (pg GnRH/mg HT, Figura 1.11)

encontramos que este parametro depende del genotipo y del tratamiento (ANOVA en

90



dos sentidos: interaccion p<0.05). En las hembras WT, encontramos que todos los
tratamientos disminuyen la amplitud del pico con respecto al control (p<0.05). Esto
esta de acuerdo con lo mencionado anteriormente, que la administracion de Kiss-10
desensibilizaria al Kiss1r. Ademas la incubacidn con Kiss-234 sélo o la combinacion del

antagonista con Kiss-10 logra inhibir los efectos de la kisspeptina endégena.

Sorpresivamente, aunque la frecuencia de liberacion de GnRH fue similar entre los
genotipos y tratamientos, encontramos que los hipotdlamos de hembras GABAg;KO
incubados con Kiss-10 presentaban pulsos de aproximadamente 4 veces mayor
amplitud con respecto a las hembras WT del mismo grupo (p<0.03). La amplitud de los
pulsos de GnRH de los HT GABAg;KO-Kiss10 presentaba, ademas, una tendencia, que
no logré significancia estadistica, a ser mayor que las hembras GABAg;KO control
(p=0.17). El antagonista no logré inhibir los efectos de la kisspeptina endégena, ya que
la amplitud del pico en los hipotalamos de hembras GABAg:KO incubados con Kiss-234

fue mayor al de los hipotdlamos WT (p<0.03).

También analizamos la masa de GnRH secretada por pulso (pg/mg HT, Figura 1.11), la
cual tiene relacion directa con la amplitud, y observamos que depende del genotipo y
el tratamiento (ANOVA en dos sentidos: interaccién p<0.05). Los hipotalamos de
hembras WT no presentaron diferencias significativas en la masa secretada debido al
tratamiento, aunque se observa una clara tendencia a disminuir con respecto al grupo
WT control (similar a lo observado en la amplitud). En este caso, nuevamente los
hipotalamos GABAg;KO secretaron mayor masa de GnRH por pulso con respecto a los
WT cuando fueron incubados con Kiss-10 (p<0.01) y marginalmente con respecto a los
hipotalamos GABAg;KO control (p=0.09), coincidiendo con el aumento de amplitud

encontrado.

En la Figura 1.11 se muestran dos perfiles representativos del GnRH secretado por
los hipotalamos de hembras WT y GABAg;KO estimulados con Kiss-10 a lo largo del
tiempo. En ellos puede observarse claramente la diferencia de amplitud encontrada en

los pulsos que da lugar a la diferencia en la masa secretada por pulso.
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WT / KISS-10

Figura 1.11: Arriba: Perfiles representativos de la secrecion pulsatil de GnRH (pg/mg HT) a lo largo del
tiempo (minutos) a partir de explantos hipotalamicos incubados in vitro de hembras adultas (castradas
con reemplazo hormonal) WT (izquierda) y GABAg;KO (derecha) incubadas con Kiss-10. Abajo: Numero

de picos en 7.30 hs, duracidn del pico e intervalo entre pulsos (izquierda y abajo) (ANOVA en dos
sentidos para cada parametro evaluado: NS). Amplitud del pico de GnRH (arriba, derecha): ANOVA en
dos sentidos: interaccion p<0.05; *: distinto de WT de su mismo grupo, p<0.03; a: distinto de WT
control, p<0.05; b: distinto de KO Kiss-10/234, p<0.03. Masa de GnRH secretada por pulso (medio,
derecha): ANOVA en dos sentidos: interaccién p<0.05; *: distinto de WT del mismo grupo, p<0.01;
a: distinto de KO del resto de los tratamientos, p<0.05. N=4.

Estos resultados demostrarian que el hipotdlamo de las hembras GABAg;KO
responde de manera distinta a la estimulacidon con Kiss-10 y probablemente podria
estar asociado a una diferencia a nivel de expresion, mecanismo de desensibilizacidén

y/o a la sefalizacién del Kiss1r.
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EXPRESION DE GAD1 EN HIPOTALAMO Y CORTEZA (QPCR)

Para evaluar si las diferencias encontradas en ratones GABAg:KO adultos en la
expresion de Gnrh1 vy la pulsatilidad de GnRH podian deberse a alteraciones a nivel del
sistema GABAérgico, dado que no observamos diferencias en Kiss1, estudiamos la
expresion de la enzima glutamato decarboxilasa (Gadl, predominante en ratén), la
cual convierte glutamato en GABA, tanto en fragmentos hipotalamicos (HA y HMB)

como en CT, como tejido control.

Al igual que con Gnrh1, la expresidon de Gad1 en HA depende del sexo y del genotipo
(ANOVA en dos sentidos: interaccidon p<0.001). La expresién de Gad1 fue sexualmente
dimorfica en ratones WT, siendo mayor en los machos con respecto a las hembras
(p<0.01). Sin embargo, los ratones GABAg;KO no presentaron diferencias sexuales,
aunque las hembras GABAg1KO tenian expresion de Gadl aumentada con respecto a
las hembras WT (p<0.03). Si bien los machos no presentaron diferencias genotipicas
significativas, existe una tendencia a la disminucion de la expresiéon de Gadl en los

machos GABAg1KO con respecto a los WT (p=0.09) (Figura 1.12 arriba).

En HMB, Gad1 se encontré aumentado en los ratones GABAg:KO respecto a los WT

(p<0.001), sin diferencias entre sexos (Figura 1.12 centro).

Ademas, la expresién de Gadl en CT también depende del sexo y del genotipo
(ANOVA en dos sentidos: interaccidon p<0.02). Gad1 estaba aumentado en hembras WT
respecto a machos WT (p<0.05), mientras que esta diferencia sexual se perdié en los

ratones GABAg;KO (Figura 1.12 abajo).

Estos resultados demuestran que cada area analizada tiene un patréon particular de
expresion de Gadl, pero en las hembras GABAg;KO se observd aumento de la

expresion de este gen en ambas areas hipotalamicas, similar a lo obervado para Gnrh1.
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Figura 1.12: Expresion relativa de Gad1 (qPCR) en hipotalamo anterior (arriba), hipotdlamo medio basal
(centro) y corteza frontoparietal (abajo) de ratones adultos WT y GABAg;KO. HA: ANOVA en dos
sentidos: interaccién p<0.001. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). HMB: ANOVA
en dos sentidos: interaccién NS, efecto principal genotipo p<0.001. #: Gad1 en HMB de ratones
GABAg;KO distinto de Gad1 en HMB de ratones WT. CT: ANOVA en dos sentidos: interaccion p<0.02.
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). N=4-8.
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CORRELACION ENTRE LA EXPRESION DE GNRH1 Y GAD1 EN HIPOTALAMO

Dado que los patrones encontrados en HA y HMB son similares para Gnrh1 y Gadl,
quisimos evaluar si existia algun tipo de correlacion entre la expresion de ambos genes

en cada area.

Encontramos que en HA existe una asociacion lineal positiva o directa entre la
expresion de Gnrh1 y Gad1l (Coeficiente de correlacidon de Pearson, r=0.72, p=0.00015)
(Figura 1.13 izquierda), mientras que en HMB no existe tal correlacién (Coeficiente de
correlacién de Pearson, r=-0.35, p=0.15) (Figura 1.12 derecha), demostrando una

asociaciéon entre Gad1 y Gnrh1 especifica de area.
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Figura 1.13: Graficos de correlacidn entre Gnrh1y Gad1 en hipotalamo anterior (izquierda) e hipotdlamo
medio basal (derecha) de ratones adultos WT y GABAg,KO. HA: Coeficiente de correlacién de Pearson,
r=0.72, p=0.00015. HMB: Coeficiente de correlacidon de Pearson NS.

CONTENIDO AMINOACIDICO: GABA, GLUTAMATO Y TAURINA (HPLC)

Para evaluar si las diferencias en la expresién de Gadl en HT de ratones GABAg;KO
llevaban a cambios en el contenido hipotalamico de GABA vy si este neurotransmisor, a
su vez, podria participar en las alteraciones de la expresién hipotalamica del ARNm de
Gnrh1 y la pulsatilidad de GnRH en ratones GABA;KO, determinamos los contenidos
de GABA (inhibitorio), glutamato (precursor del GABA vy excitatorio) y taurina
(inhibitorio) por HPLC en hipotdlamo y corteza frontoparietal (como tejido control),
dado que estos tres neurotransmisores se miden conjuntamente por HPLC desde las
mismas muestras. Ademas, el glutamato es también un importante modulador de

GnRH.
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El contenido HT de GABA depende del sexo y del genotipo (ANOVA en dos sentidos:
interaccion p<0.05). En los ratones WT se encontrd una clara diferencia sexual, dénde
los machos presentaron niveles mas altos de GABA con respecto a las hembras
(p<0.02). Mientras que entre los machos no se observaron diferencias genotipicas, las
hembras GABAR;KO presentaron niveles mayores de GABA (similares a los de macho)
con respecto a las hembras WT (p<0.04) (Tabla 1.1), perdiéndose de esta manera la

diferencia sexual observada en los WT.

El contenido hipotaldmico de glutamato muestrd un patrén similar al observado para
GABA (ANOVA en dos sentidos: interaccion p<0.05). Se observd la misma diferencia
sexual en el contenido de glutamato en los ratones WT, los machos presentaron
mayores niveles que las hembras (p<0.01), y la diferencia sexual se perdidé en los
GABAR1KO. Interesantemente, las hembras GABAR;KO presentaron un aumento
significativo en los niveles de glutamato hipotalamico con respecto a las hembras WT

(p<0.04) (Tabla 1.1), al igual que lo observado para GABA.

Los niveles hipotaldmicos de taurina mostraron un patrén similar a los anteriores, sin
embargo el andlisis estadistico determind sélo una diferencia sexual, en ddonde los
niveles de los machos resultaron mayores que los de hembras en ambos genotipos

(p<0.001) (Tabla 1.1).

Tabla 1.1: Contenido de los neurotransmisores GABA, glutamato y taurina (nmoles/mg tejido) en
hipotalamo de ratones adultos WT y GABAg;KO (HPLC). GABA y glutamato: ANOVA en dos sentidos:
interaccion p<0.05. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). Taurina: ANOVA en dos
sentidos: interacciéon NS, efecto principal sexo: p<0.001. *: Contenido hipotaldmico de taurina en
hembras distinto de contenido de taurina en machos. N=6-12.

HT JWT J KO Q WT Q KO
GABA (nmoles/mg tejido) 9.44+040a | 9.85+0.43a | 6.60£0.43b | 8.99+0.43a
Glutamato (nmoles/mg tejido) | 15.08+0.86a|14.56+0.70a(10.93+0.75b| 13.20+0.64 a
Taurina (nmoles/mg tejido) 8.48 £ 0.45 8.90+0.34 | 6.05+0.56* | 7.13+0.41 *

Ademads de evaluar el contenido de los neurotransmisores en HT, también lo hicimos

en CT. Con respecto al contenido de GABA en CT, encontramos que presentd una

diferencia sexual, machos mayor a hembras (p<0.001), y ademds que los ratones WT
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tenian menor contenido de GABA con respecto a los GABAg1KO (p< 0.03) (Tabla 1.2).
El contenido de glutamato en corteza no presentd diferencias entre los grupos (Tabla
1.2). De manera similar al contenido de GABA en CT, el contenido de taurina en este
tejido resulté aumentado en los ratones GABAg1KO con respecto a los WT (p<0.01),

aunque fue similar entre sexos (Tabla 1.2).

Tabla 1.2: Contenido de los neurotransmisores GABA, glutamato y taurina (hmoles/mg tejido) en corteza
frontoparietal (CT) de ratones adultos WT y GABAgKO (HPLC). GABA: ANOVA en dos sentidos:
interaccion NS, efecto principal sexo p<0.001, efecto principal genotipo p<0.03. *: GABA en machos
distinto de GABA en hembras. #: GABA en ratones WT distinto de GABA en ratones GABAg;KO.
Glutamato: ANOVA en dos sentidos NS. Taurina: ANOVA en dos sentidos, interaccion NS, efecto
principal genotipo p<0.01. #: Taurina en ratones WT distinto de taurina en ratones GABAg;KO. N=6-12.

CcT J WT Jd KO Q WT Q KO
GABA (nmoles/mg tejido) 3.60+0.15*|4.07+0.20*#| 2.74+0.15 | 3.14+0.14 #
Glutamato (nmoles/mg tejido)| 13.95+0.48 | 12.76 +0.62 [12.55+0.61| 13.78 +0.64
Taurina (hmoles/mg tejido) 10.52+0.23 | 11.93+0.31#| 9.47+0.26 | 12.15+0.28 #

Nuevamente observamos que el patrén particular de contenido de GABA y
glutamato en las hembras GABAg:KO en HT es especifico de esta area, ya que no se

observa en la corteza tomada como tejido control.

EXPRESION DEL RECEPTOR DE ESTROGENO Y AROMATASA EN HIPOTALAMO (QPCR)

La regulacidon de la secrecion de GnRH en la hembra depende en gran medida de la
retroalimentacion, positiva y negativa, ejercida por los estrégenos. Estos pueden
actuar directamente sobre las neuronas de GnRH, dado que se ha reportado la
presencia de varios tipos de receptores para estradiol en ellas (receptor a, receptor By
el de membrana GP130 (Waters et al. 2001) y también actuando a través de
interneuronas como las kisspeptidérgicas, GABAérgicas, glutamatérgicas, etc, como

sostenia la fisiologia clasica.

Dado que no encontramos alteraciones genotipicas en la expresion de Kiss1 en los
nucleos hipotaldmicos evaluados, pero observamos diferencias en la expresiéon de

Gnrhl y Gadl en HA y HMB, quisimos evaluar si variaciones en la sintesis y/o
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sensibilidad al E, podrian estar involucradas en areas donde se encuentran neuronas
gue regulan la sintesis y secreciéon de GnRH y que son sensibles a E; como las arriba

mencionadas.

Para ello, evaluamos como primera aproximacion la expresion del receptor de
estrogeno a (Erl) y de aromatasa (Cypl9al, enzima que convierte testosterona a

estradiol) en HA y HMB.

En cuanto a la expresion de Erl tanto en HA como en HMB, encontramos que la
expresion era mayor en hembras que en machos (p<0.01), en concordancia con
antecedentes previos (Kudwa et al. 2006; Walker et al. 2012; Kelly et al. 2013). Ademas
encontramos que los ratones GABAg;KO expresaban mas Erl con respecto a los WT

(p<0.02) (Figura 1.14).
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Figura 1.14: Expresion relativa de Erl (gPCR) en hipotalamo anterior (arriba) e hipotdlamo medio basal
(abajo) en ratones adultos WT y GABA;KO. HA: ANOVA en 2 sentidos, interaccion NS, efecto principal
sexo: p<0.0001, efecto principal genotipo p<0.02. HMB: ANOVA en 2 sentidos, interaccién NS, efecto
principal sexo: p<0.01, efecto principal genotipo p<0.0001. *: Er1 en machos distinto de Er1 en hembras.
#: Er1 en ratones WT distinto de Er1 en ratones GABAg;KO. N=6-10.
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Este resultado podria implicar un aumento en la sensibilidad al estradiol de neuronas
hipotaldmicas, aunque con estos resultados no podemos confirmar qué poblacién de

neuronas se verian afectadas.

Por otro lado, evaluamos la expresion de aromatasa (Cyp19al) en hipotalamo de
ratones adultos de ambos sexos y genotipos. En HA encontramos que la expresion de
Cyp19al es mayor en machos que en hembras (p<0.001), sin diferencias genotipicas
(Figura 1.15 arriba). En cuanto a la expresidon de Cyp19al en HMB, encontramos el
mismo resultado que para HA, machos poseen mayor expresién con respecto a las
hembras (p<0.003), sin diferencias genotipicas (Figura 1.15 abajo). Estos resultados
concuerdan con resultados previos de la literatura en donde se observé tanto una
mayor expresion como actividad de aromatasa en machos con respecto a hembras

(Lephart 1996; Roselli et al. 1997; Roselli & Klosterman 1998).
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Figura 1.15: Expresion relativa de Cyp19al (qPCR) en hipotdlamo anterior (arriba) e hipotalamo medio
basal (abajo) en ratones adultos WT y GABAg;KO. HA: ANOVA en dos sentidos, interaccion NS, efecto
principal sexo p<0.001. HMB: ANOVA en dos sentidos, interaccion NS, efecto principal sexo p<0.003.

*: Cyp19al en machos distinto de Cyp19al en hembras. N=5-8.
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Por lo tanto la expresion de la enzima que convierte testosterona a estradiol en los
tejidos blanco, no se encontraria alterada por la falta del RGABAg, sin embargo no

podemos afirmar si la traduccién o la actividad enzimatica se encuentran afectadas.

EXPRESION DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA EN LOS NUCLEQOS HIPOTALAMICOS
AVPV/PEN Y ARC (QPCR)

Dado que estradiol proveniente de las génadas o de sintesis local es un importante
regulador de la expresién de Kiss1 pero también de otros genes involucrados en el eje
gonadotroéfico, quisimos evaluar la expresion del receptor de progesterona (Pgr) en
micropunches de AVPV/PeN y ARC por gPCR. La expresion de Pgr se utiliza

habitualmente como marcador de los niveles y sefializacién de estradiol.

En el nicleo AVPV/PeN encontramos que la expresidon de Pgr depende del sexo y del
genotipo (ANOVA en dos sentidos, interaccion p<0.01). Observamos que la expresion
de Pgr era sexualmente dimérfica en los ratones WT (machos mayor a hembras,
p<0.03) y que esta diferencia sexual se pierde en los ratones GABAg;KO. Ademds, las
hembras GABAg:KO presentaron mayor expresion de Pgr con respecto a las WT

(p<0.04) (Figura 1.16 arriba).

Con respecto a la expresion en el ARC, encontramos que los ratones GABAR KO
poseen menor expresion que los WT (p<0.03), sin diferencias sexuales (Figura 1.16

abajo).

Alteraciones en la expresién de los Pgr podrian estar relacionadas a alteraciones en
el gatillado del pico preovulatorio de LH, dado que se ha demostrado que frente a la

estimulacion sélo con estrégenos el pico de LH es incompleto (Attardi & Happe 1986).
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Figura 1.16: Expresion relativa de Pgr (qPCR) en micropunches de los nucleos hipotalamicos AVPV/PeN
(arriba) y ARC (abajo) de ratones adultos WT y GABAg;KO. AVPV/PeN: ANOVA en dos sentidos:
interaccion p<0.01. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). ARC: ANOVA en dos
sentidos: interaccidn NS, efecto principal genotipo p<0.03. #: Pgr en ARC de ratones WT distinto de Pgr
en ARC de ratones GABAg;KO. N=5-7.

EXPRESION DE TIROSINA HIDROXILASA EN LOS NUCLEOS HIPOTALAMICOS
AVPV/PEN Y ARC (QPCR)

También decidimos evaluar la expresiéon de otro gen sexualmente dimodrfico del
cerebro, como lo es la tirosina hidroxilasa (Th) para comparar su patron de expresion
con el de los genes ya analizados, es decir para evaluar si la falta del RGABAg afecta
también a otros genes dimérficos o afecta algunos genes en particular como Gnrhly

Gadl.

Por lo tanto, medimos su expresién por gPCR en los mismos nucleos ddnde

evaluamos Kissl. En el AVPV/PeN encontramos que los animales WT presentaban
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dimorfismo sexual, siendo la expresidon de Th mayor en las hembras que en los machos
(p<0.02), en concordancia con resultados previos (Simerly et al. 1985; Simerly 1989;
Semaan et al. 2010). Esta diferencia sexual se perdio en los ratones GABAg:KO (Figura
1.17 arriba). Por otro lado, en el ARC encontramos un dimorfismo sexual inverso con

respecto al AVPV/PeN en los ratones WT (p<0.01), sin diferencias genotipicas (Figura

1.17 abajo).
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Figura 1.17: Promedio del nimero de copias del ARNm de Th (qPCR) en micropunches de AVPV/PeN
(arriba) y ARC (abajo) tomados a partir de ratones adultos WT y GABAg;KO. AVPV/PeN: ANOVA en dos
sentidos: interaccién p<0.04. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). ARC: ANOVA en
dos sentidos: interaccion NS, efecto principal sexo p<0.01. *: Th en machos distinto de Th en hembras
N=4-7.

Luego comparamos los niveles de expresién de Th entre los nucleos hipotaldmicos

evaluados y observamos que los machos presentaron mayor expresién en el ARC con
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respecto al AVPV (p<0.03), mientras que las hembras presentan similar expresién de

Th en ambos nucleos hipotaldmicos (Figura 1.18).
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Figura 1.18: Nimero de copias del ARNm de Th (qPCR) en micropunches de AVPV/PeN y ARC de ratones
adultos WT y GABAg;KO. ANOVA en tres sentidos: interaccion triple NS, interaccion sexo x area p<0.01;
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). N=4-7.

Estos resultados muestran que mientras la expresion de Kiss1 en el AVPV/PeN no se
altera por la falta del RGABAg, la expresion de Th, si lo hace, indicando que la ausencia

de un RGABAg; funcional impacta a cada tipo neuronal de manera diferencial.

RESULTADOS | B. EJE GONADOTROFICO: ADENOHIPOFISIS

Luego de analizar qué sucede en el hipotdlamo por la falta de un RGABAg funcional y
de encontrar alteraciones principalmente a nivel de GnRH (sintesis y frecuencia de
secrecidn), GABA (contenido y sintesis de la enzima GAD67), expresion de Erly Pgr, sin
encontrar diferencias en Kiss1, decidimos evaluar como esas alteraciones podrian estar
impactando a nivel hipofisario. Ademds hay que tener en cuenta que los RGABAg
también se expresan en la hipdfisis y por ende la falta del RGABAg en los ratones

GABAG3;:KO podria estar teniendo un efecto per sé en dicha glandula.
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EXPRESION DE GNRHI1R EN ADENOHIPOFISIS (QPCR)

En primer lugar medimos la expresion del receptor de GnRH (Gnrh1r) en HF, ya que
el incremento en la frecuencia pulsatil de GnRH podria estar aumentando la expresiéon
del receptor en la hipdfisis, como se ha propuesto (Wildt et al. 1981; Bedecarrats &

Kaiser 2003).

Encontramos que la expresién del ARNm de Gnrh1r depende del sexo y del genotipo
(ANOVA en dos sentidos: interaccion p<0.02) (Figura 1.19). Existe una diferencia sexual
en los animales WT, con mayor expresién en los machos con respecto a las hembras
(p<0.001), como fuera descripta previamente (Lacau-Mengido et al. 1998). Esta
diferencia se pierde en los GABA KO y ademas, en las hembras GABAg;KO, se

encontré una mayor expresion de Gnrhl1r con respecto a sus pares WT (p<0.05).
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Figura 1.19: Expresion relativa de Gnrh1r (QPCR) en hipdfisis de ratones adultos WT y GABAg;KO. ANOVA
en dos sentidos: interaccion p<0.02. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). N= 8-10.

Este resultado concuerda con el aumento de pulsatilidad encontrado en las hembras
GABAg:KO, dado que una mayor frecuencia de pulsatilidad de GnRH favorece la

expresion de su receptor en la hipdfisis (Wildt et al. 1981; Bedecarrats & Kaiser 2003).
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EXPRESION DE LHB EN ADENOHIPOFISIS (QPCR)

Luego medimos la expresion de la subunidad f de LH (Lhb) en HF, otro parametro

que podria estar alterado con el aumento en la frecuencia pulsatil de GnRH.

Encontramos que la expresion de Lhb es sexualmente dimodrfica, mayor en machos
gue en hembras (p<0.0001). Sin embargo, a diferencia de lo encontrado en la
expresion de Gnrhl1r, no encontramos diferencias genotipicas en la expresiéon de Lhb
(Figura 1.20). Esto probablemente se deba a que la expresién de Gnrhlr es mas

sensible que Lhb a los cambios en la pulsatilidad de GnRH.
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Figura 1.20: Expresion relativa de Lhb (qPCR) en hipofisis de ratones adultos WT y GABAg;KO. ANOVA en
dos sentidos: interaccidn NS, efecto principal sexo p<0.0001. N= 7-11.

CONTENIDO Y NIVELES SERICOS DE LH, FSH Y PRL (RIA)

Luego nos propusimos evaluar los niveles de las gonadotrofinas, tanto su contenido
hipofisario como sus niveles séricos, factores que también se ven influenciados por la

frecuencia pulsatil de GnRH y que son criticos en la fisiologia del eje gonadotréfico.

Tanto los contenidos hipofisarios como los niveles séricos de LH y FSH presentaron
diferencias sexuales, con mayores niveles en machos que en hembras (p<0.001), sin

diferencias genotipicas (Figura 1.21).
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Figura 1.21: Contenido hipofisario (ng/ug proteinas, izquierda) y niveles séricos (ng/ml, derecha) de LH
(arriba) y FSH (abajo) (RIA) en ratones adultos WT y GABAg;KO. ANOVA en dos sentidos para cada
determinacidn: interaccion NS, efecto principal sexo p<0.001. *: Contenido hipofisario y niveles séricos
de LH y FSH en hembras distinto de machos. N (contenido LH y FSH)=8-13; N (LH sérico): 13-21; N= (FSH
sérico):6-14.

Sin embargo, si bien las gonadotrofinas no se vieron alteradas en las hembras
GABAG3;:KO no podemos descartar con estos resultados que exista una alteracién en la
secrecion pulsatil de LH (no evaluada en este caso) en las hembras GABAg:KO

consecuencia del aumento de pulsatilidad de GnRH en estos animales.

Por otro lado, también evaluamos los niveles de prolactina sérica en ratones adultos
por ser una hormona importante en la funcionalidad del eje gonadotroéfico, en la
formacién del cuerpo luteo y la cual se encuentra regulada positivamente por E;, (Smith
et al. 1975; Gonzalez et al. 2000). Ademas en resultados previos, habiamos observado
qgue los machos GABAg;KO presentaban una leve hiperprolactinemia basal (Catalano et

al. 2005).
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Sin embargo, no encontramos diferencias significativas entre los grupos, aunque
existe una tendencia hacia valores mas altos de prolactina en las hembras con respecto
a los machos, coincidente con bibliografia (Becu & Libertun 1982) y en los ratones

GABAg;KO con respecto a los WT (Figura 1.22).
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Figura 1.22: Niveles séricos (ng/ml) de prolactina (RIA) en ratones adultos WT y GABAg;KO. ANOVA en
dos sentidos: NS. N=10-11.

RESULTADOS | C. EJE GONADOTROFICO: GONADAS

Finalmente evaluamos el Ultimo punto clave del eje reproductivo: las génadas. De
esta manera, trataremos de entender qué le sucede al eje en su totalidad y si la falta

del RGABA; afecta localmente estos tejidos en su funcion.

CONTENIDO Y NIVELES SERICOS DE ESTEROIDES GONADALES (RIA)

Dado que la expresion de Kiss1 esta altamente regulada por E, y que el GABA es uno
de los principales mediadores en la regulacidon de la retroalimentacién positiva y
negativa de estradiol sobre las neuronas GnRH, quisimos evaluar cdmo se encontraban
los esteroides gonadales en los animales GABAg;KO con respecto a los WT. Ademas
evaluamos el peso de las génadas y del Utero, como marcadores de los niveles de

esteroides.
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El contenido total por ovario y los niveles séricos de estradiol no difieren entre las
hembras de ambos genotipos (Figura 1.23 y 1.24). De la misma manera, el contenido
testicular y los niveles séricos de testosterona no difieren entre los machos de ambos
genotipos (Figura 1.23 y 1.24). Debemos aclarar que, dado que las hembras fueron
sacrificadas en estro, no podemos descartar diferencias en el periodo pre-ovulatorio

(proestro), clave para provocar la descarga pre-ovulatoria de LH.
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Figura 1.23: Contenido gonadal (pg totales/génada) de estradiol (arriba) y testosterona (abajo) (RIA) en
ratones adultos WT y GABAg;KO. Test t para cada determinacion: NS. N=5-8.
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Figura 1.24: Niveles séricos de estradiol (pg/ml, ELISA, izquierda) y testosterona (ng/ml, RIA, derecha) en
ratones adultos WT y GABAg;KO. Test t para cada determinacion: NS. N=5-8.
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En base a estos resultados, descartamos la posibilidad que los cambios observados a
nivel central en la expresion de los genes evaluados se deban a cambios en los niveles

de estradiol o testosterona circulantes.

Por otro lado, dado que el cuerpo luteo es el principal secretor de progesterona (Ps)
y que las hembras GABAg;KO presentan alteraciones reproductivas y, como veremos
mas adelante, un porcentaje disminuido de ovulacion, era posible que la P4 sérica se
encontrara disminuida en estos ratones. Para corroborar esta hipdtesis, evaluamos los

niveles séricos de P4 en ratones adultos de ambos sexos y genotipos.

Al evaluar los niveles séricos de P4 en machos y hembras (sacrificadas en el primer
estro) adultos, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (Figura

1.25). Sin embargo, se observa una tendencia a ser mayor en machos que en hembras.
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Figura 1.25: Niveles séricos de progesterona (ng/ml, RIA) en ratones adultos WT y GABA,KO (hembras
sacrificadas en primer estro, al igual que para recuento ovocitario). ANOVA en dos sentidos NS. N=8.

PESO DE GONADAS Y UTERO

Si  bien las hembras GABAz;KO presentan un peso ligeramente pero
significativamente menor que las WT (Hembras WT: 24.55 + 0.74 gr; Hembras
GABAg;KO: 21,15 + 0.60 gr. Test t p<0.01. N=7-8.), no difieren ni en el peso de sus
ovarios ni en el peso del Utero (Figura 1.26). Tampoco se observan diferencias
significativas si se refiere el peso del drgano al peso corporal (datos no mostrados). Los
machos tampoco difieren entre genotipos en el peso corporal (Machos WT: 28.33 +
2.81 gr; Machos GABAB1KO: 25.33 + 1.76 gr. Test t NS. N=6-9) ni en el peso testicular
(Figura 1.27).
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Figura 1.26: Peso (mg) del ovario (izquierda) y del Utero (derecha) en hembras adultas WT y GABAg;KO.
Test t para cada determinacion NS. N=7-8.
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Figura 1.27: Peso (mg) del testiculo en machos adultos WT y GABAg;KO. Test t NS. N=6-9.

Estos resultados concuerdan con el contenido y niveles séricos de los esteroides

gonadales similares entre los genotipos.

OVULACION Y NUMERO DE OVOCITOS OVULADOS

A pesar que los pardmetros gonadales no se encuentran alterados en los animales
GABAg:KO en el momento evaluado, pero teniendo en cuenta los antecedentes
previos que demostraban que las hembras presentan alteraciones en los ciclos estrales
y en la fertilidad (Catalano et al. 2005), decidimos evaluar el porcentaje de ovulacién y

el nimero de ovocitos ovulados de hembras sacrificadas en el primer dia de estro (E1).

El porcentaje de ovulacion fue mucho menor en las hembras GABA;KO con respecto

a las WT (WT: 78/ ; GABAg1KO: 14/, p<0.005) (Figura 1.28). Sin embargo, en aquellas
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hembras que ovularon, el nimero de ovocitos encontrados en el oviducto no fue
distinto entre genotipos (Figura 1.29). A continuacién se puede observar una
microfotografia (4X) de una hembra WT donde se observan los ovocitos en oviducto,

dentro de la ampulla (Figura 1.29).

% de ovulacion

P WT Q KO

Figura 1.28: Porcentaje de ovulacion en hembras adultas WT y GABAg;KO (sacrificadas en primer dia de
estro). x2 p<0. 005. *: Porcentaje de ovulacion en hembras WT distinto de hembras GABAg;KO. N=9-14.
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Figura 1.29: Microfotografia representativa (4X, izquierda) de una hembra WT. Flechas: ovocitos dentro
de la ampulla. Numero de ovocitos en oviducto (derecha) de hembras adultas WT y GABAg,KO
(sacrificadas en primer dia de estro). Test t NS.

Ademas, dado que durante el primer estro se encuentra el segundo pico de FSH (que
recluta la nueva cohorte folicular) quisimos evaluar los niveles séricos de dicha

hormona en las hembras sacrificadas para evaluar ovulacion.
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Encontramos que las hembras GABAg:KO presentan una disminucidon con respecto a
las WT en los niveles séricos de FSH en la mafiana de E1 (p<0.001) (Figura 1.30), en
concordancia con el menor porcentaje de ovulacion, a diferencia de los niveles de FSH
sérico reportadas mas arriba que provenian de hembras sacrificadas en estro sin

diferenciar en primer o segundo estro del ciclo.
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Figura 1.30: Niveles séricos de FSH (ng/ml) en hembras adultas WT y GABAg;KO (sacrificadas en primer
dia de estro). Test t p<0. 001. *: Niveles séricos de FSH en hembras WT distintos de hembras GABAg;KO.
N=10-13.

RECUENTO DE ESTRUCTURAS OVARICAS (HE)

Debido a la importante disminucion en el porcentaje de ovulacién y del segundo pico
de FSH en las hembras GABAg:KO, decidimos evaluar la estructura ovarica por tincidon
de hematoxilina-eosina y realizar un recuento folicular, de atresia y cuerpos lateos en

hembras de ambos genotipos.

En primer lugar, evaluamos el numero de estructuras ovaricas totales y no

encontramos diferencias significativas entre los genotipos (Figura 1.31).
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Figura 1.31: Numero de estructuras ovdricas totales en hembras WT y GABAg;KO adultas. Test t NS. N=4.

Luego analizamos el numero de foliculos primordiales/primarios (FP), pre-antrales
(FPA), antrales tempranos (FAT), pre-ovulatorios (FPO), atrésicos (FA) y cuerpos luteos
(CL). Tampoco encontramos diferencias significativas entre los genotipos en estos
parametros (Figura 1.32). Sin embargo, se observa una tendencia en las hembras
GABAg;KO a tener disminuido el porcentaje de CL (Test t: p=0.13), resultado que
hubiésemos esperado, tomando en cuenta la disminucion en el porcentaje de
ovulacion y del segundo pico de FSH. Cabe aclarar que en el recuento de CL se tomaron
en cuenta tanto los CL recientes como aquellos en regresién y que el nimero de casos
evaluados hasta el momento fue de cuatro hembras para cada genotipo. Por lo que
seria interesante aumentar el N y diferenciar en que estadio de desarrollo se

encuentran los CL y asi poder evaluar si existe diferencia entre los genotipos.
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Figura 1.32: Izquierda: microfotografia representativa (10X) de un corte de ovario tefiido con
hematoxilina eosina en dénde se observan las distintas estructuras analizadas. Derecha: Porcentaje de
estructuras ovdaricas en hembras WT y GABAg;KO adultas: foliculos primordiales/primarios (FP), pre-
antrales (FPA), antrales tempranos (FAT), pre-ovulatorios (FPO), atrésicos (FA) y cuerpos luteos (CL) Test
t para cada estructura evaluada NS. N=4.

DISCUSION |

En resultados previos de nuestro laboratorio demostramos alteraciones importantes
en la ciclicidad, el aumento de LH post-castracién y en los indices de reproduccidn de
las hembras GABAR;KO (Catalano et al. 2005). Estos resultados sugeririan que los
RGABAg participarian en la regulacion de estas funciones, de acuerdo con
experimentos farmacolégicos (Lux-Lantos et al. 2008; Adler & Crowley 1986; Hartman
et al. 1990; Akema & Kimura 1992). En este capitulo nos propusimos estudiar el rol de
los RGABAg en ratones adultos que carecen de RGABAg funcional (GABAg1KO) desde la

concepcidn, evaluando la funcionalidad del eje gonadotrofico.

Demostramos que la falta del RGABAg desde la concepcion altera la expresion
sexualmente dimérfica de genes criticos para la reproduccién en hipotalamo anterior,
tales como: Gnrh1 y Gad1, mientras que la expresion de Kiss1 no se modifica. Ademas
la falta del RGABAg; también altera la fisiologia de GnRH y otros parametros de
fertilidad, especialmente en las hembras GABAg;KO (Figura 1.33). A continuacién

discutimos los resultados mas salientes de este capitulo.

114



Co-localizacidon Kiss1-RGABAg; y expresion de Kiss1 en AVPV/PeN y ARC

La posible interaccién entre la sefializacién del RGABAg y las neuronas Kiss1 no se
habia estudiado hasta este momento. En este capitulo, quisimos evaluar si las
alteraciones reproductivas de las hembras GABAg:KO se debian a alteraciones en el

sistema Kiss1.

Aunque la presencia de RGABA, en las neuronas de Kiss1 ha sido sugerida basada en
manipulaciones farmacoldgicas en monos (Kurian et al. 2012), en este capitulo
demostramos por primera vez que la subunidad GABAg; del RGABAgz (RGABAg;) se
expresa en un alto porcentaje en las neuronas Kissl de ratones adultos.
Contrariamente a nuestra hipotesis, y a pesar de la alta co-localizacién de RGABAg; en
la mayoria de las neuronas Kiss1, encontramos que los niveles de Kiss1 en AVPV/PeNy
ARC, evaluados tanto por HIS como por qPCR, eran muy similares entre genotipos para
cada sexo. Dados los antecedentes de subfertilidad y alteraciones en la pulsatilidad y
expresion de GnRH en las hembras adultas GABAg;KO (Catalano et al. 2005), esta falta
de efecto sobre las neuronas Kissl hipotalamicas fue inesperada. Basado en estos
resultados, proponemos que las alteraciones reproductivas observadas en las hembras
GABAR:KO adultas no son debidas a alteraciones en la expresion de Kiss1 en los
principales nucleos hipotalamicos, AVPV/PeN y ARC, que controlan la fertilidad. Esto
sugeriria que existirian otros circuitos reproductivos que podrian estar involucrados,
como el GABAérgico, ademas de otros factores como glutamato, NPY, etc. Sin
embargo, con estos resultados no podemos descartar la posibilidad que la secrecion de
kisspeptina esté alterada en ratones GABAR:KO, dado que la expresidon génica y la
expresion de la proteina/péptido codificada no siempre correlacionan positivamente y
que, ademads, sabemos que la frecuencia pulsatil de kisspeptina se corresponde con la
de GnRH (Keen et al. 2008), ésta ultima aumentada en las hembras GABAR:KO (Figura
1.33).

Expresion y pulsatilidad de GnRH

Las neuronas de GnRH se originan en el compartimento nasal, migran junto con los
nervios olfatorios atravesando la placa cribiforme. Luego, la mayoria migran
caudalmente hacia la base del cerebro para alcanzar su destino final en el hipotalamo,

mientras que una sub-poblacién permanece en la regién olfatoria (Schwanzel-Fukuda

115



1999; Schwarting et al. 2004; Wierman et al. 2004; Tobet & Schwarting 2006). Los
RGABAg se expresan en las neuronas GnRH desde edades tempranas del desarrollo.
Esto se demostré tanto en lineas celulares inmortalizadas de neuronas GnRH (Martinez
et al. 1994; Tobet et al. 2001; Garyfallou et al. 2006), en neuronas GnRH embrionarias
que expresan GFP (Fujioka et al. 2007), como asi también en neuronas hipotaldmicas in
situ (Sliwowska et al. 2006). Ademas, se sabe que los RGABAg controlan la migracion y
el posicionamiento celular dentro del VMN y en el APO-HA (Wolfe et al. 2005) en
ratones, mientras que estudios farmacoldgicas indicarian que no participan en la
migracion de las neuronas de GnRH, como si lo hacen los RGABA, (Heger et al. 2003;
Lee et al. 2008a; Wierman et al. 2011). Por otro lado, los RGABAg también modulan la

proliferacion celular y diferenciacién de progenitores neuronales (Fukui et al. 2008).

En este capitulo demostramos patrones de expresion de GnRH en las distintas areas
analizadas en los ratones adultos GABAg;KO diferentes a los hallados en los WT y su

correlato funcional, la liberacién pulsatil de dicha neurohormona.

En cuanto a la expresiéon de Gnrhl en HA encontramos una diferencia sexual en
ratones WT, cuatro veces mayor en machos con respecto a hembras, la cual se invertia
en los ratones GABAg;KO. Estos resultados indicarian que la ausencia de un RGABAg
funcional altera la diferenciacion sexual de esta area tipicamente dimorfica, la cual
determina la actividad ciclica en las hembras (Freeman 1986). Esto concuerda con las
observaciones de Wolfe y col. que demuestran la participacion de los RGABA; en
inducir la localizacidon sexualmente dimadrfica de las poblaciones neuronales en el APO-
HA (Wolfe et al. 2005). Nuestros resultados sobre la expression de Gnrh1 en adultos
difieren de aquellos obtenidos por Gore y col. (Gore et al. 1999), dado que en ese
trabajo se reportan niveles mayores en las hembras con respecto a los machos. La
discrepancia entre estos resultados podria deberse a los nucleos incluidos en el HA, las

distintas cepas utilizadas o los métodos de deteccién empleados.

Con respecto a los resultados obtenidos para la expresién de Gnrhl en HMB,
encontramos una diferencia sexual (GnRH en hembras mayor que en machos) v,
ademas, la expresion de Gnrhl estaba significativamente aumentada en ratones

GABAg:KO de ambos sexos. Por lo tanto, en esta regidon hipotalamica, la falta del
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RGABAg provocd una alteracidon a nivel de la expresion de Gnrhl1, pero sin afectar el

dimorfismo sexual presente en los ratones WT, a diferencia de lo observado en HA.

En el capitulo Il evaluaremos si estas diferencias en la expresién de Gnrhl son
debidas a alteraciones en el proceso migratorio de estas neuronas, afectando el

numero y la localizacién de las mismas.

Por otro lado, cabe mencionar que los resultados obtenidos para la expresion de
Gnrh1 mediante HIS en APO no presentaron diferencias entre los grupos, a diferencia
de lo encontrado en HA (conteniendo el APO) mediante qPCR. Estas diferencias
podrian deberse a la diferente sensibilidad entre las técnicas y/o a las distintas areas
evaluadas en cada caso, dado que el HA es un drea mas abarcativa. Ademads, también
es importante destacar que las alteraciones encontradas en la expresién de Gnrh1 no
responden a alteraciones hipotaldmicas de Kissl, dado que como vimos
anteriormente, tanto la expresion de Kiss1 en el AVPV/PeN como en el ARC no se

encuentra afectada por la falta del RGABAg.

Por otro lado, la expresion de Gnrh1 en BO y en corteza fue similar entre sexos y
genotipos. Aunque las neuronas de GnRH presentes en el BO comparten el mismo
origen embrioldgico que las hipotaldmicas, ni éstas ni las de corteza muestran el

mismo patrén sexual dimérfico de expresidn, tipico del HA.

Estos resultados demostrarian que la falta de un RGABAg funcional impacta en la
sintesis de GNRH de manera area-especifica y la alteracién mas importante encontrada
fue la inversidon de la expresidon sexual dimérfica de Gnrhl en el HA y el aumento
marcado en la expresidon de Gnrhl en ambos sexos en HMB. El aumento de la
expresiéon Gnrhl en HA y HMB en las hembras GABAR;KO podria estar causando las

alteraciones reproductivas encontradas previamente (Figura 1.33).

Si bien la expresién génica de Gnrhl estaba alterada, para analizar como se
encontraba la fisiologia de GnRH en los ratones GABAg;KO, evaluamos la liberacién
pulsatil de GnRH a partir de explantos hipotalamicos. Las hembras GABAg:KO
(sacrificadas en estro) mostraron un aumento en la frecuencia de liberacién del
péptido, como se describidé previamente en ratones que sobre-expresan Gadl en las

neuronas GnRH (Heger et al. 2003). Este aumento en la pulsatilidad de GnRH podria

117



ser consecuencia del aumento de la expresion hipotalamica de Gnrh1 observada en las
hembras GABA;KO (Figura 1.33), como fue descripto arriba. Ademads, este aumento en
la pulsatilidad podria estar relacionado con los desérdenes reproductivos observados
en las hembras GABA;KO (Catalano et al. 2005). Se han descripto aumentos en la
pulsatilidad de GnRH en pacientes con sindrome de poliquistosis ovarico (Marshall &
Eagleson 1999) y en modelos experimentales de esta patologia (Fernandez et al. 2009),

en la cual la persistencia en estro es también caracteristica.

Por otro lado, también evaluamos la respuesta hipotalamica de hembras WT y
GABAGR;:KO (ovariectomizadas con reemplazo hormonal) a la estimulacién con Kiss-10 y
su antagonista Kiss-234. Encontramos, de manera sorprendente, que los hipotdlamos
de las hembras GABAg;KO responden a Kiss-10 aumentando la amplitud del pico de
GnRH y la masa secretada por pulso en comparacién con las hembras WT tratadas con
el agonista. Se sabe que la kisspeptina que se libera en la EM es pulsatil y correlaciona
con los pulsos de GnRH (Keen et al. 2008). Por otro lado, también se sabe que la
administracion pulsatil de kisspeptina gobierna la secrecién gonadotrdfica en monos
machos juveniles que fueran previamente tratados con GnRH. Sin embargo, la
administracion continua de kisspeptina inhibe la secrecidon gonadotrofica luego de un
efecto estimulatorio agudo, probablemente debido a la desensibilizacién del receptor
(Tovar et al. 2006; Plant et al. 2006; Seminara et al. 2006). En nuestro caso,
encontramos que los hipotdlamos WT incubados en forma constante con Kiss-10
disminuyen la amplitud y la masa secretada por pulso con respecto al control, como es
de esperar, probablemente causada por una desensibilizacion del receptor. Sin
embargo, no sucede lo mismo en los hipotalamos GABAg;KO, los cuales tienden a
aumentar la amplitud y la masa secretada por pulso con respecto a su control.
Nuestros resultados en los animales WT coinciden con los recientemente publicados,
en donde se ha descripto que la administracion continua de Kiss-10 durante 6hs (2.5
nM) a cultivos hipotaldmicos (APO) es menos efectiva en inducir la secrecion pulsatil
de GnRH en comparacién con una administracién pulsatil de Kiss-10 (Choe et al. 2013).
Por lo tanto, postulamos que las hembras GABAg;KO tendrian alguna alteracion a nivel
del Kiss1r, tanto en su expresion, desensibilizacion y/o sefializacidn, que justificarian

los resultados obtenidos en la incubacion hipotaldmica in vitro.
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Estos resultados demuestran que, si bien la expresion de Kiss1 en AVPV-PeN y ARC
no estd alterada en los ratones GABAg;KO, la sensibilidad hipotalamica a este péptido
si lo esta. Esto podria contribuir al aumento en la pulsatilidad de GnRH observada en
las hembras GABAg;KO sin tratamiento y jugar un rol importante en la fisiologia del eje

reproductivo de estos animales.

Expresion de Gad1 y contenido de neurotransmisores

La pulsatilidad de GnRH es, en parte, intrinseca de las neuronas GnRH (Terasawa
1995; Dellovade et al. 1998), influenciada por kisspeptina (Plant & Ramaswamy 2009),
pero también estd influenciada por varios neurotransmisores (Stojilkovic et al. 1994;

Terasawa 1995).

En este capitulo investigamos algunos de los neurotransmisores mas relevantes en la
regulaciéon de GnRH, tales como el GABA (Martinez et al. 1994; Clarkson & Herbison
2006a; Christian & Moenter 2007; Martin et al. 2007; Grove-Strawser et al. 2007) y
glutamato, el precursor de la biosintesis de GABA (Mahesh & Brann 2005; Clarkson &
Herbison 2006a). Ademds, medimos taurina como neurotransmisor control, aunque
algunos efectos de este neurotransmisor sobre GnRH también han sido demostrados
(Arias et al. 1995; Feleder et al. 1999) y también puede actuar como un agonista de los
RGAB, y RGABA; (del Olmo et al. 2000; Behar et al. 2001; Belluzzi et al. 2004). Los
RGABAg estan presentes tanto en las neuronas GABAérgicas como en las
glutamatérgicas. En las neuronas GABA son autoreceptores que se expresan en la pre-
y post-sinapsis, los primeros modulando la liberacién de neurotransmisores y los otros
mediando la inhibicion post-sindptica. En las neuronas glutamatérgicas los RGABAg
funcionan como heteroreceptores en los sitios pre- y post-sinapticos, modulando la

liberacion y los efectos del glutamato.

En los ratones adultos WT, GABA, glutamato y taurina mostraron patrones
sexualmente dimoérficos en el hipotalamo, los machos presentaron mayores niveles
que las hembras, como fue descripto previamente para GABA (Grattan & Selmanoff
1997; Searles et al. 2000). De manera interesante, esta diferencia sexual en GABA y
glutamato se pierde el los ratones GABAgKO. Ademas, las hembras GABAz;KO
presentaron un incremento de los niveles de estos neurotransmisores con respecto a

las hembras WT (Figura 1.33).

119



Por otro lado, al evaluar la expresion de Gadl, enzima que cataliza la conversién de
glutamato en GABA, encontramos que presentaba una clara diferencia sexual en HA de
ratones WT, como fue descripto previamente en otras areas cerebrales (Searles et al.
2000). Esta diferencia sexual también se pierde y se invierte en los ratones GABAg;KO,
idéntico a lo observado en la expresién de Gnrhl en el HA. Se ha reportado que la
expresion sexual dimorfica de Gadl y también de los niveles de GABA en el periodo
neonatal es crucial para el desarrollo de las caracteristicas reproductivas sexualmente
dimérficas que garantizan el éxito reproductivo en la adultez (Schwarz & McCarthy
2008a). Se sabe, ademas, que los niveles de glutamato neonatales son decisivos para
el proceso de defeminizacién en el macho (Schwarz & McCarthy 2008b). En el capitulo
lll de esta tesis, estudiaremos si estas alteraciones en la expresién de Gadl y de

neurotransmisores estan también presentes en etapas neonatales.

Por otro lado demostramos que la expresion de Gad1 y Gnrh1 presentan correlacion
positiva Unicamente en el HA, lo que llevaria a pensar que un aumento en Gad1, y por
ende del contenido de GABA, en las hembras GABAR;KO alteraria la expresion de
Gnrh1 en HA (Figura 1.33), como fue previamente descripto (Kang et al. 1995; Lee et
al. 2008b). Ademas, cabe destacar que el aumento en el contenido de GABA y
glutamato no necesariamente significa un aumento en la liberacion de estos
neurotransmisores. Sin embargo, estos resultados demuestran que la falta del RGABAg
funcional afecta profundamente la diferenciacién sexual del HA, un efecto atribuido

previa y principalmente a los RGABA, (McCarthy et al. 2002).

Nuestros resultados sugieren que la participaciéon de los RGABA; en la determinacién
de la expresion sexual dimodrfica de ciertos genes de manera area-especifica esta de
acuerdo con trabajos que demuestran que los RGABA; controlan la migracién y el
posicionamiento celular dentro del APO-HA (Wolfe et al. 2005) y del nucleo
ventromedial del hipotalamo (McClellan et al. 2008), otro nucleo sexualmente
dimorfico. Este patrén de GABA, glutamato y Gad1, varia con el sexo y el genotipoy a

su vez es especifico de HA, dado que no se observa ni en HMB ni en corteza.

Ambos neurotransmisores, GABA y glutamato, estan intrinsecamente relacionados
con la secrecion de GnRH (Richter & Terasawa 2001; Ojeda et al. 2003; Clarkson &

Herbison 2006a). La secrecion de GnRH se piensa que, en mayor medida, es el
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resultado del balance entre la regulacion de GABA y glutamato (Petersen et al. 2003).
Aunque se sabe que GABA inhibe GnRH y las gonadotrofinas, ultimamente, se ha
propuesto mediante trabajos electrofisiologicos que el efecto directo de GABA sobre
las neuronas decapeptidérgicas seria estimulatorio, inclusive en la adultez (Heger et al.
2003; Moenter & DeFazio 2005). Entonces, el aumento en la pulsitilidad de GnRH
observada en las hembras GABA;KO podria reflejar el aumento en GABA y glutamato
en el hipotalamo. De manera interesante, Heger y col. han demostrado que la sobre-
expresion de Gadl en las neuronas de GnRH, la cual aumetaba los niveles de GABA
hipotaldmicos, también incrementaron la pulsatilidad en las hembras jévenes y
ademas alterd la ciclicidad y fertilidad, similar a lo que hemos descripto en las hembras

GABAg;KO (Figura 1.33) (Catalano et al. 2005).

Otros reguladores importantes del dimorfismo sexual y la regulacién del eje
gonadotrofico son los esteroides gonadales. Testosterona, a través de su
aromatizacion a estradiol, es fundamental en la determinacion de las diferencias
sexuales en el cerebro en desarrollo. El GABA, actuando a través de sus RGABA, y
RGABAg, es una de las moléculas consideradas como principal efector de la accién
hormonal de T (Tobet et al. 2009). Ademas, el GABA es uno de los mediadores clave en
la regulacion de la retroalimentacion positiva y negativa de los estréogenos sobre las
neuronas GnRH en las hembras (Moenter et al. 2009). Aunque no encontramos
modificados la expresién hipotaldmica de aromatasa (Cyp19al), el contenido gonadal
o los niveles séricos de T, E; o P4 en los ratones GABAg;KO, la expresion del Erl, tanto
en HA como en HMB, se encontré aumentada en estos ratones. Por lo tanto, esto
podria indicar que las neuronas hipotaldamicas de los ratones GABAg;KO tengan una
mayor sensibilidad a los estrégenos, lo cual podria estar estableciendo las diferencias

en la expresion de Gnrh1y Gadly en los contenidos de GABA y glutamato.

Por otro lado, también evaluamos la expresién de Pgr, como marcador de los niveles
de estradiol. El Pgr se expresa en regiones que tienen una funcién neuroendocrina
importante en la reproduccién, como el AVPV, el nucleo medio predptico, el ARCy el
nucleo ventromedial del hipotalamo (Wagner 2008), ademas de otras regiones. Se
sabe que la expresion de este gen depende de los REa y que existe una diferencia
sexual (machos mayor que hembras) en el nicleo ARC y AVPV en ratas neonatas

(Quadros et al. 2002b) y hasta el dia 28 post-natal (Quadros et al. 2002a). También se
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observé esta diferencia sexual en HT de ratas adultas (Guerra-Araiza et al. 2002).
Practicamente no hay bibliografia describiendo los niveles de expresion de Pgr en el HT

de ratones.

En el AVPV/PeN, encontramos una diferencia sexual en los ratones WT (machos
mayor que hembras) que se perdia en los GABAg;KO debido a un incremento en la
expresion de Pgr en las hembras GABAg:KO con respecto a las WT. En el ARC, tanto los
machos como las hembras GABAg1KO presentaron una disminucién en la expresion de

Pgr con respecto a los WT, sin diferencias sexuales.

El aumento en la expresion de Pgr en el AVPV/PeN de hembras GABAg;KO estaria de
acuerdo con el aumento de la expresién de Erl demostrada en HA de estos mismo
animales y con la bibliografia, en la cual se menciona un aumento en la expresion de
Pgr dependiente de la expresién de Erl en hembras pero no en machos (Schwarz et al.
2010; Lauber et al. 1991). Es llamativa la disminucién de Pgr en el ARC de ratones
GABAR:KO de ambos sexos y pareceria ser un efecto independiente de los receptores

de estrégeno alfa.

Expresion de otro gen sexualmente dimorfico: tiroxina hidroxilasa (Th)

Para evaluar si la falta del RGABAg afecta la expresion en particular de ciertos genes,
como Gnrhl y Gadl, o si también afecta la expresidon de otros genes sexualmente
dimorficos, decidimos evaluar en este capitulo la expresién de Th, enzima limitante en

la sintesis de dopamina (Jaber et al. 1999; Jones et al. 1999).

El dimorfismo sexual (hembras mayor que machos) de Th en AVPV/PeN observado
en nuestros resultados y previamente descripto por otros autores (Simerly et al. 1985;
Simerly 1989; Semaan et al. 2010) se perdid en los ratones GABAR1KO, principalmente
debido a una disminucidon en la expresién de Th en las hembras GABAg;KO con
respecto a las WT. Se sabe que la expresion de Th depende de los niveles perinatales
de esteroides gonadales y que los niveles circulantes de esteroides en las ratas adultas
disminuyen la expresion de Th en esta region (Simerly 1989). Sin embargo, nosotros
demostramos que los niveles de E; y T no se encontraban alterados en los ratones
GABAg:KO con respecto a los WT, pero si encontramos que la sensibiliadad a los

estrogenos podria estar aumentada debido a un aumento en la expresién hipotalamica
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de Er1 en ambos sexos, lo que podria estar justificando, en parte, la disminucion de la

expresion de Th en las hembras GABAg;KO.

Por otro lado, no encontramos cambios genotipicos en el nicleo ARC, Unicamente
demostramos una diferencia sexual (machos mayor que hembras). Estos resultados
difieren de los encontrados en ratas, en donde no se observaron diferencias sexuales
en el nimero de neuronas TH-positivas {Brawer, 1986 3948 /id} entre sexos, aunque

las discrepancias pueden deberse a las distintas técnicas y modelos utilizados.

Estos resultados, nuevamente demuestran, al igual que Gnrh1 y Gad1, una alteracién
del dimorfismo sexual de la expresion de un gen en HA. Por lo que creemos que esta
region hipotalamica presenta una regulacidon importante mediada por los RGABA;g a

esta edad y que la regulacion a nivel del HMB no es tan critica en el animal adulto.

Fisiologia hipofisaria

Como se describid arriba, la pulsatilidad de GnRH se encontrd incrementada en
hembras GABAg;KO (Figura 1.33) y la frecuencia de pulsatilidad es critica para la
fisiologia hipofisaria (Wildt et al. 1981; Bedecarrats & Kaiser 2003). En primer lugar
evaluamos la expresidon del receptor de GnRH (Gnrhlr), el cual presentaba una
diferencia sexual en ratones WT (machos mayor a hembras). Esta diferencia sexual en
los niveles de expresion del receptor de GnRH ya habia sido descripta en ratas de 30
dias de edad (Lacau-Mengido et al. 1998). Sin embargo, los ratones GABAg;KO perdian
esa diferencia sexual y las hembras GABAg;KO mostraron mayores niveles de expresiéon

con respecto a las hembras WT, coincidiendo con el aumento de pulsatilidad de GnRH.

Luego analizamos los niveles hipofisarios y séricos de LH, FSH y PRL y ninguno de
ellos se encontrd alterado debido al genotipo. Sin embargo, no se puede descartar que
exista una alteraciéon a nivel de la pulsatilidad de secrecién de LH en las hembras
GABAg:KO. Por otro lado, en resultados previos con cultivos celulares de
adenohipdfisis, donde nos independizamos de la regulacién gonadal y del cerebro,
demostramos que las hembras GABAz;KO presentaban un aumento en la secreciéon
basal de gonadotrofinas y una respuesta alterada a GnRH (Catalano et al. 2010).
Ademads, también sabemos que la activacion de RGABAg inhibe la secrecién de

gonadotrofinas actuando directamente en las células hipofisarias, bloqueando los
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canales de calcio voltaje-dependientes (Lux-Lantos et al. 2001). Todavia queda por
determinar si la alteracién en los gonadotropos in vitro es consecuencia de la falta
local del RGABA; 0 es también consecuencia del aumento en la pulsatilidad in vivo de
GnRH, previo a la puesta in vitro de las células. De todas maneras, las diferencias
observadas in vitro pueden verse enmascaradas en el animal entero con todos sus

circuitos regulatorios intactos.

Parametros gonadales

Aunque los niveles gonadales y séricos de las hormonas sexuales, E;, Ty P4, no se
vieron afectados debido al genotipo, encontramos que las hembras GABAz;KO
sacrificadas en la mafiana del primer dia de estro (E1) presentaban disminuido el
porcentaje de ovulacién, sin diferencias en el nUmero de ovocitos ovulados, y esto era
coincidente con la disminucién de los niveles séricos de FSH en ese momento (segundo
pico de FSH). Este segundo pico de FSH es sumamente importante para reclutar la
nueva cohorte folicular para el siguiente ciclo (Hoak & Schwartz 1980). Estos
resultados, claramente apuntan a que esta disminucién en el porcentaje de ovulacién
sea el origen de los bajos indices de fertilidad en estas hembras. A pesar que no se
encontraron diferencias en el numero total de estructuras ovdricas o en el porcentaje
de foliculos sanos, atrésicos o cuerpos lUteos (aunque estos presentaron una
tendencia a disminuir en las hembras GABAg;KO), no desacartamos que lo que se
encuentre afectado sea el numero y estadio de desarrollo del cuerpo IUteo y
proponemos diferenciar entre aquellos en regresién de los recientemente formados y

aumentar el nUmero de casos para avalar los resultados obtenidos de ovulacién.

Es conocido, ademds, que el oviducto presenta RGABA;z y que éstos estarian
involucrados en la contraccién del tejido (Erdo et al. 1984). Por lo tanto, la falta de
ovocitos en la ampulla también podria ser consecuencia de un impedimento en el

pasaje por el oviducto.

124



CONCLUSION |

Como conclusién de este capitulo, los resultados demuestran que la ausencia del
RGABA; altera los patrones de expresién sexualmente dimérficos de genes criticos de
la reproduccidn, como Gnrh1, Gadl, Pgry Th en areas clave del cerebro, importantes

para una normal funcién reproductiva, como el HA (Tabla 1.3).

Tabla 1.3: resumen de los resultados obtenidos para la expresion hipotaldmica (HA: hipotdlamo anterior
y HMB: hipotalamo medio basal) de genes clave en la reproduccion en ratones adultos.

HA HwVB
Genes WT KO WT KO

Kiss1 3<Q J<? 3=9 3=2
Gnrh1 3>9 3<9 3<@ d<?
Gad1 d>9 d<9 3=2 3=2
Pgr1 3>9 3=9 3=9 3=9

Th 3<Q 3=9 3>9 3>9

Ademas, la falta del RGABAg afecta profundamente la fisiologia de GnRH,
especialmente en las hembras (Figura 1.33). Las hembras GABAz;KO presentan
aumento en la pulsatilidad de GnRH, modificacion en la sensibilidad hipotalamica a
kisspeptina, aumento en la expresion de Erl, aumento en los contenidos de GABA vy
glutamato, asi como también una disminucién en el porcentaje de ovulacién y en el
segundo pico de FSH. Estas alteraciones en su conjunto darian lugar a la disrupcién
reproductiva observada. Sin embargo, estos cambios no son debidos a alteraciones a
nivel de la expresion de Kiss1 en el hipotdlamo ni a los niveles de esteroides circulantes

(Figura 1.33).
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Figura 1.33: Esquema de los principales resultados obtenidos en las hembras GABAg;KO adultas en
comparacion con sus controles WT a lo largo del eje gonadotrdfico.

Nuestra hipdtesis es que la falta de RGABAg altera principalmente el sistema
GABAérgico y éste, a su vez altera la sintesis y secrecién de GnRH, si bien no podemos
descartar que sean disrupciones paralelas por la falta de expresién del RGABAg en
ambos tipos neuronales. Todos estos parametros contribuyen a la disrupcién de los
ciclos estrales y a las alteraciones en la fertilidad previamente observadas en estas

hembras.
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CAPITULO II: SISTEMA EXTRA-HIPOTALAMICO DE KISS1 EN RATONES WT Y
GABAg:KO

INTRODUCCION Il

Como vimos, en roedores, Kissl se sintetiza principalmente en dos nucleos del
hipotdlamo: AVPV/PeN y ARC (Gottsch et al. 2004; Clarkson & Herbison 2006b) y su
expresion esta altamente regulada por estradiol y testosterona, de manera regién-
especifica (Smith et al. 2005a; Smith et al. 2005b; Kauffman et al. 2007a; Kauffman et
al. 2007b; Kim et al. 2011), jugando un rol importantisimo en la retroalimentacién

positiva y negativa de los esteroides sexuales.

Ademas de su expresidon en el AVPV/PeN y ARC, Kiss1 se expresa también, aunque en
menor medida, en varias regiones extra-hipotalamicas, incluyendo la amigdala media
(MeA) (Kim et al. 2011; Cao & Patisaul 2013) y el nucleo base de la estria terminal
(BNST) (Xu et al. 2012b; Clarkson et al. 2009b; Brailoiu et al. 2005).

Aunque la expresion de Kiss1 en areas hipotalamicas (AVPV/PeN y ARC) y su rol en la
reproduccién han sido extensamente estudiados, la presencia e importancia de
neuronas Kiss1 en otras dareas del cerebro todavia se encuentra en discusion.
Recientemente, el Dr. Kauffman y su grupo de trabajo han demostrado que los ratones
y ratas macho tienen mayor numero de neuronas Kiss1 y mayor expresiéon de ARNm de
Kiss1 por célula que las hembras en MeA. Ademas, demostraron que la expresién de
Kiss1 en la amigdala es regulada positivamente por esteroides sexuales, tanto E; como
T, en ambos sexos (Kim et al. 2011). Por otro lado, en ratas Xu y col. también
demostraron que los estrégenos estimulan la expresion de Kiss1 y de kisspeptina en
AVPV/PeN, asi como también en la MeA, BNST y el nucleo hipotalamico latero-
ventromedial (IVMH). Ademds, demostraron que la sensibilidad a estrégenos del
AVPV/PeN, IVMH y BNST es sexualmente dimdrfica, con una mayor sensibilidad en las
ratas hembras, mientras que el ARC y MeA no mostraron diferencias sexuales (Xu et al.
2012b). Recientemente, Cao y Patisaul reportaron que Kiss1 no se detectaba en la MeA
de ratas postnatales hasta aproximadamente 3 semanas de edad, sugiriendo que su

expresion se eleva alrededor de la pubertad (Cao & Patisaul 2013).

127



A pesar de la presencia de neuronas Kiss1 sensibles a esteroides en estas areas extra-
hipotaldamicas, su funcién permanece incierta, como asi también la posible regulacién

de estas neuronas por otros factores ademas de los esteroides sexuales.

Es interesante destacar que el BNST y la amigdala regulan el comportamiento socio-
sexual de manera sexo especifica (Paredes & Baum 1997; Simerly 1998; Crews 2005;
Iwasaki et al. 2010). Es posible entonces que la kisspeptina originada de estos nucleos
participe en la modulacion de comportamientos sexualmente dimorficos como la
monta (Huddleston et al. 2003) y lordosis (Rajendren & Moss 1993). Es mas, la
amigdala es la primera estacién de conexion entre el sistema olfatorio y los nucleos
reproductivos. De esta manera la kisspeptina de la amigdala podria participar en el
procesamiento de feromonas, integrando la conducta sexual con la reproduccién
(Baum 2009). Es conocido, ademas, que la amigdala envia proyecciones a sitios blanco
gue participan en el control de la reproduccion, incluyendo el APO, donde residen la
mayoria de las neuronas de GnRH, el AVPV y el ARC (Kim et al. 2011). El BNST también
integra estos circuitos ya que esta conectado anatdomicamente con la amigdala (Hines

et al. 1992).

Como plantearamos en el capitulo anterior, hasta el momento, la interaccién entre
GABA vy kisspeptina no esta completamente caracterizada. Mientras varios grupos
sugieren que kisspeptina podria interactuar con, o hasta modular directamente, la
sefializacion de GABA hacia las neuronas GnRH (Neal-Perry et al. 2009; Pielecka-
Fortuna & Moenter 2010; Garcia-Galiano et al. 2012; Cravo et al. 2011), poco se
conoce sobre la capacidad reciproca de GABA de regular las neuronas Kissl1. En el
capitulo anterior mostramos que en ratones adultos la falta de un RGABAg funcional
no afecta los niveles de expresidon de Kiss1 en el AVPV y el ARC. Sin embargo, un
trabajo muy reciente ha demostrado que los RGABA; participan en la regulacion del
comportamiento de lordosis (Sinchak et al. 2013), por lo que resultaba sumamente
interesante dilucidar si la falta del RGABAg afectaba de alguna manera las poblaciones
de Kiss1 ubicadas en zonas extra-hipotaldmicas involucradas en la regulacién de la

conducta sexual.
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OBIJETIVO Il

En base a los antecedentes mencionados, una vez analizados los nucleos especificos
donde se expresa mayoritariamente Kiss1 (AVPV/PeN y ARC) en el Capitulo I, en este
capitulo nos propusimos evaluar la expresion de Kiss1 en areas extra-hipotaldmicas
involucradas indirectamente en la reproduccién como lo son la MeA, el BNST vy el
septum lateral. Ademds, también decidimos evaluar si los cambios encontrados
ocurrian antes del inicio de la pubertad o en la adultez, para lo cual determinamos la
expresion de Kiss1 en ratones de 14 dias de edad (etapa pre-puberal en donde la
diferenciacién sexual del cerebro ya ha concluido) y en adultos de ambos sexos y

ambos genotipos.

RESULTADOS Il A. RATONES ADULTOS WT Y GABAg;KO

AREAS EXTRA HIPOTALAMICAS: EXPRESION DE KISS1 EN AMIGDALA MEDIA (MEA)

Al analizar la expresion de Kiss1 por HIS de marcacion simple, observamos que el
numero de neuronas Kiss1 en la MeA era mayor en machos que en hembras (p<0.001),
como fuera previamente descripto (Kim et al. 2011). Llamativamente, a diferencia de
lo observado en AVPV/PeN y ARC, los ratones GABAz;KO de ambos sexos tenian
marcadamente mayor niumero de neuronas Kiss1 con respecto a los WT en esta zona
(p<0.0001) (Figura 2.1). La expresién de Kiss1 por neurona mostré el mismo patrén

(Figura 2.1).

Al analizar la zona posterior ventral (MePV) o la zona posterior dorsal (MePD) de la
amigdala encontramos los mismos resultados que para MeA (no mostramos estos

resultados).
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Figura 2.1: Expresion de Kiss1 en amigdala media de ratones adultos WT y GABAg;,KO (HIS). Arriba:
Microfotografias representativas de la expresidn de Kiss1 en MeA. Abajo: Promedio del nimero de
neuronas Kiss1 en MeA (izquierda) y de la expresion del ARNm de Kiss1 por neurona MeA (derecha).
Numero de neuronas Kiss1: ANOVA en dos sentidos, interaccidn NS, efecto principal sexo p<0.001,
efecto principal genotipo p<0.0001. ARNm Kiss1/neurona: ANOVA en dos sentidos: interaccién NS,
efecto principal sexo p<0.03, efecto principal genotipo p<0.01. a: nimero de neuronas Kiss1 o ARNm
Kiss1/neurona de ratones GABAg; KO distinto de ratones WT. b: niUmero de neuronas Kiss1 o ARNm
Kiss1/neurona de hembras distinto de machos. N=7.

AREAS EXTRA HIPOTALAMICAS: EXPRESION DE KISS1 EN EL NUCLEO BASE DE LA
ESTRIA TERMINAL (BNST)

Los resultados sorprendentes que encontramos en cuanto a la expresion de Kiss1 en
MeA de los ratones GABAg:KO nos llevaron a examinar la expresién de Kiss1 en otras
regiones extra-hipotaldmicas en estos ratones mediante la técnica de HIS. Primero
evaluamos el BNST, el cual se encuentra en la zona dorso-lateral al AVPV/PeN,
comunica con la MeA y ha sido implicado en la regulacion del comportamiento sexual

(Simerly 1998; Iwasaki et al. 2010).

Confirmando resultados previos, encontramos niveles bajos de Kiss1 pero
detectables en el BNST de ratones adultos WT, con un nidmero mayor de neuronas
Kiss1 en machos que en hembras (p<0.01) (Figura 2.2). Sorpresivamente, como en la

MeA, encontramos ademds que en el BNST de ratones GABAg;KO habia muchas mas
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neuronas Kiss1 que en los WT (p<0.0001), manteniendo la misma diferencia sexual. Sin

embargo, la expresidn de Kiss1/neurona fue similar entre los grupos (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Expresion de Kiss1 en el nlcleo base de la estria terminal de ratones adultos WT y GABA;KO
(HIS). Arriba: Microfotografias representativas de la expresion de Kiss1 en BNST. Abajo: Promedio del
numero de neuronas Kiss1 en BNST (izquierda) y de la expresion del ARNm de Kiss1 por neurona en
BNST (derecha). NiUmero de neuronas Kiss1: ANOVA en dos sentidos, interaccion NS, efecto principal
sexo p<0.01, efecto principal genotipo p<0.0001. a: nimero de neuronas Kiss1 de hembras distinto de
machos. b: nimero de neuronas Kiss1 de ratones GABAg;KO distinto de ratones WT. ARNm
Kiss1/neurona: ANOVA en dos sentidos NS. N=7.

AREAS EXTRA HIPOTALAMICAS: EXPRESION DE KISS1 EN EL SEPTUM LATERAL

Cuando estabamos realizando el conteo de neuronas Kiss1 en el BNST, observamos
gue en algunos ratones parecia haber expresion de Kiss1 en el area septal, localizada
en la zona antero-dorsal al BNST. Por lo tanto decidimos evaluar la expresion de Kiss1

en todos los animales en esta region mediante HIS.

En el septum lateral, donde normalmente hay escasa o nula expresion de Kiss1 en
ratones WT, encontramos, como en MeA y BNST, un incremento importantisimo en el

numero de neuronas Kiss1 en los animales GABAg:KO con respecto a los WT, sin
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diferencias sexuales (p<0.0001). El mismo patron se observd para la expresion de

Kiss1/neurona (p<0.01) (Figura 2.3).
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Figura 2.3: Expresion de Kiss1 en el septum lateral de ratones adultos WT y GABA;KO (HIS). Arriba:
Microfotografias representativas de la expresion de Kiss1 en septum. Ac: comisuras anteriores, LV:
ventriculo lateral. Abajo: Promedio del nimero de neuronas Kiss1 en septum (izquierda) y de la
expresion del ARNm de Kiss1 por neurona septum (derecha). Nimero de neuronas Kiss1: ANOVA en dos
sentidos, interaccién NS, efecto principal genotipo p<0.0001. Kiss1/neurona: ANOVA en dos sentidos,
interaccion NS, efecto principal genotipo p<0.01. *: Nimero de neuronas Kiss1 o Kiss1/neurona de
ratones GABAg;KO distinto de ratones WT. N=7.

Estos resultados demuestran que si bien la falta de un receptor GABA; funcional no
afecta la expresidon de Kiss1 en el AVPV/PeN y ARC, su ausencia afecta en forma muy
marcada la expresién de Kiss1 en estas otras dreas relacionadas con la conducta

sexual, como la MeA, el BNST y el septum lateral.

EXPRESION DE KISS1 EN MICROPUNCHES DE AREAS EXTRA HIPOTALAMICAS: MEA,
BNST Y SEPTUM (QPCR)

Los resultados obtenidos mediante la técnica de HIS indicaron un dramatico
incremento en la expresiéon de Kiss1 en las tres areas extra-hipotaldmicas evaluadas
(MeA, BNST y septum) pero no en las dos poblaciones principales (AVPV/PeN y ARC).

Dado que la técnica de HIS es semi-cuantitativa, decidimos analizar la expresion de
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Kiss1 mediante qPCR en micropunches de estas mismas areas extra-hipotalamicas para

determinar en forma cuantitativa los niveles de Kiss1 en estas poblaciones neuronales.

Los niveles absolutos de Kiss1 en ratones GABAz:KO fueron mucho mas altos con
respecto a los WT en las tres regiones extra-hipotalamicas evaluadas (p<0.05) (Figura
2.4). En el Unico caso en dénde se observd una diferencia sexual fue en la MeA, en
donde los machos WT presentaron un mayor niumero de copias con respecto a las
hembras WT (similar a los resultados obtenidos por HIS), mientras que esta diferencia

se perdid en los ratones GABAg;KO (ANOVA en dos sentidos: interaccion p<0.02).
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Figura 2.4: Promedio del nimero de copias del ARNm de Kiss1 (QPCR) en micropunches de MeA (arriba,
izquierda), BNST (arriba, derecha) y septum (abajo) tomados a partir de ratones adultos WT y GABAg;KO.
ANOVA en dos sentidos para MeA: interaccidn p<0.02. Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0.05). ANOVA en dos sentidos para BNST y septum: interaccién NS, efecto principal genotipo
p<0.001. Kiss1 en ratones GABAg,KO distinto de Kiss1 en ratones WT. N=5-10.

Por lo tanto estos resultados presentaron un patrén similar y confirmaron los
resultados obtenidos por medio de la técnica de HIS, en donde el resultado mas
inesperado fue el aumento drastico de Kiss1 en estas tres dreas evaluadas. Cabe

mencionar que mientras por HIS se observd una diferencia sexual en el BNST, ésta no
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alcanzo significancia estadistica por qPCR, probablemente porque se analizé en menor

numero de muestras.

Ademas, los niveles gonadales y séricos de las hormonas esteroideas no se
encontraban alterados en los ratones GABAg:KO (Resultados presentados en el
Capitulo 1), por lo que este aumento dramatico de Kiss1 en areas extra-hipotaldmicas

no se debe a los esteroides sexuales, sino mas bien a la falta de un RGABAg funcional.

RESULTADOS Il B. RATONES DE 14 DIAS DE EDAD WT Y GABAg, KO

Dado que encontramos importantisimas alteraciones en los niveles de Kiss1 en areas
extra-hipotalamicas (MeA, BNST y septum) en ratones adultos GABAg:KO, decidimos
evaluar si este aumento en la expresidn se encontraba presente durante el desarrollo,
antes del inicio de la pubertad. Por lo tanto analizamos la expresién hipotalamica, en
AVPV/PeN y ARC, y extra-hipotaldmica, en MeA y BNST, de KissI1 mediante la técnica
de HIS en ratones WT y GABAR;:KO de 14 dias de edad.

EXPRESION DE KISS1 EN AREAS HIPOTALAMICAS Y EXTRA-HIPOTALAMICAS (HIS)

Llamativamente, no encontramos alteraciones en la expresion de Kiss1 debido al
genotipo a esta edad (Figura 2.5), a diferencia de lo observado en la adultez, en
ninguna de las cuatro areas evaluadas. En MeA, Kiss1 presentd niveles bajisimos,
practicamente indetectables en todos los grupos pre-puberales, coincidiendo con
resultados previos (Cao & Patisaul 2013), independientemente del sexo o el genotipo
(Figura 2.5). Por el contrario, la expresidon de Kiss1 fue mayor en AVPV/PeN y ARC que
en la MeA y fue sexualmente dimodrfica en cada regién (mayor en hembras con
respecto a machos, p<0.05), como fuera previamente descripto (Poling & Kauffman
2012a) (Figura 2.5). Los niveles prepuberales de Kiss1 en BNST también fueron
detectados pero no presentaron diferencias entre los grupos (Figura 2.5). En la figura
2.5 se muestra el numero de neuronas Kiss1 para cada area evaluada. La expresion de

Kiss1/neurona en las cuatro areas presenté patrones similares (datos no mostrados).
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Figura 2.5: Promedio del nimero de neuronas Kiss1 en AVPV/PeN (arriba, izquierda), ARC (Arriba,
derecha), MeA (Abajo, izquierda) y BNST (Abajo, derecha) de ratones WT y GABAg;KO de 14 dias de
edad (HIS). AVPV/PeN y ARC: ANOVA en dos sentidos para cada determinacidn, interaccion NS, efecto
principal sexo p<0.05. Niumero de neuronas Kiss1 en hembras distinto de machos. MeA y BNST: ANOVA
en dos sentidos para cada determinacion: interaccion NS. N=6-7.

Estos resultados indican que el aumento dramatico en la expresion de Kissi
observado en las areas extra-hipotaldmicas de los ratones adultos GABAg;KO no se
encontrarian presentes durante el desarrollo en ratones hasta los 14 dias de edad, y
surgirian, probablemente, durante o después del inicio de la pubertad. Ademas, estos
resultados demuestran que la expresién de este gen estd regulada en forma drea-
especifica, dado que en etapas juveniles ya es detectable en ciertas areas, como el

AVPV/PeN, ARC y BNST, y no en otras como la MeA.
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ENTORNO HORMONAL DE RATONES WT Y GABA;KO A LOS 14 DIAS DE EDAD

Dado que la etapa juvenil es hormonalmente muy diferente a la adultez, quisimos
evaluar los niveles hormonales de los animales en los que habiamos evaluado la

expresion de Kiss1.

CONTENIDO HIPOFISARIO Y NIVELES SERICOS DE GONADOTROFINAS (RIA)

Para evaluar los parametros hipofisarios cuantificamos tanto el contenido hipofisario

como los niveles séricos de LH y FSH.

En cuanto al contenido de LH, encontramos que depende del sexo y del genotipo
(ANOVA en dos sentidos: interacciéon p<0.02). Las hembras WT presentaban un
contenido hipofisario de LH mayor que los machos WT (p<0.04). Sin embargo, esta
diferencia sexual se perdié en los ratones GABAR;KO (Figura 2.6 arriba). Cuando
analizamos los niveles séricos de LH, encontramos que también dependian del sexo y
del genotipo (ANOVA en dos sentidos: interaccidn p<0.04). Sin embargo, el patrén fue
distinto al encontrado en el contenido hipofisario. Los niveles séricos de ratones WT no
diferian entre sexos, pero las hembras GABAR;KO presentaban aumentados los niveles
séricos de LH con respecto a los machos GABAgKO (p<0.02) y ademas presentaban

una tendencia a ser mayores que las hembras WT (p=0.11) (Figura 2.6 arriba).

Por otro lado, tanto el contenido hipofisario de FSH como los niveles séricos de esta

hormona (Figura 2.6 abajo) fueron similares entre los grupos.
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Figura 2.6: Contenido hipofisario (ng totales/hipdfisis, izquierda) y niveles séricos (ng/ml, derecha) de LH
(arriba) y FSH (abajo) (RIA) en ratones de 14 dias de edad, WT y GABAg;KO. Contenido y sérico de LH:
ANOVA en dos sentidos: interaccién p<0.05. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). N
(LH y FSH sérico): 4-8. N (contenido LH y FSH)=6-12.

CONTENIDO DE ESTEROIDES GONADALES (RIA)

Ademas, evaluamos el contenido gonadal de estradiol y testosterona para
determinar si existia alguna alteracion a nivel gonadal en los ratones GABAg;KO a esta

edad.

El contenido de E, y T fue similar entre los genotipos en cada sexo (Figura 2.7). Por lo
tanto, al igual que en los ratones adultos, no se observa un efecto por la falta del

receptor a nivel del contenido gonadal de estas hormonas esteroides.
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Figura 2.7: Contenido gonadal de estradiol (arriba, pg totales/génada) y testosterona (abajo, ng
totales/gonada) (RIA) en machos (izquierda) y hembras (derecha) de 14 dias de edad, WT y GABAg;KO.
Test t para cada determinacion NS. La linea punteada en testosterona (ovarios) indica el limite de
deteccidén del ensayo: 0.0125ng. N=5-7.

PESO DE GONADAS Y UTERO

Luego comparamos los pesos corporales de los ratones de 14 dias y no encontramos
diferencias significativas entre ellos (Hembras WT: 6.14 + 0.63 gr; Hembras GABAg;KO:
6.71 + 0.57 gr. Test t NS. N=7-10). Al analizar los pesos ovaricos y uterinos tampoco

encontramos diferencias significativas entre los genotipos (Figura 2.8).
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Figura 2.8: peso (mg) del ovario (izquierda) y del Gtero (derecha) en hembras de 14 dias WTy
GABAg;KO. Test t para cada determinacion NS. N=7-10.

Los machos tampoco difieren entre genotipos en el peso corporal (Machos WT: 8.86
+ 0.80 gr; Machos GABAg;KO: 8.57 + 0.64 gr. Test t NS. N=5-6) ni en el peso testicular
(Figura 2.9).
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Figura 2.9: peso (mg) del testiculo en machos de 14 dias WT y GABAg;KO. Test t para cada
determinacién NS. N=5-6.

Estos resultados corroboran los obtenidos al analizar los contenidos gonadales de E, y

T en donde no se observaron diferencias genotipicas dentro de cada sexo.
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DISCUSION 11

En el Capitulo | demostramos que la falta del RGABAz no modifica la expresién de
Kiss1 en los nucleos hipotalamicos AVPV/PeN y ARC, a pesar que la co-localizacion de
estos dos mensajeros es altisima en estas regiones. A pesar que las poblaciones de
Kiss1 en estos nucleos son las mas importantes, existe evidencia de pequefias sub-
poblaciones de neuronas Kiss1 en regiones extra-hipotaldmicas, como MeA y BNST
(Brailoiu et al. 2005; Clarkson et al. 2009b; Kim et al. 2011; Xu et al. 2012b; Cao &
Patisaul 2013), aunque el rol fisiolégico en estas regiones se encuentra en

investigacion.

En este capitulo nos propusimos estudiar la expresiéon de Kiss1 en areas extra-
hipotaldamicas involucradas indirectamente en la reproduccidon como lo son la MeA, el
BNST y el septum lateral en dos estapas del desarrollo: en la adultez y en una etapa

pre-puberal (14 dias postnatales).

Expresion de Kiss1 en areas extra-hipotalamicas en la adultez

De manera interesante, y en contraste con lo observado en AVPV/PeN y ARC,
encontramos un aumento dramdtico de la expresion de Kiss1 en estas areas extra-
hipotaldmicas en los ratones GABAg;KO. Tanto en MeA como en BNST, la expresién de
Kiss1 fue mayor en machos que en hembras, y ademads, Kiss1 se encontré muy
aumentado en los ratones GABAg;KO de ambos sexos (Tabla 2.1). La expresién de Kiss1
en la MeA y BNST estd regulada positivamente por esteroides sexuales, primariamente
via sefializacién de receptores de estrégeno (Kim et al. 2011; Xu et al. 2012b), pero los

niveles de éstos no estaban alterados en los ratones GABAg;KO.

Todavia queda por dilucidar las implicancias de este dramatico aumento en la
expresion de Kiss1 en el MeA y BNST en los ratones GABAg;KO y si correlacionan con
los niveles peptidicos de kisspeptina, pero nuestros resultados nos permiten especular
gue bajo condiciones normales, la expresion de Kiss1 en estas regiones esta regulada
negativamente por los RGABAg, quizas exclusivamente durante la adultez. Sin
embargo, hasta el momento, desconocemos si este efecto es directo a través de los

RGABAg presentes en las neuronas Kiss1 o es indirecto a través de interneuronas que
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estarian regulando a Kissl en estas zonas. La co-localizacion de RGABAg; en las
neuronas Kissl de las regiones extra-hipotalamicas es dificil de determinar con las
técnicas de HIS doble tradicionales dado los bajos niveles de expresién de Kiss1 en
estas regiones, que limitan la deteccidn de las neuronas Kiss1 con sondas unidas a DIG

(observaciones no publicadas del Dr. AS Kauffman).

Antecedentes previos sugieren que GABA podria potencialmente sefializar
directamente, a través de RGABAg, hacia las neuronas Kiss1 en la MeA y el BNST
(Grimes et al. 2003; Jaferi et al. 2011; Pleil et al. 2012). Adem3s, la sintesis de GABA se
ha demostrado en la MeA en distintas especies de roedores, incluyendo el ratén
(Grimes et al. 2003; Simmons & Yahr 2003; Oberto et al. 2001), y ambos RGABA, y
RGABA; estan presentes en estas region y en el BNST (Tasan et al. 2011). La MeA y el
BNST son conocidas por participar en una gran variedad de procesos y funciones,
incluyendo la modulacion de comportamientos sociales y sexuales a través de la
integracion de los factores ambientales con las sefiales hormonales. Lesiones de la
MeA alteran el comportamiento sexual masculino en roedores (Lehman et al. 1980;
Kondo 1992), mientras que lesiones de la amigdala posterior disminuye la receptividad
sexual en las ratas hembra (Masco & Carrer 1980). Ademas, cada sub-region de la
amigdala envia y recibe proyecciones desde y hacia otros nucleos amigdaloides, asi
como también a otros nucleos cerebrales (Canteras et al. 1992; Simerly 2002; Cooke &
Simerly 2005; Maras & Petrulis 2010), incluyendo el BNST, APO y el hipotdlamo
anterior (Coolen & Wood 1999; Manzo et al. 1999; Simerly 2002). Por otro lado, tanto
el AVPV como el nucleo predptico medio, los cuales juegan un rol fundamental en el
control de la ovulacién y los comportamientos copulatorios del macho,
respectivamente, reciben sefializacion proveniente del sistema olfatorio a través del
BNST y la MeA (Simerly 1990). EI BNST, que también ha sido postulado como un drea
critica para la expresién normal de los comportamientos de respuesta de la hembra a
los estimulos del macho en los roedores, gobierna aspectos de saciedad sexual y
también influencia el comportamiento maternal (Martinez & Petrulis 2011; Perrin et

al. 2007; Parfitt & Newman 1998).

Con respecto a GABA, el sistema GABAérgico en la amigdala modula el miedo y la
ansiedad bajo condiciones fisiolégicas y alteraciones del RGABA, en esta zona

predispondria a los individuos a ansiedad patolégica (Tasan et al. 2011). Sin embargo,
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se conoce muy poco sobre el rol de los RGABA; en la amigdala. Baclofén, agonista
RGABAg, induce una disminucién en el fluido cerebral en esta zona (Franklin et al.
2012). Por otro lado, CGP56999A, antagonista RGABAg, induce convulsiones originadas

en esta zona (Tsai et al. 2008).

En el BNST, GABA, a través de los RGABA, esta implicado en comportamiento de
ansiedad y miedo, asi como también en respuestas al estrés crénico (Sajdyk et al.
2008; Ventura-Silva et al. 2012; Xu et al. 2012a), pero el rol de los RGABAg es poco
claro. Ademas, el BNST modula aspectos del comportamiento maternal, y GABA,
actuando a través de los RGABA, y RGABAg, participa en estos efectos (Arrati et al.
2006).

Kisspeptina originada en estos nucleos podria, en teoria, participar de la modulacion
de alguno de todos estos procesos, aunque todavia no ha sido estudiado en detalle.
Hasta este momento, sélo hay un trabajo que intenta dilucidar el rol, si es que hay
alguno, de kisspeptina en los comportamientos de ansiedad en roedores (Csabafi et al.
2013). En este trabajo determinaron que el tratamiento con kisspeptina induce
comportamientos de ansiedad. Sin embargo, todavia no se sabe si la kisspeptina
proveniente de la MeA o el BNST tiene efectos similares, y si es asi, si la sefializacién de

kisspeptina estda modulada por los RGABAg.

Junto con el aumento dramdtico de Kiss1 en la MeA y el BNST, también encontramos
un aumento pronunciado en la expresion de Kiss1 en el septum lateral de los ratones
GABAGg;:KO, una regién donde la expresion de Kiss1 es practicamente indetectable en
los ratones WT (Tabla 2.1). De nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se
demuestra la expresiéon de Kiss1 en el septum lateral en ratones que no son
transgénicos para Kissl. Sin embargo, resultados previos en ratones Kissi-Cre
demostraron bajos niveles de expresion de Cre en el septum lateral (Dungan Lemko &
Elias 2012). Mientras que algunos autores interpretaron esta expresién como ectdpica,
dado que una expresidon similar no habia sido descripta en ratones normales, los
resultados presentes en este Capitulo confirman que esa expresién en el septum
lateral podria ser posible, y puede ser puesta en evidencia cuando la inhibicién del
RGABAg disminuye o se remueve completamente, como en el caso de nuestro modelo

de ratones GABAg;KO. De hecho, los RGABAg estan presentes en esta region (Liang et
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al. 2000) y se encuentran activos, dado que la administracidn sistémica de anfetaminas
induce un aumento en el septum lateral de la liberacion de GABA y consecuente
activacion de los RGABAg, dando lugar al efecto directo de las anfetaminas en la
liberacion de dopamina en el septum lateral (Sotomayor-Zarate et al. 2010). Aunque el
rol de las neuronas Kiss1 en el septum lateral alin no se conoce, su expresion en esta

region también parece estar bajo regulacion negativa de los RGABAg.

Cabe destacar que estas alteraciones en los niveles de expresion de Kiss1 en las tres
areas extra-hipotaldmicas evaluadas en los ratones adultos no se deberian a
alteraciones de los esteroides gonadales, ya que como se estudio en el Capitulo I, no
presentaban diferencias debido al genotipo. Por lo cual atribuimos esta expresién
desmedida de Kiss1 en la MeA, el BNST y el septum lateral a la falta de sefalizacion del

RGABAg en vez de a un efecto secundario debido a altos niveles de esteroides sexuales.

Si bien el dramatico aumento en la expresién de Kiss1 en MeA y BNST de ratones
adultos fue confirmado por los ensayos de gPCR en los micropunches, las diferencias
sexuales observadas por HIS para BNST no fueron corroboradas por qPCR, indicando
probablemente variaciones en las dreas analizadas con cada técnica o que el nimero

de muestras analizadas por gPCR en este tejido fue menor.

Expresion de Kiss1 en areas extra-hipotalamicas a los 14 dias de edad

El aumento de expresidn de Kiss1 observado en los ratones adultos GABAg;KO no se
encontré en los ratones de ambos sexos en la etapa pre-puberal estudiada (14 dias de
edad) (Tabla 2.1). En la MeA, casi no se encontraron neuronas Kiss1 en los grupos
estudiados, incluyendo los ratones WT, sugiriendo que la expresion de Kissl estd
regulada durante el desarrollo y aumenta durante o posteriormente al inicio de la
pubertad. Esto concuerda con un trabajo reciente en ratas, donde demuestran que no
hay expresion de Kiss1 en la MeA de hembras a los 19 dias de edad (Cao & Patisaul
2013). En el BNST, se detectaron niveles de expresion de Kiss1 bajos pero significativos
en todos los grupos, indicando que Kiss1 estd expresado en esta region previo a la
pubertad, tanto en ratones WT como GABAg:KO, pero en menores niveles que en la
adultez. En cuanto a estos resultados, la ausencia de una expresiéon aumentada de
Kiss1 en el BNST de ratones GABAg1KO pre-puberales indica un rol de los RGABA; en la

regulacién de Kiss1 en esta region, como sucede en la MeA, que no estd presente en
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todas las edades, pero aparece en algin momento del desarrollo después de los 14

dias de edad, posiblemente cerca de la pubertad.

Tabla 2.1: Comparacion del nimero de neuronas Kiss1, LH (contenido hipofisario y niveles séricos) y
esteroides gonadales entre etapa pre-puberal (14 dias postnatales) y la adultez. SD: sin datos.

14 dias (pre-puberal) Adultos
Kiss1 AVPV/PeN H>M H>M
ARC H>M =
MeA casi indetectable, = | M>H; KO>WT
BNST = M>H; KO>WT
Septum lateral SD KO>WT
LH Contenido WT: H>M; KO: H=M M>H
Sérico WT: H=M; KO: H>M M>H
Esteroides E2 = =
T = =

CONCLUSION 11

En resumen, estos resultados novedosos indican que bloquear la sefalizacién de
GABA, a través de sus RGABAg, puede alterar dramdticamente la expresion de Kiss1 de
manera region-especifica, particularmente en la MeA, el BNST y el septum lateral.
Dado que estas regiones estdn involucradas en la regulacion de comportamientos
sociales y reproductivos, esta expresion anormal podria causar alteraciones que
contribuyen al fenotipo observado en la adultez en los ratones GABAg;KO y resalta la
importancia de estudiar otras poblaciones kisspeptidérgicas por fuera del hipotdlamo.
En base a estos resultados, seria de gran interés realizar estudios de IHQ para
kisspeptina y estudios comportamentales para determinar si estos incrementos en la
expresion del gen llevan a aumentos de la proteina y a cambios en la conducta de los
animales. Estos resultados, ademads, demuestran la importancia de evaluar diferentes

etapas del desarrollo al analizar los mecanismos regulatorios.
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CAPITULO IIl: EJE GONADOTROFICO EN RATONES WT Y GABA;,KO DE 4 DiAS DE
EDAD

INTRODUCCION Il

Los embriones y las crias recién nacidas estan expuestos a hormonas esteroideas que
provienen tanto de la sintesis materna, de sus propias génadas y de la sintesis local en
sus cerebros. En los machos se producen dos picos de T, uno en el dia E18
(intrauterino) y otro a DPN1. El E,, producido por aromatizacion de esta T, ejerce
efectos organizacionales permanentes en el cerebro en desarrollo diferenciandolo
hacia macho. Esta diferenciacién sexual del cerebro establece la respuesta hormonal

en el adulto que comanda la fisiologia y el comportamiento especifico de cada sexo.

El GABA, entre otros, es una de las moléculas clave seleccionadas por el E, para
comandar el desarrollo de los circuitos cerebrales y las poblaciones neuronales
(Schwarz & McCarthy 2008a). Como menciondaramos, el GABA es el principal
neurotransmisor inhibitorio del SNC en mamiferos adultos. Sin embargo, en el cerebro
en desarrollo, es la principal fuente de excitacién neuronal, influenciando el desarrollo
del SNC y participando en el establecimiento de algunos nucleos hipotalamicos
sexualmente dimérficos (McCarthy et al. 2002; Schwarz & McCarthy 2008a; Maffucci &
Gore 2009). El GABA participa en la regulacion del eje reproductivo a distintos niveles y
durante todos los estadios del desarrollo, desde la migracion de neuronas GnRH en
etapas tempranas hasta el pico pre-ovulatorio de LH en la adultez (Maffucci & Gore

2009).

En cuanto a los efectos del GABA sobre la secreciéon de GnRH, se sabe que la
activacion de los RGABA, estimula la liberacion de GnRH en etapas tempranas del
desarrollo pero que la inhibe en etapas tardias (Maffucci & Gore 2009; Herbison &
Moenter 2011; Garcia-Galiano et al. 2012). La estimulacion de los RGABAs también
modula la expresidon de Gnrh1 de manera especifica para cada especie, edad y modelo
evaluado (Fueshko et al. 1998b; Fujioka et al. 2007). Sin embargo, ratones que no
poseen un RGABA, funcional en las neuronas GnRH presentan minimos efectos sobre
la fertilidad (Lee et al. 2010). En cuanto a los RGABAg, se ha descripto un efecto
inhibitorio en la liberacién de GnRH y LH (Akema & Kimura 1992; Martinez et al. 1994;
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Moguilevsky & Wuttke 2001; Constantin et al. 2012). Sin embargo se conoce muy
poco, especialmente durante el desarrollo, sobre la regulacion de la expresién de
Gnrh1 mediada por RGABAg. Se ha reportado que el agonista de los RGABAg, baclofén,
disminuye la expresién de Gnrh1 en el APO de ratas adultas ovariectomizadas (Bergen
et al. 1991) pero la estimula en ratas adultas tratadas con esteroides (Kang et al. 1995;
Cho & Kim 1997), sugiriendo que la sefializacion de los RGABAg debe estar influenciada
por los esteroides gonadales. Ademds, como lo mencionamos previamente, el GABA
regula la migracion de las neuronas GnRH. La activacién de RGABA, inhibe la migracién
de las neuronas GnRH en explantos nasales (Heger et al. 2003; Lee et al. 20083;
Wierman et al. 2011). Estudios farmacoldgicos sugieren que los RGABAg no participan
en este evento (Tobet et al. 2001; Maffucci & Gore 2009), sin embargo, dado que los
RGABAg: a) estdn presentes en las neuronas GnRH en migracion (Tobet et al. 2001;
Fujioka et al. 2007), b) participan en la migracién y diferenciacién neuronal de otras
neuronas (McClellan et al. 2008; Bony et al. 2013), c) estan presentes en células
progenitoras (Fukui et al. 2008; Schwirtlich et al. 2010), y d) participan en la
diferenciacién sexual de varios nucleos hipotaldmicos inducida por E, (Tu et al. 2007;
Fiorentino et al. 2009), su participacién en la migracién de neuronas GnRH y en la

regulacion de la expresién de Gnrh1 requiere de mayor investigacion.

Recientemente se ha estudiado el importante rol de las neuronas de kisspeptina en
la diferenciacion sexual del cerebro, a la vez que su expresidon sexualmente
diferenciada es regulada por los estrégenos (Kauffman 2010). El correcto desarrollo del
sistema kisspeptidérgico durante el periodo neonatal determina el buen
funcionamiento del eje reproductivo en la adultez, esencial para el mantenimiento de
la especie (Kauffman 2010). Ademas, Kiss1 del ARC se ha postulado como un novedoso
estimulador del crecimiento axonal de neuronas de GnRH al dia gestacional 13.5,
posiblemente para facilitar la inervacion de las fibras de GnRH hacia la EM (Fiorini &

Jasoni 2010).

Sin embargo, como vimos anteriormente, la interacciéon entre GABA y el sistema
kisspeptidérgico ha sido poco estudiada. En relacion a ello, se sabe que la activacién de
las neuronas GnRH por kisspeptina en ratones adultos, en presencia de E,, puede estar
mediada directa o indirectamente por neuronas GABAérgicas o glutamatérgicas

(Pielecka-Fortuna et al. 2008). Ademds, Zhang y col. (Zhang et al. 2009) han
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demostrado que mientras que los agonistas de RGABAg hiperpolarizan las neuronas
GnRH en la adultez, esta respuesta se elimina por el agregado de Kiss-10 (analogo
sintético de kisspeptina), sugiriendo una interaccion entre la senalizacion de

kisspeptina y RGABAg en la regulacién de GnRH.

Tanto en resultados previos del laboratorio (Catalano et al. 2005) como en los
resultados descriptos en los capitulos anteriores hemos demostrado que la ausencia
del RGABA; funcional provoca alteraciones en el eje reproductivo de ratones adultos,
principalmente en las hembras GABA;KO, incluyendo aumento en la pulsatilidad de
GnRH, alteraciones en la respuesta hipotaldmica a kisspeptina, disrupcién de los ciclos
estrales, disminucién en el segundo pico de FSH y el porcentaje de ovulacién, e
infertilidad. Estas alteraciones reproductivas estdn asociadas con cambios en la
expresion sexualmente dimérfica de Gnrh1, Gad1 (Catalano et al. 2010), Pgry Th en el
hipotalamo anterior y podrian también estar asociadas a la expresién anémala de

Kiss1 en areas extrahipotaldmicas (MeA, BNST y septum), entre otras alteraciones.

Es por ello que en esta parte de la Tesis nos propusimos evaluar si la diferenciacién
sexual del cerebro y el desarrollo de los sistemas de GnRH y Kiss1 se encuentran
alterados en el desarrollo postnatal temprano en ratones GABAg;KO. Seleccionamos
ratones de 4 dias de edad (DPN4) porque es una edad donde los picos pre (E18) y
postnatales de T (DPN1) que inician la diferenciacién sexual del cerebro ya han
ocurrido pero este proceso esta aun en desarrollo (hasta el DPN7, (Kauffman 2010)) y
ademas los efectos activacionales de los estrégenos no se encuentran presentes, dado
que el estradiol circulante a esta edad es captado por la a-fetoproteina (Schwarz &

McCarthy 2008a).

OBJETIVO I

Estudiar la contribucion de los RGABAg en la organizacion del eje reproductivo en

ratones WT y GABAR1KO a DPN4, evaluando la funcionalidad del eje gonadotréfico.
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RESULTADOS IIl A. EJE GONADOTROFICO: HIPOTALAMO

‘EXPRESION DE KISS1 EN HIPOTALAMO Y NUCLEOS HIPOTALAMICOS ESPECIFICOS
| (SQPCR Y QPCR)

Dados los estudios descriptos en la introducciéon de este capitulo en dénde
mencionamos que Kiss1 en ARC es un factor involucrado en el correcto desarrollo de
los axones de neuronas GnRH y que el correcto desarrollo del eje y la diferenciacién
sexual durante el periodo neonatal determina el buen funcionamiento del eje en la
adultez, decidimos evaluar la expresion de Kiss1 en el hipotdlamo de ratones WT y
GABAR KO de 4 dias de edad. Evaluamos su expresién tanto en fragmentos
hipotaldmicos (HA y HMB) como primera aproximaciéon mediante sgPCR, como en
micropunches de los nucleos especificos dénde se expresa Kiss1 (AVPV/PeN y ARC)
mediante qPCR. Segun resultados obtenidos de bibiliografia, hasta el momento, la
expresion de Kiss1 en AVPV/PeN se detectd Unicamente a partir de los 10 dias de edad
en roedores mediante HIS (Semaan et al. 2010; Kauffman 2010; Cao & Patisaul 2011;
Takumi et al. 2011). Sin embargo, no existen registros de expresion de Kiss1 en
AVPV/PeN mediante qPCR antes de esa edad, una técnica mas sensible que podria

detectar muy bajos niveles de expresion.

:KISS1 EN AREAS HIPOTALAMICAS: HA'Y HMB (SQPCR)
En primer lugar, evaluamos la expresidon de Kiss1 en los fragmentos hipotalamicos HA

y HMB, en dénde se encuentran el AVPV/PeN y ARC respectivamente.

En cuanto a la expresiéon de Kiss1 en el HA, la sgPCR nos permitid detectar la
expresion de este gen a esta temprana edad, si bien no se observaron diferencias

significativas entre los grupos (Figura 3.1).
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Figura 3.1: Expresion relativa de Kiss1 (sqPCR) en hipotalamo anterior de ratones DPN4.
ANOVA en dos sentidos: NS. N=4-5.

Al analizar la expresion de Kiss1 en HMB (Figura 3.2) encontramos que ésta depende
del sexo y del genotipo y es sexualmente dimodrfica en los ratones WT, mayor en las
hembras que en machos (p<0.01), como fuera previamente descripto (Poling &
Kauffman 2012a). Sin embargo, ésta diferencia sexual se pierde en los ratones
GABAR:KO. Ademads, las hembras GABAg;KO presentan disminuida la expresion de

Kiss1 con respecto a las hembras WT (p<0.001).
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Figura 3.2: Expresidn relativa de Kiss1 (sqPCR) en hipotdlamo medio basal de ratones DPN4. ANOVA
en dos sentidos: interaccion p<0.001. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). N=5.
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©KISS1 EN MICROPUNCHES DE NUCLEQS ESPECIFICOS: AVPV/PEN Y ARC (QPCR)

Luego evaluamos la expresidon de Kiss1 en micropunches de nucleos especificos

(AVPV/PeN y ARC) mediante gPCR, una técnica cuantitativa mucho mas sensible.

Con esta técnica cuantificamos la expresion de Kiss1 en el AVPV/PeN y observamos
que ésta era sexualmente dimoérfica en los ratones WT de 4 dias de edad, mayor en
machos que en hembras (p<0.01), sin diferencias por genotipo, aunque los niveles
detectados fueron muy bajos (Figura 3.3). Estos resultados no concuerdan totalmente
con los obtenidos mediante sqPCR, pero creemos que las diferencias se pueden deber
a que la gPCR es mucho mas sensible que la sgPCR dado que estamos evaluando
puntualmente el drea de expresion de Kiss1 (micropunch de AVPV/PeN) y su expresion
no esta diluida en un tejido grande como lo es el HA, que contiene otros nucleos. Esta
es la primera evidencia de la expresidn sexualmente dimdrfica de Kiss1 en el
AVPV/PeN a los 4 dias de edad, con mayor expresion en el macho, a diferencia de lo

gue se observa en la adultez.
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Figura 3.3: Expresion relativa de Kiss1 (qPCR) en micropunch de AVPV/PeN de ratones DPN4.
ANOVA en dos sentidos: interaccidon NS, efecto principal sexo p<0.01, efecto principal genotipo NS.
*: Kiss1 en machos significativamente distinto de Kiss1 en hembras. N=5-8.
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Por otro lado, la expresién de Kiss1 en el ARC arrojoé resultados idénticos a los
obtenidos mediante sqPCR y dado que en este caso la precisidén de la determinacion en
el nucleo especifico es mayor, la significancia también resultd mayor. Encontramos una
diferencia sexual en la expresiéon de Kiss1 en el ARC de ratones WT (hembras WT
mayor que machos WT, p<0.01), de acuerdo con evidencias previas (Poling & Kauffman
2012a), y ésta se perdid en los ratones GABAgKO, dado que las hembras GABAg;KO

presentaron menor expresion con respecto a las hembras WT (p<0.01) (Figura 3.4).

ARC
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.
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Expresion relativa (Kiss1 /Gapdh)

Figura 3.4: Expresion relativa de Kiss1 (qQPCR) en micropunch de ARC de ratones DPN4. ANOVA en
dos sentidos: interaccion p<0.02. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). N=4-8.

Luego quisimos evaluar si existen diferencias en la expresion de Kiss1 a esta edad
entre los dos nucleos evaluados (Figura 3.5). Para ello, realizamos una nueva qPCR en
la que comparamos la expresion de Kiss1 entre el AVPV/PeN y ARC en la misma placa.
Encontramos que mientras los machos presentan niveles de expresidon de Kiss1
similares entre los nucleos, las hembas expresan significativamente mas Kiss1 en el
ARC que en el AVPV/PeN a esta edad (p<0.001). En los machos la estadistica no
encuentra diferencias significativas, probablemente debido a una sensibilidad menor
entre las comparaciones por tener tres factores en juego, aunque existe una tendencia
a ser mayor en el ARC. De todos modos la diferencia de expresion entre los nucleos

analizados el claramente muy diferente en las hembras.
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Figura 3.5: Niumero de copias del ARNm de Kiss1 (qPCR) en micropunches de AVPV/PeN y ARC de
ratones DPN4. ANOVA en tres sentidos: interaccidn triple p<0.05, a: Kiss1 en ARC de hembras WTy
GABAg;KO distinto de Kiss1 en AVPV/PeN de hembras WT y GABA;KO p<0.001. N=4-8.

Estos resultados demostrarian que, si bien la expresién de Kiss1 en ARC es mayor que
en el AVPV/PeN a esta edad, la expresion de Kissl en esta Ultima area puede ser
cuantificada mediante una técnica sensible como lo es la qPCR y presenta un patrén de
expresion diferente al observado en los ratones adultos, y también diferente al ARC a
la misma edad. Ademas, destacamos la importante disminucidon de la expresién de

Kiss1 en el ARC de hembras GABAg1KO con respecto a las WT a esta edad.

EXPRESION DE KISSIR EN HIPOTALAMO (QPCR)

Se sabe que kispeptina regula la secrecién de GnRH a través de sus receptores (Kiss1r
o también conocido como GPR54) presentes tanto en el soma (en su mayoria
presentes en el APO-HA y algunas dispersas en el HMB) como en los axones de las
neuronas de GnRH, los cuales descargan su contenido en la EM. Dado que se ha
demostrado que en el SNC Kiss1 no actua sélo regulando la reproduccién sino que
también actua sobre la regulacién metabdlica (Castellano et al. 2009), también se ha
reportado la presencia de Kiss1lr en otros tipos neuronales como las neuronas nNOS
del area predptica en mamifero (Hanchate et al. 2012) y neuronas vasopresinérgicas

en el nucleo predptico de peces (Kanda et al. 2013), entre otras.
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Aqui nos propusimos evaluar la expresion de Kiss1r en HA y HMB de ratones a DPN4

mediante qPCR.

Al analizar la expresién del ARNm del receptor de kisspeptina (Kiss1r) en HA (Figura
3.6), observamos que los machos presentan mayores niveles de expresion que las
hembras (p<0.01). Por otro lado, los ratones GABAg;KO presentan menor expresion del

Kiss1r que sus controles WT en esta area (p<0.001).
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Figura 3.6: Expresion relativa de Kiss1r (qPCR) en hipotdlamo anterior de ratones a DPN4. ANOVA en
dos sentidos: interaccion NS, efecto principal sexo p<0.01, efecto principal genotipo p<0.001. *: Kiss1r
en machos significativamente distinto de Kiss1r en hembras. #: Kiss1r en ratones GABAz;KO
significativamente distinto de Kiss1r en ratones WT. N=5.

Por el contrario, en HMB, la expresion de Kiss1r se encuentra influida por sexo y
genotipo (Figura 3.7). Los ratones WT no presentan diferencias sexuales, sin embargo
los machos GABAR KO presentan niveles mayores de expresiéon que las hembras
GABAg;KO (p<0.05) y estas ultimas presentan una disminucidon muy marcada de Kiss1r

con respecto a las hembras WT (p<0.001), con valores practicamente indetectables.
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Figura 3.7: Expresion relativa de Kiss1r (qPCR) en hipotdlamo medio basal de ratones a DPN4.
ANOVA en dos sentidos: interaccién p<0.01. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
N=5.

Luego quisimos comparar la expresion relativa entre las dos areas evaluadas (HA y
HMB). Las hembras no presentan diferencias en los niveles de expresion de Kissir
entre dreas. Por el contrario, los machos WT presentan una expresiéon llamativamente
mayor en HA con respecto a HMB (p< 0.001), esta diferencia no se observa en los

machos GABAg;KO (Figura 3.8).
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Figura 3.8: Expresion relativa del ARNm de Kiss1r (qPCR) en HAy HMB de ratones a DPN4. ANOVA en
tres sentidos: interaccidn triple p<0.05; a: Kiss1r en HA de machos WT distinto de Kiss1r en HMB de
machos WT, p< 0.001. N=5.
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LOCALIZACION DE NEURONAS GNRH (IHQ)

Dado que los RGABAg estan presentes en neuronas de GnRH desde muy temprano en
el desarrollo, para evaluar si las alteraciones observadas en el eje gonadotrofico de
ratones adultos podian deberse a una migracion anormal o a una alteracién en el
numero de estas neuronas, determinamos, en ambos sexos y genotipos, la localizacidon
y el nimero de neuronas inmunoreactivas para GnRH (ir-GnRH) por IHQ en crias de 4
dias de edad (posterior a los dos picos de testosterona que influencian Ia
diferenciacién sexual del cerebro y momento en el cual las neuronas de GnRH ya han

completado su proceso migratorio (Wierman et al. 2004)).

Se analizaron cortes coronales de ratones de DPN4 de ambos sexos y genotipos,

desde el BO hasta el APO. A continuacion se muestra una serie de fotos representativa

(Figura 3.9 A).
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Figura 3.9: A: Microfotografias representativas (20X) de bulbos olfatorios (BO, panel izquierdo), septum
medial (MS, panel central) y 6rgano vasculoso de la ldmina terminal-area predptica (OVLT-APO, panel

derecho). Las flechas muestran los cuerpos celulares de las neuronas ir-GnRH y las puntas de flecha las
fibras inmunoreactivas de GnRH que corren caudalmente, paralelas a la base del cerebro. 3V: tercer

ventriculo. Recuadros: amplificacion de la zona indicada. N=4. B: NUumero de neuronas ir-GnRH en OB y

OVLT-APO en machos WT y GABA;;KO de 4 dias de edad. Test t por areas, efecto genotipo NS.
C: Numero de neuronas ir-GnRH en OB y OVLT-APO en hembras WT y GABAR;KO de 4 dias de edad. Test
t por dreas, efecto genotipo NS.
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No se observaron diferencias significativas entre los genotipos en la distribucién o el
numero de células en el OB u OVLT-APO, ni en machos (Figura 3.9 B) ni hembras
(Figura 3.9 C). Se detectaron muy pocos cuerpos neuronales con esta técnica en areas
mas caudales, tales como el APO caudal, pero esto no es sorprendente dado que la
mayoria de los cuerpos neuronales ir-GnRH se encuentran en regiones mas rostrales.
Ademads, se observaron fibras ir-GnRH que corrian caudal y paralelamente al piso del

cerebro, las cudles finalmente convergen en la EM (Figura 3.9 A).

Por lo tanto, podemos concluir que las alteraciones observadas en el eje
gonadotréfico de ratones adultos GABAg1KO no se deberian a una migracién anormal o

a una alteracidon en el niumero o localizacidon de estas neuronas.

EXPRESION DE GNRH1 EN HIPOTALAMO (QPCR)

Dado que la localizacién y el nimero de las neuronas GnRH no se encontraron
alteradas en los ratones GABAg KO de DPN4, quisimos evaluar si podrian existir
diferencias en los niveles de expresidon de Gnrh1 en HA y HMB, asi como también en
BO y CT (tejido control) en ambos sexos y genotipos, ya que en el Capitulo | de esta
Tesis demostramos que la expresion de Gnrh1 se encontraba alterada en el hipotadlamo
de ratones adultos GABAg;KO. Ademas, encontramos diferencias en la expresion de

Kiss1 en el HMB en esta edad, que podria estar regulando la expresion de GnRH.

En el HA la expresion de Gnrh1 no presentd diferencias significativas entre los grupos

(Figura 3.10 izquierda).

Si bien existe controversia sobre este tema, en general se acepta que existen unas
pocas neuronas de GnRH dispersas en el HMB. Ademas, se ha propuesto que existe
transporte y regulacién axonal de la expresién de Gnrhl (Herman & Tomaszewska-
Zaremba 2010). Es por eso, que también estudiamos la expresion de Gnrh1 en el HMB,
donde se encuentra la eminencia media, hacia donde convergen los terminales de las

neuronas de GnRH.

La expresiéon de Gnrhl en HMB depende del sexo y del genotipo (ANOVA en dos

sentidos: interaccion p<0.02). Similar a lo observado para HA, los ratones hembras y
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machos WT no muestran diferencias en los niveles de expresién de Gnrh1 (Figura 3.10
derecha). Sin embargo, los ratones GABAg;KO presentaron una diferencia sexual en la
expresion de Gnrhl, siendo ésta mayor en las hembras GABAg;KO que en los machos

GABAg; KO (p<0.01).

La expresién del ARNm de Gnrh1 no mostré diferencias significativas entre los grupos

en BO (Figura 3.11 izquierda) o CT (Figura 3.11 derecha).

HA HMB

ARNmM Gnrh1 /ARNm Ciclofilina
¢ o k
ARNm Gnrh1l /ARNm Ciclofilina
-

3WT 3 KO QWT QKO 3WT 3 KO QWT 2 KO

Figura 3.10: Expresion relativa de Gnrh1 (qPCR) en hipotalamo anterior (HA, panel izquierdo) e
hipotalamo medio basal (HMB, panel derecho) de ratones a DPN4. HA: ANOVA en dos sentidos NS.
HMB: ANOVA en dos sentidos: interaccion p<0.02. Letras distintas indican diferencias significativas

(p<0.05). N=9-10.

BO CT
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ARNm Gnrh1 / ARNm Ciclofilina
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Figura 3.11: Expresion relativa de Gnrh1 (qPCR) en bulbo olfatorio (BO, panel izquierdo) y corteza
frontoparietal (CT, panel derecho) de ratones a DPN4. BO y CT: ANOVA en dos sentidos NS. N=9-10.

Luego quisimos comparar la expresion entre las dos areas hipotaldmicas estudiadas,
para lo cual las muestras de cada area se analizaron en la misma placa de qPCR. La
expresion de GnRH en HA es mayor que en HMB, como era de esperar, en todos los

grupos (p<0.0001) (Figura 3.12).
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Figura 3.12: Expresion relativa del ARNm de Gnrh1 (qPCR) en HAy HMB de ratones a DPN4. ANOVA en
tres sentidos: interacciones NS, efecto principal drea p<0.0001. *: Gnrh1 en HA distinto de Gnrh1 en
HMB. N=4-6.

Resumiendo, la expresion de Gnrh1 se vio afectada por el genotipo Unicamente en el
HMB, en donde aparecio una diferencia sexual que no se encontraba presente en los
controles WT. Aunque la expresién de Gnrh1 en esta zona es muchisimo menor que en
el HA (como lo mostramos en la Figura 3.12), donde se encuentra la mayoria de los
cuerpos neuronales GnRH, a esta edad, los RGABA; estarian modulando su expresion

de manera sexo y area especifica, ya sea directa o indiractamente.

CONTENIDO DE GNRH EN HT, BO Y CT (RIA)

Luego de evaluar la expresién de Gnrh1, quisimos evaluar el contenido peptidico de

GnRH en HA y HMB en ratones a DPN4 de ambos sexos y genotipos.

En el HA, el contenido de GnRH presentd una diferencia sexual en ambos genotipos,
los machos presentaron niveles mayores de GnRH con respecto a las hembras

(p<0.0001), sin diferencias por genotipo en cada sexo (Figura 3.13 arriba).
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En el HMB, sitio en donde se observa la presencia de los axones que descargan su
contenido hacia la EM, el contenido de GnRH fue mayor con respecto al observado en
el HA. Ademas, el contenido de GnRH en el HMB depende del sexo y del genotipo
(ANOVA en dos sentidos: interaccion p<0.02) (Figura 3.13 abajo). En los ratones WT se
observé la misma diferencia sexual que en el HA (p<0.01), mientras que esta diferencia

se perdi6 en los ratones GABAR1KO.
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Figura 3.13: Contenido hipotaldmico de GnRH (pg totales/mg tejido, RIA) en hipotalamo anterior (HA,
arriba) e hipotalamo medio basal (HMB, abajo). HA: ANOVA en dos sentidos: interaccion NS, efecto
principal genotipo NS, efecto principal sexo p<0.001. *: GnRH en hembras distinto de GnRH en machos.
HMB: ANOVA en dos sentidos: interaccion p<0.05. Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0.05). N=6-13.

También analizamos el contenido de GnRH en el HT entero de ambos sexos y
genotipos (Datos no mostrados). El contenido hipotaldmico de GnRH mostrd un patron

muy similar al obtenido para HMB, sugiriendo una mayor contribucion de esta area al
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total de GnRH en HT. Ademas, en HT como en HMB, el contenido de GnRH tuvo una
tendencia a aumentar en las hembras GABAg;KO con respecto a las WT, aunque no
alcanzo diferencia estadisticamente significativa (ANOVA en dos sentidos: interaccién

p<0.05, H WT vs. H KO: p=0.11).

Con respecto al contenido peptidico de GnRH en BO, dénde se encuentra una
subpoblacién de neuronas GnRH que compartieron un mismo origen con aquellas
presentes en el HT, GnRH mostré unicamente diferencia sexual, en los machos mayor
gue en las hembras (p<0.04), similar a lo observado en HA y en HMB de ratones WT,
sin diferencias genotipicas (Figura 3.14 izquierda). En CT, ddnde los niveles del péptido
son muy bajos, no se observaron diferencias significativas entre los grupos (Figura 3.14

derecha).
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Figura 3.14: Contenido hipotalamico de GnRH (pg/mg tejido, RIA) en bulbo olfatorio (BO, panel
izquierdo), corteza frontoparietal (CT, panel derecho). BO: ANOVA en dos sentidos: interaccion
NS,efecto principal genotipo NS, efecto principal sexo p<0.04. *: GnRH en hembras distinto de GnRH en
machos. CT: ANOVA en dos sentidos: NS. N=4-8.

EXPRESION DE GADI EN HIPOTALAMO (QPCR)

Como mencionamos previamente, GADg; (codificada por el gen Gad1) es la principal
enzima que convierte glutamato en GABA y este neurotransmisor modula a las
neuronas GnRH jugando un rol fundamental en la reproduccidn. Se ha postulado que
GABA es el primer neurotransmisor en ejercer un control regulatorio sobre las
neuronas de GnRH durante el desarrollo. En los resultados presentados mas arriba,
observamos alteraciones tanto a nivel de la expresion como del péptido de GnRH en
HT de ratones GABAg;KO a DPN4, las cuales podrian deberse a diferencias en el control
GABAérgico. Ademas, en el Capitulo Il demostramos que las neuronas Kiss1 expresan

el RGABAg; en el AVPV y ARC de hembras adultas. Si bien alteraciones en el sistema
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GABAérgico no parecieron modificar la expresidén de Kiss1 en dichas areas en el adulto,
no podemos descartar que el GABA podria estar regulando la expresién de Kiss1 a esta
temprana edad. Es por ello que en esta parte analizamos la expresién de Gadl en HA 'y

HMB, y también en CT, utilizada como area control, en ratones de 4 dias de edad.

En HA se observd uUnicamente una diferencia sexual, los niveles de Gadl en los
machos eran mayores que en las hembras (p<0.03), sin diferencias genotipicas (Figura

3.15 izquierda), similar a lo observado para Gnrh1 en esta area.

Con respecto a la expresion de Gadl en HMB, se observd, al igual que para GnRH,
gue ésta depende del sexo y del genotipo (ANOVA en dos sentidos: interaccién p<0.02)
(Figura 3.15 derecha). Mientras que los WT no presentan diferencias sexuales, en los
GABAg:KO los machos tienen menor expresion de Gadl con respecto a las hembras

(p<0.02).
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Figura 3.15: Expresion relativa de Gad1 (qPCR) en hipotalamo anterior (HA, panel izquierdo) e
hipotdlamo medio basal (HMB, panel derecho) de ratones a DPN4. HA: ANOVA en dos sentidos:
interaccién NS, efecto principal sexo p<0.03; *: Gadl en machos distinto de hembras. HMB: ANOVA en
dos sentidos: interaccion p<0.02. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). N=7-10.

Por otro lado, Gadl no mostré diferencias significativas entre los grupos en CT

(Figura 3.16).
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Figura 3.16: Expresion relativa de Gadl (qPCR) en corteza frontoparietal (CT). ANOVA en dos sentidos:
NS. N=6-9.
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Luego quisimos comparar la expresion de Gadl entre las dos areas hipotalamicas
estudiadas (Figura 3.17), comparando las muestras pertenecientes a cada area en la
misma placa de qPCR. La expresién de Gadl en machos fue tres veces mayor en HA

con respecto a HMB (p<0.05), mientras la expresién entre areas fue similar en

hembras.
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Figura 3.17: Expresion relativa del ARNm de Gad1 (QPCR) en HAy HMB de ratones a DPN4. ANOVA
en tres sentidos: interaccidn triple NS, interaccion tejido-sexo: p<0.01, *: HA macho distinto HMB de
macho p<0.05. N=4-6.

Por lo tanto, al igual que para la expresion de Gnrh1, la expresién de Gadl mostro un
patrdén alterado en los animales GABAg;KO Unicamente el HMB. Ademads, encontramos
gue la expresion de Gadl era mayor en el HA que en el HMB de machos, pero era
similar entre dreas en hembras, lo que postula diferentes mecanismos regulatorios en
cada sexo. Nuevamente, si bien el HMB no es el que aporta la mayor expresion de
Gadl, a esta edad jugaria un rol importante en el eje gonadotréfico, probablemente
actuando sobre las neuronas GnRH, y estaria regulado por los RGABAg de manera sexo

y area especifica.
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CORRELACION ENTRE GNRH1 Y GAD1 (QPCR)

Dado que los patrones de expresion de Gnrhl y Gadl fueron muy similares en el

HMB, decidimos evaluar una posible correlacion entre la expresiéon de ambos genes en

las dos dareas hipotaldmicas evaluadas.

Efectivamente, Gnrhl y Gadl presentan una asociacion lineal positiva o directa en

HMB (Coeficiente de correlaciéon de Pearson=r = 0.53; p<0.01). Sin embargo dicha

asociacion lineal no se observé en HA (p =0.15) (Figura 3.18).
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Figura 3.18: Gréficos de dispersién para evaluar correlacion entre Gadl y Gnrh1 en HA (izquierda) y HMB

(derecha) de ratones a DPN4. HA: Coeficiente de correlacién de Pearson NS.

HMB: Coeficiente de correlacion de Pearson=r = 0.53; p<0.01

Estos resultados indicarian que la expresion de estos dos genes esta asociada

Unicamente en el HMB a esta edad. Si bien existe una correlacién positiva no podemos

afirmar la direccion de dicha correlacidn, es decir, ambos genes varian su expresién de

igual manera entre los grupos. Todo apuntaria a pensar que la expresién de Gadl

aumenta por la falta del RGABAg Y a través del aumento de GABA induciria la expresion

de Gnrh1, aunque no podemos descartar que la falta del RGABAg afecte a las dos

poblaciones neuronales en forma similar.
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CORRELACION ENTRE GNRH1 Y GAD1 CON KISS1 EN HMB (QPCR)

La expresion de Gnrh1y Gadl en HMB presentd un patrdn inverso con respecto a la
expresion de Kiss1 en HMB (sqPCR). Mientras que en los GABAg;KO la expresion de
Gnrh1y Gad1 presentaba una diferencia sexual (hembras mayor a machos) ausente en
los WT, la expresién de Kiss1 los ratones GABAy;KO perdia la diferencia sexual
presente en los WT (hembras mayor a machos). Es por ello que decidimos evaluar si

existia una correlacién negativa entre la expresién de Gnrh1 o Gad1 con Kiss1 en HMB.

Sin embargo, los resultados de estos andlisis de correlacion demostraron que no
existen evidencias para afirmar dicha correlacion (Gnrh1-Kiss1: p =0.55; Gad1-Kiss1: p

=0.54) (Figura 3.19).
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Figura 3.19: Gréficos de dispersidn para evaluar correlacion entre Kiss1y Gnrh1 (izquierda) o Gad1
(derecha) en HMB de ratones a DPN4. Coeficiente de correlacion de Pearson NS.

Es decir que a esta edad Gnrh1 y Gadl no presentan una asociacion lineal con Kiss1,
pero si entre ellos. Esto da lugar a pensar que a esta edad, las alteraciones observadas

en Kissl en el ARC de ratones GABAg;KO no dan lugar a las observadas en Gnrhl y

Gad1 en el HMB.

CONTENIDO DE GABA, GLUTAMATO Y TAURINA EN HT Y CT (HPLC)

En los resultados presentados anteriormente determinamos que Gnrhl y Gadl
presentan una asociacion lineal positiva. Es por ello que decidimos evaluar si las

diferencias encontradas en el contenido hipotaldmico de GnRH podrian deberse a
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alteraciones de los principales aminoacidos excitatorios e inhibitorios relacionados con
el sistema GABAérgico. Determinamos mediante la técnica de HPLC los contenidos de
GABA, glutamato y taurina. Esto lo realizamos tanto en HT como en CT (tejido control)

de ratones de ambos sexos y genotipos de 4 dias de edad.

GABA mostré una diferencia sexual en HT, siendo el contenido en machos mayor que
hembras (p<0.05), y sin diferencias entre genotipos (Tabla 3.1). No se observaron
diferencias en el contenido de GABA en CT ni en el contenido de glutamato y taurina

en HT y CT (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Contenido de los neurotransmisores GABA, glutamato y taurina (nmoles/mg tejido) en
hipotdlamo (HT) y corteza frontoparietal (CT) de ratones a DPN4 (HPLC). GABA en HT: ANOVA en dos
sentidos: interaccion NS, efecto principal sexo p<0.05. a: GABA en HT de machos distinto de GABA en HT
de hembras. N=5-8.

HT 3 WT 4 KO Q WT Q KO
GABA (nmol/mg tejido) 3.86+0.26a 3.96+0.23a 3.55+0.14 3.35+0.27
Glutamato (hm/mg tejido) 10.57+0.72 11.28+1.16 10.16+0.50 8.79 +0.65
Taurina (nm/mg tejido) 25.89+151 26341147 24.061£0.83 24.72+2.00
CT 3 WT 4 KO Q@ WT Q KO
GABA (nmol/mg tejido) 0.60+0.03 0.63+0.04 0.58+0.07 0.60%0.08
Glutamato (nm/mg tejido) 6.16 £ 0.24 6.60+£0.60 6.29+0.58 5.81+0.67
Taurina (nm/mg tejido) 22.08+£094 23.19+1.89 21.55+1.71 21.35%1.69

Estos resultados indicarian que el contenido hipotaldmico de GABA estaria

fundamentalmente aportado por el HA, donde se observé la mayor expresion de Gad1,
dado que ambos muestran la misma diferencia sexual (machos mayor que hembras).
Ademas, tanto el contenido de GABA como el de GnRH es mayor en machos WT con
respecto a hembras WT, sugiriendo que el GABA ejerceria un efecto estimulatorio a

esta edad.

Con estos resultados no podemos descartar que el contenido de GABA en el HMB sea
diferente del observado en el HT total, que esté regulado por la expresién local de

Gad1 y esté también controlando la expresion Gnrh1 en esta area.
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EXPRESION DE AROMATASA

Luego quisimos evaluar si las alteraciones encontradas tanto en Gnrh1/GnRH como
en Gadl1 y Kiss1 en ratones GABAg;KO de 4 dias de edad podian deberse a variaciones
en la sintesis y/o sensibilidad al E; por parte de estas neuronas o de neuronas que las
regulan y se sabe que responden a E,. Para ello evaluamos la expresion de Cyp19al
(aromatasa: enzima que convierte testosterona a estradiol en los tejidos blanco) en

ratones de ambos sexos y genotipos de DPN4.

En HA encontramos que la expresién de Cyp19al era similar en ambos sexos, sin
embargo los ratones GABAR:KO presentaron aumentada la expresion de Cyp19al con
respecto a los WT (p<0.05) (Figura 3.20 izquierda). Por lo que un aumento en la sintesis

local de E; podria verse favorecido en estos animales.

A diferencia del HA, en HMB no se encontraron diferencias en la expresion de

Cyp19a1l entre los grupos (Figura 3.20 derecha).
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Figura 3.20: Expresion relativa de Cyp19a1 (qPCR) en hipotdlamo anterior (HA, panel izquierdo) e
hipotadlamo medio basal (HMB, panel derecho) de ratones a DPN4. HA: ANOVA en dos sentidos:
interaccion NS, efecto principal genotipo p<0.05; *: Cyp19al en ratones GABAg,KO distinto de ratones
WT. HMB: ANOVA en dos sentidos: NS. N=8-10.

Si bien encontramos que en HA existe mayor expresién de Cyp19al en los ratones
GABAR1KO, no podemos afirmar que la enzima o su actividad sea mayor en estos
ratones con respecto a los WT, ni que esta pequefia diferencia en su expresién tenga
alguna relevancia fisiologica. Ademas podemos destacar que la expresién del ARNm de
esta enzima resultd afectada en el HA, a diferencia de lo observado para Gnrh1y Gad1

en donde las diferencias genotipicas se observaron en HMB, lo cual indicaria que la
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falta del RGABA; a esta edad no afecta de la misma manera la expresion de todos los

genes.

EXPRESION DE PGR EN NUCLEOS HIPOTALAMICOS ESPECIFICOS AVPV/PEN Y ARC
(QPCR)

Dado que habiamos observado una disminucién de la expresion de Kiss1 en el ARC
de hembras GABAz;KO y que esto podia deberse a un efecto inhibitorio de los
estrégenos (dado que a esta edad la retroalimentacion negativa ya se encuentra
activa), ademds de medir la expresién de Cyp19al decidimos evaluar la expresién del

receptor de progesterona (Pgr). El Pgr es un gen sensible a la regulacién por estradiol

y se lo utiliza como marcador de los niveles de estradiol circulantes.
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Figura 3.21: Expresion relativa de Pgr (qPCR) en micropunches de nucleos hipotalamicos especificos:
AVPV/PeN (arriba) y ARC (abajo) de ratones DPN4. AVPV/PeN y ARC: ANOVA en dos sentidos: NS.
N=5-10.
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Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en los niveles de expresién de
Pgr entre los grupos ni en el AVPV/PeN ni en el ARC de ratones de 4 dias de edad
(Figura 3.21). En el AVPV/PeN observamos una tendencia a una mayor expresion de

Pgr en machos, como ha sido sugerido en la bibliografia (Quadros et al. 2002b).

Por lo tanto, dado que la expresidn de Pgr, que es sensible a los niveles de estradiol
circulante, no mostré diferencias en el ARC, las diferencias observadas en la expresiéon
de Kiss1 en esta drea probablemente no se deberian a diferencias en el nivel de los
esteroides entre los genotipos, sino mas bien seria la consecuencia de la falta del
receptor GABAg, por alteracion en la sensibilidad a estrégenos de esta poblacién

neuronal de Kiss1 o la combinacidon de estos factores.

EXPRESION DE TH EN NUCLEOS HIPOTALAMICOS ESPECIFICOS AVPV/PEN Y ARC
(QPCR)

La tirosina hidroxilasa (TH), como mencionaramos en el Capitulo I, es la enzima
limitante en la sintesis de dopamina, quien controla negativamente la sintesis y
secrecién de prolactina (PRL). La expresion de Th esta sexualmente diferenciada en
AVPV/PeN de ratones adultos, siendo mayor en hembras que en machos, similar a lo
gue se observa para Kiss1 (Semaan et al. 2010). La mayoria de las neuronas Kiss1 co-
expresan Th, especialmente en PeN (Semaan et al. 2010). Por lo tanto, decidimos
evaluar la expresion de Th para determinar si las alteraciones observadas para Kiss1,
Gnrh1l y Gadl en los ratones GABAR;KO son exclusivas de estos genes o si la falta del

receptor afecta también a otros genes sexualmente dimaérficos.

No encontramos diferencias entre los grupos ni en AVPV/PeN ni en ARC en la
expresion de Th a los 4 dias de edad (Figura 3.22), indicando que las diferencias

sexuales observadas en la adultez se instalan mas adelante durante el desarrollo.
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Figura 3.22: Expresion relativa de Th (qPCR) en micropunches de nucleos hipotalamicos especificos:
AVPV/PeN (arriba) y ARC (abajo) de ratones a DPN4. AVPV/PeN y ARC: ANOVA en dos sentidos: NS.
N=5-10.

Cuando comparamos la expresidn de Th en los dos nucleos especificos encontramos

que la expresidén es mayor en el ARC comparado con el AVPV/PeN (p<0.0001) (Figura
3.23).

Por lo tanto, podemos decir que las diferencias genotipicas encontradas en la
expresion de Kissl, Gnrhl y Gadl debido a la falta de un RGABAg funcional son

especificas de determinados genes y no afecta en general a todos los genes

sexualmente dimorficos.

Ademas, dado que el E, estimula la expresion de Th (Pau et al. 2000; Serova et al.
2002), estos resultados y los obtenidos para el Pgr, llevarian a pensar que el E;

circulante no se encontraria afectado en los ratones GABAz:KO a DPNA4.
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Figura 3.23: Nimero de copias del ARNm de Th (qPCR) en micropunches de AVPV/PeN y ARC de ratones
a DPN4. ANOVA en tres sentidos: interaccidn triple NS, efecto principal area p<0.0001.
*: Th en ARC distinto de Th en AVPV/PeN. N=5-10

RESULTADOS IIl B. EJE GONADOTROFICO: HIPOFISIS

EXPRESION DEL GNRH1R (QPCR)

Dado que en las hembras GABAg;KO de 4 dias de edad observamos una tendencia a
aumentar su contenido HT de GnRH y que los patrones de secrecién de GnRH regulan
la expresion del receptor de GnRH (RGnRH) en la hipdfisis, quisimos evaluar si existia
alguna alteracion en estos ratones a nivel de la expresién del ARNm del RGnRH

(Gnrh1r) en adenohipdfisis.

Cuando analizamos la expresiéon del Gnrh1r observamos una diferencia sexual, los
machos presentaron mayor expresiéon que las hembras (p<0.04), sin encontrarse
diferencias genotipicas (Figura 3.24). Esta misma diferencia sexual habia sido descripta
anteriormente en ratas prepuberes por ensayos de unidn al receptor (binding) (Lacau-
Mengido et al. 1998). Estos resultados sugeririan que las posibles diferencias en la

secrecién de GnRH a esta edad no estarian modificando la expresién del Gnrh1r.
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Figura 3.24: Expresion relativa de Gnrh1r (QPCR) en adenohipdfisis de ratones a DPN4. ANOVA en dos
sentidos: interaccidn NS, efecto principal sexo p<0.04. *: Gnrh1r en HF de machos distinto de Gnrh1r en
HF de hembras. N=5-10.

CONTENIDO Y NIVELES SERICOS DE LH, FSH Y PRL (RIA)

Dado que cambios en GnRH pueden también llevar a cambios en la sintesis y
secrecion de gonadotrofinas, estudiamos a continuacidn estos pardmetros en nuestro

modelo experimental a los 4 dias de edad.

El contenido hipofisario de LH depende del sexo y del genotipo (ANOVA en dos
sentidos, interaccion: p<0.05) (Figura 3.25 izquierda). Si bien no se encontraron
diferencias significativas a esta edad en los ratones WT, el contenido de LH se encontrd
aumentado en las hembras GABAg;KO con respecto a las hembras WT (p<0.05) y

también marginalmente (p=0.06) con respecto a los machos GABAg;KO.

En cuanto a los niveles séricos de LH (Figura 3.25 derecha), se observé que las
hembras presentan niveles mayores con respecto a los machos (p<0.05) y que los

ratones GABAg;KO presentaron niveles mayores con respecto a los WT (p<0.05).
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Figura 3.25: Contenido (ng totales/HF, izquierda) y niveles séricos (ng/ml, derecha) de LH (RIA) en
ratones a DPN4. Contenido de LH: ANOVA en dos sentidos, interaccién p<0.05. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0.05). Niveles séricos de LH: ANOVA en dos sentidos, interaccion NS, efectos
principales sexo y genotipo p<0.05. *: LH sérica en hembras distinta de LH sérica en machos. #: LH sérica
en ratones WT distinta de LH sérica en ratones GABAg;KO. N=5-9.

El contenido hipofisario de FSH no mostré diferencias significativas entre los grupos a
esta edad (Figura 3.26 izquierda). Sin embargo, los niveles séricos de FSH fueron
mayores en hembras con respecto a los machos (p<0.001), de acuerdo con estudios

previos (Dohler & Wuttke 1975), sin diferencias genotipicas (Figura 3.26 derecha).
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Figura 3.26: Contenido (ng totales/HF, izquierda) y niveles séricos (ng/ml, derecha) de FSH (RIA) en
ratones a DPN4. Contenido de FSH: ANOVA en dos sentidos NS. Niveles séricos de FSH: ANOVA en dos
sentidos, interaccidn NS, efecto principal sexo p<0.001. *: FSH sérica en hembras distinta de FSH sérica

en machos. N=4-11.
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Por otro lado también evaluamos los niveles séricos de prolactina (PRL) dado que es
una hormona relacionada con el eje gonadotréfico. Tanto la proliferacién de las células
hipofisarias secretoras de PRL, los lactotropos, como su secrecién, estdn reguladas

positivamente por E,.

No encontramos diferencias significativas en los niveles de prolactina sérica entre los

grupos a esta edad (Figura 3.27). Este resultado era esperable ya que no se
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evidenciaron diferencias en la expresiéon de la enzima limitante en la sintesis de
dopamina (Th), principal regulador negativo de PRL. Este resultado seria también un
indicio de que los niveles de E; circulante no se encontrarian afectados en los ratones

GABA;:1KO de 4 dias de edad.
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Figura 3.27: Niveles séricos (ng/ml, derecha) de PRL (RIA) en ratones a DPN4. ANOVA en dos sentidos
NS.
N=5-9.

RESULTADOS Il C. EJE GONADOTROFICO: GONADAS

EXPRESION DE AROMATASA GONADAL (QPCR)

Aunque el estimulo natural de la sintesis de aromatasa es FSH, se ha postulado que
LH puede inducir la sintesis y actividad de aromatasa, especialmente cuando los
receptores de LH estan presentes en niveles bajos (Andric & Ascoli 2008). En los
resultados presentados anteriormente demostramos que tanto el contenido
hipofisario como los niveles séricos de LH se encontraban alterados en los ratones
GABAGR;KO. Es por ello que decidimos evaluar la expresién de Cyp19al en las gbdnadas

de ratones WT y GABA1KO a esta edad.

Los ovarios de hembras de ambos genotipos no difieren en la expresion de Cyp19a1l
(Test t ns) (Figura 3.28 izquierda). Sin embargo, la expresion de Cyp19al es mayor en
los testiculos de machos GABAz;KO con respecto a los WT (p<0.001) (Figura 3.28
derecha). Cabe aclarar, que los niveles de expresién gonadal de Cyp19al1 en machos
fueron muchisimo mas bajos que en las hembras, dado que para los testiculos se
utilizé una RT de 3ug/20ul para levantar el producto, mientras que fue de 1ug/20ul

para los ovarios.
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Figura 3.28: Expresion relativa de Cyp19a1 (qPCR) en ovario (izquierda) y testiculo (derecha) de ratones
a DPN4. Ovario: Test t NS. Testiculo: Test t p<0.001. *: Cyp19al en machos GABAg; KO distinto de
Cyp19al en machos WT. N=5-8

Si bien la expresidén de la enzima no necesariamente equivale a una modificacion a
nivel de la expresién de la proteina o su actividad enzimatica, éste es un primer indicio
que nos lleva a pensar que las alteraciones a nivel hipofisario y/o la ausencia del
RGABA; en las génadas podrian impactar a nivel gonadal ya desde etapas tempranas

del desarrollo.

CONTENIDO GONADAL DE TESTOSTERONA Y ESTRADIOL (RIA)

Luego quisimos evaluar los niveles intra-gonadales de T y E, en ratones de ambos

sexos y genotipos a DPN4.

El contenido de T no presentd diferencias genotipicas en ninguno de los sexos, sin
embargo, al mirar los ejes de los graficos observamos que los niveles de T fueron

mayores en machos que en hembras, como era de esperar (Figura 3.29).
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Figura 3.29: Contenido de testosterona (ng totales/génada) en testiculo (izquierda) y ovario (derecha)
de ratones de 4 dias de edad. Test t para cada determinacién: NS. N=4-6.
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En cuanto al contenido gonadal de E,, encontramos que los machos GABAz;KO
presentaron un aumento en los pg totales de E, (p<0.01) y en los pg/mg de testiculo
(p<0.01) con respecto a los machos WT (Figura 3.30 izquierda). Las hembras GABAg:KO
presentan una tendencia (que no llega a ser significativa) a tener un mayor contenido
total de E, por ovario con respecto a las hembras WT (p=0.08) (Figura 3.30 derecha).
El contenido de E;/mg de ovario presentd un aumento significativo claro con respecto

a las WT (p<0.01) (Figura 3.30 derecha).
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Figura 3.30: Contenido de estradiol (pg totales/génada) en testiculo (izquierda) y ovario (derecha) de
ratones de 4 dias de edad. Test t para cada determinacién p<0.01. *: Estradiol en ratones GABAg;KO
distinto de WT. N=4-6.

El aumento del contenido de E, en los testiculos de los machos GABAz:KO esta de
acuerdo con el aumento en la expresidon de Cyp19al detectado. Ademas al observar el
eje de los gréficos se puede ver que el contenido de E, es mayor en hembras que en
machos, lo cual también coincide con el hecho que para detectar Cyp19a1 en machos

tuvimos que partir de una RT mas concentrada que para hembras.

Nos resultd interesante en el caso del contenido de E, analizar tanto el total por
gonada como el contenido por mg de tejido ya que cada uno presenta informacion

distinta. El contenido total da una idea de los niveles circulantes de E, (ya que no es
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detectable en suero a esta edad, observacidon personal del Dr. Kauffman (Haisenleder
et al. 2011)), mientras que el contenido por mg de tejido nos permite demostrar
diferencias en la sintesis local y el impacto que el E, pueda tener en la regulacién
autocrina y paracrina en la génada y que puede perturbar el correcto desarrollo y/o

funcionalidad de la misma.

Para descartar que las diferencias mencionadas en el contenido de estradiol sean
debidas al peso corporal de las crias o de las génadas, comparamos ambos pardmetros

entre los grupos.

Ni el peso corporal de las crias ni el peso de las gonadas (Tabla 3.2) resultaron

afectados por el genotipo.

Tabla 3.2: Peso de las crias (gr) y de las génadas (mg) de ratones a DPN4. Peso crias: ANOVA en dos
sentidos NS. Peso génadas: ANOVA en dos sentidos: interaccion NS, efecto principales sexo p<0.01.
*: peso testicular distinto del peso ovarico. N=5-12.

3 WT 2.85+ 0,19 2.70+0.36 *
d KO 2.73+0.31 2.52+0.31*

Q WT 2.90+0.15 0.88 £0.18
¢ KO 2.99+£0.13 0.90+£0.14

DISCUSION 111

En los capitulos anteriores de la presente Tesis hemos demostrado que la falta del
RGABA; funcional causa alteraciones a nivel del eje hipotdlamo-hipéfiso-gonadal en
ratones adultos que no involucran diferencias en la expresién de Kiss1 en areas criticas
para la reproduccién, como lo son el AVPV/PeN o el ARC. También demostramos un
incremento muy sorprendente de la expresion de Kiss1 en areas extra-hipotalamicas,
intimamente relacionadas con el control de comportamientos sexualmente

especificos, los que aparecen durante o posteriormente al inicio de la pubertad.

En este capitulo nos propusimos evaluar si la ausencia del RGABA; afecta el

desarrollo y la diferenciacién sexual del cerebro y el correcto ensamblado de los
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sistemas GnRH y Kiss1 en edades tempranas del desarrollo, como lo es DPN4. Esta es
una edad en la cual los principales eventos que determinan la diferenciacion sexual del
cerebro ya han ocurrido (los dos picos de testosterona perinatales) pero este proceso
se encuentra aun desarrollo, dado que se postula que finaliza alrededor del dia 7
postnatal (Kauffman 2010). Las alteraciones que puedan ocurrir en este sistema
durante este periodo critico pueden dejar su impronta y modificar el correcto

funcionamiento del eje en la adultez.

Dado que el GABA ha sido previamente involucrado en la regulacidén de la migracion
de neuronas GnRH (Heger et al. 2003; Lee et al. 2008a; Wierman et al. 2011), proceso
que se encuentra completo al momento del nacimiento en ratones (Wierman et al.
2004), quisimos evaluar si la migracién o el nimero de neuronas GnRH se encontraban
alteradas en ratones GABAz:KO. No encontramos diferencias ni durante en la
localizacion ni en el nimero de las neuronas ir-GnRH en el BO o en el OVLT-APO a
DPNA4. Por lo tanto no encontramos evidencias de una migracién anormal de neuronas
GnRH en ausencia del RGABAg, en concordancia con estudios farmacoldgicos previos
(Tobet et al. 2001). Sin embargo, la pulsatilidad de GnRH se encuentra aumentada en
las hembras adultas GABAR;KO. En cuanto a esto, se sabe que para que las neuronas
de GnRH cumplan su rol fisioldgico normal en la adultez, sus axones deben extenderse
desde el soma en el area rostral del hipotalamo hasta la EM en el HMB, proceso que
ocurre en edades tempranas del desarrollo (Livnhe et al. 1993a). Recientemente, se
demostré que los RGABAg tienen un rol importante en la maduraraciéon de la
morfologia dendritica y axdnica (Bony et al. 2013), lo cual podria justificar las

alteraciones fisiolégicas encontradas en las hembras adultas.
Alteraciones a nivel central en Kiss1, Gnrh1/GnRH y Gad1/GABA

En el HA, tanto el ARNm como el contenido peptidico de GnRH no se encontraron
alterados por la falta del RGABAg. La expresidon de Gnrh1 fue similar en ambos sexos,
como fuera previamente descripto por Gore y col. (Gore et al. 1999). En cuanto al
contenido de GnRH, observamos que fue mayor en los machos con respecto a las
hembras, distinto a lo encontrado en la expresion, sugiriendo una regulacion post-
transcripcional de GnRH (Gore & Roberts 1997), de manera sexo-especifica. Aunque la

expresion de Kiss1 no fue consistentemente detectada en el AVPV/PeN por medio de

177



la técnica de HIS antes de DPN10 (Semaan et al. 2010; Kauffman 2010; Cao & Patisaul
2011; Takumi et al. 2011), nosotros evaluamos su expresion por gPCR a DPN4. Por
primera vez se detectaron niveles muy bajos de Kiss1 en este nucleo que, a su vez,
mostraron una diferencia sexual, la expresién en machos fue mayor a hembras, inversa
a la que se observara después en la adultez. También evaluamos la expresiéon del
receptor de kisspeptina (Kiss1r) en HA. En los animales WT los niveles de expresion de
Kiss1r se corresponden con los niveles de Kiss1 (machos mayor a hembras). En los
animales GABAg;KO se mantiene la diferencia sexual aunque los niveles de expresiéon
del Kiss1r son muchisimo mas bajos que en los WT. Este es un resultado muy original,
ya que sugiere que los efectos de Kiss1 podrian estar impedidos a esta edad en los
ratones GABA;KO. Luego evaluamos la expresion de Gadl en el HA y establecimos
gue fue mayor en los machos con respecto a las hembras, como se describid
previamente (Davis et al. 1996). La expresion de Gadl se correspondid con el
contenido hipotalamico de GABA (machos mayor a hembras), en concordancia con los
resultados de Fligge y col. (Fliigge et al. 1986). Sin embargo, ni la expresién de Kiss1, ni
la de Gad1 se alteraron a esta edad en el HA por la falta del RGABAg. Se sabe que la
accién de GABA a través de los RGABA, es principalmente estimulatoria en las
neuronas de GnRH desde los estadios embrionarios hasta estadios prepuberales
(Maffucci & Gore 2009). Por lo tanto, proponemos que el alto contenido de GABA en el
HA de los machos a DPN4 podria estar estimulando la sintesis peptidica de GnRH,
ademas de un posible input en el mismo sentido por parte de Kiss1. En resumen, estos
resultados demuestran que existe una diferencia sexual en el contenido de GnRH y
GABA en HA vy que la falta del RGABA; no estaria actuando sobre estos parametros
sexualmente dimodrficos. Estos resultados no nos sorprenden, dado que se sabe que
GABA no participa en la diferenciacién sexual de este area (Schwarz & McCarthy

2008a).

Sin embargo, al evaluar el ARC/HMB encontramos un escenario completamente
diferente. Aqui, GABA ha sido postulado como el principal efector de la diferenciaciéon
sexual inducida por E, (Schwarz & McCarthy 2008a). Aunque existen pocas neuronas
GnRH en el HMB (Livne et al. 1993b; Kimura & Funabashi 1998), el ARNm de Gnrhl

puede ser transportado axonalmente y regulado a este nivel (Herman & Tomaszewska-
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Zaremba 2010). Nosotros encontramos un patrén particular en la expresién de Gnrhli
en el HMB, sin diferencias sexuales en los ratones WT, como lo observado en HA,
mientras que en los ratones GABAg:KO se observd que las hembras tenian niveles de
expresiéon mayores con respecto a los machos. Ademds, como en el HA, el contenido
de GnRH en el HMB fue mayor en machos WT con respecto a hembras WT y esta
diferencia sexual se pierde en los ratones GABA;KO y tiende a aumentar en hembras
GABAg:KO con respecto a hembras WT, similar a lo observado en la expresion de

Gnrhl1.

Estas diferencias genotipicas y sexuales en la expresion y el contenido de GnRH en
HMB no podrian ser atribuidas a una regulacién por parte de kisspeptina, dado que la
expresion de Kiss1 en el ARC de ratones WT mostrd niveles mayores en hembras con
respecto a machos, como se describié previamente (Cao & Patisaul 2011; Takumi et al.
2012; Poling & Kauffman 2012b). Interesantemente, esta diferencia sexual se perdio
en los ratones GABAg1KO, debido a una disminucion significativa en la expresion de
Kiss1 en hembras GABAR1KO con respecto a las WT. Estos resultados sugeririan que la
sintesis aumentada de GnRH en las hembras GABAg;KO no es dirigida por kisspeptina,
en concordancia con resultados previos que reportaban que los niveles de GnRH no
dependian de kisspeptina a esta edad (Poling & Kauffman 2012b). Ademas, esta
hipdtesis estd también reforzada por los muy bajos niveles de expresidon del Kiss1r en
el HMB de las hembras GABA;KO a esta edad. Recientemente, Fiorini y col. (Fiorini &
Jasoni 2010) descubrieron que kisspeptina, secretada por neuronas Kiss1 del ARC,
estimula el crecimiento de las prolongaciones de neuronas GnRH una vez que se
encuentran en las inmediaciones de la EM y de esta manera asegura la correcta
inervacién de estas neuronas. Ademas, la expresion de Kiss1 en el HMB se detectd
desde E13.5, lo cual coincide con la llegada de las primeras inervaciones de neuronas
GnRH a esa zona (Tobet & Schwarting 2006; Wu et al. 1997; Silverman et al. 1987). Por
lo tanto, la disminucion de Kiss1 en hembras GABAg;KO a DPN4, que podria ya estar
presente desde etapas anteriores, podria estar afectando el normal desarrollo axonal
de GnRH y causando las alteraciones fisiolégicas en el sistema de GnRH observado en

la adultez.

De manera sorprendente, la expresidon de Gadl en el HMB mostré el mismo patrén

gue Gnrhl en esta zona, incluyendo una diferencia sexual presente en los ratones
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GABAGg:KO, la cual no se observa en los WT. La correlacidn positiva encontrada entre la
expresion de estos genes en el HMB apunta a una regulacién de GnRH por parte de
GABA en el HMB y/o que la ausencia del RGABAg afecta a ambos genes de la misma
manera. Esta observacién también sugeriria que los RGABAg estan normalmente
modulando la expresién de Gadl en el HMB, a diferencia del HA, de manera sexo-
especifica. A diferencia de lo observado en DPN4, en adultos, la falta del RGABAg altera
la expresién de Gnrh1y Gad1l tanto en HA como en HMB. Otro dato importante es que
no existe correlacién entre la expresiéon de Gnrh1l o Gadl con Kiss1 en HMB, lo cual
indicaria que Kiss1 no estaria modulando la expresion de estos genes a esta edad. Los
cambios observados en la expresion de Kiss1 serian debidos a la falta del RGABAg en
las neuronas Kiss1 del ARC, ya que, aunque el E; circulante pudiera estar aumentado
en las hembras GABAR:KO a los 4 dias de edad, no ejerceria un efecto a nivel central

debido a la presencia de la a-fetoproteina.

El HMB controla la secrecion tonica de GnRH y se encuentra activo neonatalmente,
diferente a lo que ocurre con la secrecion previa a la ovulacidn, la cual es controlada
por el APO-HA y la cual se desarrolla luego en la pubertad (Kimura & Funabashi 1998).
Estos resultados sugeririan que el HA podria afectarse en los ratones GABAg:KO una
vez que esta region comienza a ser activa en la regulacién de GnRH en la pubertad y

adultez.

En este capitulo, ademas de evaluar el contenido hipotalamico de GABA, quien juega
un rol importantisimo en la regulacién de GnRH (Martinez et al. 1994; Lakhanpal &
Kaur 2007; Christian & Moenter 2007; Clarkson & Herbison 2006a; Martin et al. 2007;
Christian & Moenter 2007; Grove-Strawser et al. 2007), también investigamos otros
neurotransmisores aminoacidicos involucrados en la regulacion de GnRH vy
relacionados con el sistema GABAérgico, como lo son el glutamato, precursor
biosintético de GABA (Mahesh & Brann 2005; Clarkson & Herbison 2006a; Bailey et al.
2006; Parent et al. 2005) y la taurina (Arias et al. 1995; Feleder et al. 1999), propuesta
como un agonista de los receptores GABAergicos tanto GABA, como GABAg (del Olmo
et al. 2000; Belluzzi et al. 2004; Behar et al. 2001). Sin embargo, ninguno de estos
neurotransmisores se encontraron afectados por la falta del RGABA; a los 4 dias de

edad.
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Alteraciones a nivel hipofisario y gonadal

Fisioldgicamente, las alteraciones en el sistema de GnRH podrian tener
consecuencias a nivel hipofisario. Si bien la expresién del Gnrhlr no presentd
diferencias genotipicas, detectamos un aumento en el contenido de LH en las hipdfisis
de hembras GABAg;KO comparado con las WT, el cual podria deberse tanto a una
secrecidon/pulsatilidad de GnRH alterada, como sucede en el adulto, y/o a la ausencia
de RGABAg en la hipdfisis. En cuanto a los niveles séricos de LH, se encontrd una
diferencia sexual (hembras mayor a machos) que también fue descripta por Poling y
col. en ratones de DPN1 (Poling & Kauffman 2012b). Ademas, los niveles séricos de LH
se encontraron elevados tanto en machos como en hembras GABAg1KO con respecto a
los WT, manteniendo la diferencia sexual. En resultados previos, demostramos que la
estimulacion de los RGABAg en la adenohipdfisis inhibe la secrecién de LH (Lux-Lantos
et al. 2001) y que la ausencia de RGABA; induce un aumento en la secrecion basal de
LH en cultivo primario de células adenohipofisarias de ratones adultos GABAg:KO
(Catalano et al. 2010). Ademas, la expresion de RGABA; es maxima en etapas
neonatales y luego disminuye a lo largo del desarrollo y los niveles proteicos son
mayores en hembras que en machos (Bianchi et al. 2001). Cualquiera sea el origen del
aumento de LH en los ratones de DPN4, aparentemente estaria estimulando la sintesis
de estrégenos en las gdénadas, dado que el contenido de E, se encontré elevado tanto
en testiculo y marginalmente en ovario de ratones GABAR;KO de DPN4, sin encontrarse
alteraciones en el contenido de T. Aunque el estimulo natural de la sintesis de
aromatasa es FSH (no se encontré alterada en nuestro modelo), se ha postulado que
LH puede inducir la sintesis y actividad de aromatasa, especialmente cuando los
receptores de LH estan presentes en niveles bajos (Andric & Ascoli 2008). Cuando
evaluamos la expresion de Cyp19al en las gdnadas, se encontré aumentada sélo en los
machos GABAz;KO con respecto a los WT, lo cual coincide con un aumento del
contenido aumentado de E; en testiculo. En las hembras GABAg;KO no se encontraron
diferencias genotipicas en la expresién de Cyp19al, aunque no podemos descartar que
la actividad enzimatica se encuentre alterada. Alternativamente, el incremento en el
contenido de E; (pg/mg tejido) en las génadas de GABAg;KO puede ser consecuencia
de la ausencia local de los RGABAg, los cudles se expresan normalmente tanto en
ovarios (Kaupmann et al. 1997; Kaupmann et al. 1998) como en testiculos (Vidal et al.

2008), sugiriendo que los RGABAg podrian estar regulando negativamente la sintesis
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y/o actividad de aromatasa gonadal. Es de hacer notar que, tanto la expresion
hipotaldmica de Pgr y Th como los niveles séricos de PRL, factores que se encuentran
regulados por E,, no se vieron afectados en los ratones GABAg1KO, sugiriendo que los
niveles de E, circulante no se encontrarian afectados y que la disminucion de la
expresion de Kiss1 en el ARC de hembras GABAg; KO de DPN4 se deberia
especificamente a la falta del RGABAg en estas neuronas y no seria la consecuencia de
la retroalimentacién negativa ejercida por los niveles circulantes de E,. Aunque la
expresion de Cyp19al se vio elevada en HA de ratones GABAg1KO, no podemos saber
si esto da lugar a un aumento en la actividad de la enzima, con un consecuente
aumento de sintesis local de E,, que en ese caso estaria afectando Unicamente la
expresion de Kiss1 en el ARC de las hembras GABAg;KO, dado que no se observaron
cambios en Pgr o Th. El aumento del E, ovérico (pg/mg tejido) podria tener efectos
locales y alterar el normal desarrollo ovarico y, de esta manera, contribuir al fenotipo

alterado observado en los ratones adultos GABAg;KO.

CONCLUSION 111

En resumen, estos resultados demuestran que la falta de un RGABAg funcional no
ejerce marcados efectos en la expresién de genes importantes para el control
reproductivo en el HA en esta temprana etapa postnatal. En cambio, importantes
diferencias en la expresion de estos genes se observaron en los ratones GABAz:KO en
el HMB, sugiriendo la importancia de la presencia de este receptor en esta region
hipotaldmica. Estos resultados contribuirian a la hipdtesis que el sistema GABAérgico
es un factor critico en el desarrollo y diferenciacion sexual del ARC/HMB. El GABA, a
través de los RGABA,, ha sido postulado como un factor clave que es requerido por el
E, perinatal para inducir la diferenciacién sexual del ARC (Schwarz & McCarthy 2008a).
Los resultados presentes en este capitulo, demuestran que los RGABAg también
participan en este proceso, dado que en su ausencia se alteran las diferencias sexuales
de genes clave, como son Kiss1, Kisslr, Gnrhl y Gadl en ARC/HMB (Tabla 3.3),
probablemente alterando la organizacién y desarrollo del eje reproductivo. Estos
resultados postulan, ademas, que Kiss1 no estaria regulando a GnRH en esta etapa del
desarrollo y que el principal modulador del decapéptido seria el sistema GABAérgico,
sin descartar otros posibles factores no estudiados en este trabajo.

182



Tabla 3.3: resumen de los resultados obtenidos para la expresion hipotaldmica (HA: hipotdlamo anterior
y HMB: hipotdlamo medio basal) de genes clave en la reproduccién a los 4 dias de edad.

HA HMB
Genes WT KO WT KO

Kiss1 3>% 3>9 d<f 3=9
Kiss1r J>Q 3>9 3=% 3>9
Gnrh1 J=9 3=9 3=% g<Q
Gad1 359 359 3=9 3<Q
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CONCLUSION FINAL

A continuacidon presentamos un resumen de los resultados mas importantes
encontrados a lo largo de esta Tesis en nuestro modelo experimental, los ratones

GABAG3:KO, en las distintas etapas del desarrollo estudiadas:
Adultos GABAg;KO

+ Alteracion de la expresién sexual dimorfica de genes clave en la
reproduccion (Gnrh1, Gad1, Pgr, Th) en el HA.

% Aumento del sistema kisspeptidérgico en areas extra-hipotalamicas, tales
como MeA, BNST y septum lateral, relacionadas con comportamientos
sexuales que ocurren durante o luego del inicio de la pubertad.

+ Aumento en la frecuencia de pulsatilidad de secrecién de GnRH, la cual no
estaria dada por alteraciones a nivel de Kiss1 en AVPV/PeN y ARC
(poblaciones clave en el control del eje gonadotréfico, en dénde la co-
expresiéon de RGABAg; es altisima). Este aumento de la pulsatilidad daria
lugar a un aumento en la expresion del Gnrh1r en la hipdfisis de hembras.

# Alteraciones a nivel de la respuesta hipotalamica de las hembras frente a la
estimulacion con agonistas kisspeptidérgicos (Kiss-10), sugiriendo un
impedimento en la desensibilizacion del Kiss1r.

# Disminucion del porcentaje de ovulacién y del segundo pico de FSH que

daria lugar a las fallas en la ciclicidad y fertilidad de las hembras.
Neonatos de 4 dias de edad GABAg;KO

#+ Alteracion de la expresion sexual dimdrfica de genes clave en la
reproduccion (Kiss1, Kiss1r, Gnrh1, Gad1) en el HMB.

% GnRH no se encontraria regulado por kisspeptina a esta edad, sino por
GABA, y los RGABAg participan en esta regulacion.

+ Aumento en el contenido y los niveles séricos de LH en las hembras.

4+ Aumento del contenido de E, gonadal que podria dar lugar a las fallas

ovaricas en la adultez.
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En conclusion y basandonos en estos resultados podemos decir que GABA, a través
de sus RGABAg, posee un rol importante en la regulacion de la reproduccion. Por un
lado los RGABA; regulan el eje gonadotréfico a diferentes niveles y por otro lado
actuan en dreas extra-hipotaldmicas de expresion de Kiss1 relacionadas con la
conducta sexual. Sin embargo, el impacto de la falta de un RGABAg funcional es
distinto de acuerdo a la edad evaluada. Mientras que en los ratones de 4 dias de edad
los mayores cambios se observan en el ARC/HMB, en los ratones adultos aparecen en
el HA. Por ende, GABA, a través de sus RGABAg, interactuaria con GnRH vy kisspeptina
en la regulacion del eje reproductivo de manera diferencial en sus distintos niveles

durante el desarrollo y en la adultez, y en forma diferencial entre los sexos.

Las manifiestas alteraciones observadas en el eje hipotdlamo-hipéfiso-ovarico en las
hembras GABAg;KO aportan al entendimiento de las posibles causas de los desérdenes
reproductivos observados en pacientes con epilepsia, por lo menos en aquellas en las
gue etiopatogenia de su enfermedad radica en alteraciones de la funcionalidad de los

RGABA; (Wang et al. 2008; Lancaster et al. 2010).

Estos resultados alertan también a los posibles efectos colaterales que podrian
aparecer sobre el eje reproductivo ante tratamientos prolongados con analogos de

estos receptores.
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