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RESUMEN

Las hormonas sexuales pueden modular areas del cerebro involucradas en
funciones de memoria, locomocién, toma de decisiones y conductas motivadas,
tanto durante etapas tempranas del desarrollo como en la adultez. Dentro de estas
areas cerebrales sensibles a la accidon de hormonas sexuales, el drea septal ha sido
menos estudiada y ha sido asociada a la regulacion de la homeostasis y de ciertas
conductas. Al respecto, en esta tesis se estudiaron los efectos neuroquimicos de la
administracion neonatal de hormonas sexuales sobre el contenido de dopamina
(DA), serotonina (5-HT) y noradrenalina (NA) en el drea septal parte lateral (SL) de
ratas hembras y machos adultas. Ademas, se cuantificé el nivel de expresién de la
enzima tirosina hidroxilasa (TH) en SL de animales adultos tratados durante las
primeras horas de vida postnatal con hormonas sexuales y aceite de sésamo como
vehiculo.

Los resultados obtenidos demuestran que la administracion neonatal de
dihidrotestosterona produce un aumento significativo de DA en SL en ratas machos
y hembras adultas. Por otro lado, la administracion de estradiol y testosterona
produjo una disminucidn significativa de 5-HT en SL en ratas hembras, mientras que
en machos adultos la administraciéon neonatal de andrégenos aumentd
significativamente los niveles de 5-HT en SL. Respecto a NA se observd una
disminucion en SL de ratas hembras adultas tratadas neonatalmente con
testosterona, mientras que en machos la administracion de esta hormona la
aumentd. Los niveles de expresion de TH en SL de ratas machos adultas tratadas

con hormonas sexuales durante las primeras horas de vida postnatal no cambiaron



significativamente, mientras que en ratas hembras adultas la administracion

neonatal de EV aumentd significativamente los niveles de expresion de TH.

En conclusidn, estos resultados demuestran que el SL es un area cerebral sensible a
la accidon de hormonas sexuales y que la exposicion temprana a estas hormonas
afecta el contenido de neurotransmisores monoaminérgicos en SL de animales
adultos. Posiblemente estos cambios se relacionan con un aumento o disminucion
de la sintesis o metabolizacién de estos neurotransmisores, lo que podria afectar
funciones fisioldgicas reguladas por el SL. Sin embargo, estudios posteriores

deberdn ser direccionados para evaluar estos efectos deletéreos.



ABSTRACT

Sex hormones can modulate areas of the brain involved in memory, locomotion,
decision making, and motivated behaviors, both during early stages of development
and in adulthood. Within these brain areas sensitive to the action of sex hormones,
the septal area has been less studied and has been associated with the regulation of
homeostasis and certain behaviors. In this respect, in this thesis were studied the
neurochemical effects of neonatal administration of sex hormones on the content
of dopamine (DA), serotonin (5-HT) and noradrenaline (NA) in the lateral septal area
(SL) of female and adult male rats. In addition, it was quantified the level of
expression of the enzime tyroxine hidroxilase (TH) in SL of adult animals treated

during the first hours of postnatal life with sex hormones and sesame oil as vehicle.

The results obtained demonstrate that the neonatal administration of
dihydrotestosterone results in a significant increase of DA in SL in adult male and
female rats. On the other hand, administration of estradiol and testosterone
produced a significant decrease of 5-HT in SL in female rats, while in adult males

neonatal administration of androgens significantly increased 5-HT levels in SL.

Regarding NA, there was a decrease in SL of adult female rats treated neonatally
with testosterone, whereas in males the administration of this hormone was
increased. The levels of TH expression in SL of adult male rats treated with sex
hormones during the first hours of postnatal life did not change significantly,
whereas in adult female rats the neonatal administration of EV significantly

increased levels of TH expression.



In conclusion, these results demonstrate that SL is a sensitive brain area to the
action of sex hormones and that the early exposure to these hormones affects the
content of monoaminergic neurotransmitters in SL of adult animals. Possibly these
changes are related to an increase or decrease in the synthesis or metabolization of
these neurotransmitters, which could affect physiological functions regulated by SL.

However, further studies should be directed to evaluate these deleterious effects.



ABREVIACIONES

Abreviatura Nombre
TP Testosterona Propionato
EV Estradiol Valerato
TH Tirosina Hidroxilasa
VTA Area Tegmental Ventral
SL Septum Lateral
SM Septum Medial
SP Septum Posterior
NAcc Nucleo Accumbens
SLD Septum Lateral Dorsal
SLI Septum Lateral Intermedio
SLM Septum Lateral Medio
ARNmM Acido ribonucleico mensajero
NA Noradrenalina
CE Cuerpo Estriado
CPF Corteza Prefrontal
DA Dopamina
SN Sustancia Nigra
PBS Buffer Fosfato Salino
PCA Acido Percldrico
HPLC-EC Cromatografia Liquida de Alta Precisién
acoplada a un Detector Electroquimico
WB Western Blot
5-HT Serotonina
5-HIAA Acido 5- Hidroxi-indolacético




1) INTRODUCCION

En esta tesis se estudié una estructura del sistema limbico, conocida como la parte
lateral del drea septal o septum lateral (SL) que ha sido involucrada en el control de
conductas emocionales, funciéon autondémica y homeostasis. En este sentido, los
efectos sobre la neuroquimica monoaminérgica del SL y la expresidn de la tirosina
hidroxilasa (TH) en ratas adultas de ambos sexos expuestas a hormonas sexuales
durante las primeras horas de vida fueron estudiadas en esta tesis. A continuacion
se revisaran los conceptos mas importantes para el comprendimiento global de la
racional cientifica que llevd al desarrollo de esta tesis.

1.1) Efecto de las Hormonas Sexuales en Areas Dopaminérgicas y
Serotoninérgicas.

1.1.1) Hormonas Sexuales.

Las hormonas sexuales presentan caracteristicas fisicoquimicas que las hacen ser
muy lipofilicas, por este motivo son capaces de cruzar membranas biolégicas y
ejercer sus efectos a través de receptores citoplasmaticos. Estas y otras
caracteristicas permiten que las hormonas sexuales (como estrégenos vy
andrégenos) puedan cruzar la barrera hematoencefilica y tener efectos a nivel del
Sistema Nervioso Central (SNC), por ejemplo favoreciendo la conectividad neural
[1,2]. La principal hormona sexual masculina en el macho es la testosterona (T) y se
sintetiza mayoritariamente en las células de Leydig del testiculo [3], mientras que
en la hembra la T es sintetizada en las células de la teca del ovario, siendo el
principal precursor para la sintesis del 17-B-Estradiol (E;) [4,5]. La T induce la
expresion de genes blancos por la activacion directa del receptor de andrdgenos

(AR) o por la interaccién indirecta con receptores de estrégenos (ERs) debido a su



aromatizacion a E,. En machos, la T circulante es aromatizada a E, a través de la
accién de la enzima aromatasa citocromo P450 (Cyp19A1), expresada en tejidos
periféricos y en cerebro [6]. Por otro lado, la T puede convertirse, por accion de la
enzima 5a-reductasa, en Dihidrotestosterona (DHT), el cual es un andrégeno no-
aromatizable y con mayor potencia que la T sobre el AR [7]. A nivel cerebral, los
efectos de la T sobre el encéfalo de roedores han sido asociados a efectos
estrogénicos indirectos, que se producen durante en ciertas ventanas especificas
del desarrollo y que dependerian de los patrones de expresion de la aromatasa
[para revision ver 6,8].

En las hembras, el principal y mas potente estrogeno es el E,, mientras que la
estrona y estriol poseen una menor afinidad por ERs. Los ERs citoplasmdaticos son
parte de la superfamilia de receptores nucleares para esteroides, y se clasifican en
ER alfa y ER beta o ESR1 y ESR2, respectivamente [9]. Estos receptores son
responsables de los principales efectos mediados por estrégenos en tejidos
reproductivos y no reproductivos, como el cerebro. Los ESR1y ESR2, asi como el AR
se encuentran presentes en el cerebro de mamiferos modulando la actividad
neuronal [10], y para el caso de esta tesis, especificamente a neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales y mesocorticolimbicas [11-13] (ver figura 1). Cabe
sefalar, que en varias dreas cerebrales (como el cuerpo estriado) se ha observado
un receptor para estrégenos de membrana del tipo metabotrépico acoplado a
proteina G (Gi/o o Gs, dependiendo del el drea cerebral y etapa del desarrollo) que
rapidamente afectaria la transmisidon sindptica y ha sido denominado con el

acrénimo GPER [14,15].



Figura 1: Circuitos Dopaminérgicos en Cerebro de Rata

@=¢ Dopamine @1 GABA

@~¢ Glutamate Norepinephrine

Figura 1: Vias dopaminérgicas Mesocorticolimbico (A) y Nigroestriatal (B). Figura tomada y adaptada de referencia [16].
Abreviaturas: PFC, corteza prefrontal; NAc, Nuicleo Accumbens; VP, pdlido ventral; VTA, drea tegmental ventral; LDTg, tegument o
laterodorsal; PPTg, nticleo pedunculopontino tegmental; LC, locus coeruleus; RMTg, nticleo rostromedial tegmental; SMCtx,
cortezasomatosensorial; STR, estriado; GP, globo pdlido; STN, nticleo subtaldmico; SNC, sustancia nigra compacta; SNR, sustancia
nigra reticular.

1.1.2) Efectos de Hormonas Sexuales en Areas Dopaminérgicas.

Estudios en animales han demostrado que proteinas involucradas en la regulacion
del sistema dopaminérgico son moduladas por las hormonas sexuales [17-19]. En
este sentido, se ha demostrado por ejemplo que las hormonas sexuales pueden
afectar la tirosina hidroxilasa (TH), una enzima clave para la sintesis de dopamina
(DA) [20-22]. Otra proteina sensible a la accién de las hormonas sexuales es el
transportador de dopamina (DAT). En este sentido, la ovariectomizacién reduce los
niveles de expresion de DAT en Nucleo Accumbens (NAcc) y el reemplazo con E;
restaura los niveles de expresidon normal de DAT [23]. Ademas, la afinidad de DAT en
estriado de ratas adultas OVX se encuentra disminuida y el reemplazo con E, y
tamoxifeno (un modulador selectivo de ERs) incrementan la afinidad de DAT en
cuerpo estriado (CE) [24-26].

Respecto a otras proteinas involucradas en la transmisién dopaminérgica, como los

receptores, se ha observado que los niveles del receptor de DA tipo 2 (D.) estan



significativamente aumentados en NAcc y CE de ratas OVX, mientras que el
reemplazo hormonal con E, reduce los niveles de D, a niveles semejantes al de ratas
controles [23]. Estudios de hibridacién in situ han demostrado que luego de 14 dias
de tratamiento con E. se reduce la expresion de mRNA de D, en CE y NAcg, sin
afectar la expresién de los receptores tipo 1 (D;) y tipo 3 (D3) en las mismas areas
cerebrales [27]. Por otro lado, se ha observado que en ratas OVX tratadas con E, se
incrementa la expresidon del mRNA de D, D, y D3 en corteza prefrontal y del mRNA
de DAT en VTA [28-30]. Por otra parte, no solo neuronas dopaminérgicas han sido
estudiadas en su relacién con hormonas sexuales, sino también células endoteliales,
algunas células gliales y neuronas de otras areas cerebrales, como neuronas
hipocampales. Estas ultimas, ha sido consideradas como “células diana” para la
accion de los estrégenos, ya que han sido involucradas en procesos de
sinaptogénesis y otras formas de plasticidad neuronal [31]. Por ejemplo, el
tratamiento con estrégenos en ratas adultas OVX aumenta la densidad de espinas
dendriticas y la formacién de nuevas sinapsis en neuronas piramidales de la regién
CA1 de hipocampo [32]. Funcionalmente estudios electrofisiolégicos han
demostrado que al aplicar un antagonista de los receptores de N-metil-D-aspartico
(NMDA) se bloquea la sinaptogénesis inducida por estrégenos sobre las espinas
dendriticas hipocampales de ratas OVX [32]. Esta evidencia ha demostrado que la
activacion de los receptores de NMDA es un factor esencial para el desarrollo de
nuevas sinapsis inducidas por estrégenos.

1.1.3) Sistema Serotoninérgico.

La serotonina (5-HT) es un importante neuromodulador que estd asociada a una

gran variedad de procesos fisioldgicos en el SNC. Es producida desde los Nucleos del



Rafé (NR) ubicados en la formacién reticular, demostrandose su importancia
fisiolégica en la conectividad cerebral, desarrollo celular, la migracién y la
citoarquitectura neuronal, entre otras [33]. Estudios muestran que la 5-HT es capaz
de autoregular la morfologia de la ramificacién de las neuronas serotoninérgicas y
alteraciones en su sintesis o metabolizacién puede afectarlas [34]. Por otro lado, los
niveles normales de concentracion tisular de 5-HT pueden ser alterados por varios
factores deletéreos como alteraciones en la nutricion [35], exposicion al estrés y
exposicién a hormonas sexuales [36]. En este sentido, nuestro laboratorio ha
demostrado que la administracion neonatal de hormonas sexuales aumenta el

contenido de 5-HT en SN y VTA de ratas hembras adultas [19].

Figura 2: Neurona Serotoninérgica.
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Figura 2: Esquema ilustrativo de la sintesis y liberacién de 5-HT. La 5-HT se sintetiza a partir del aminodcido triptéfano obtenido
principalmente de la dieta y en las neuronas serotoninérgicas la enzima triptéfano hidroxilasa produce 5-hidroxitriptofano (5-
HTP). El 5-HTP es convertido por la enzima descarboxilasa de aminodcidos aromdticos a 5-HT, la cual es almacenada en vesiculas
para su posterior liberacién [32].



La 5-HT es una amina biogénica que cumple roles fisiolégicos como
neurotransmisor, neuromodulador, hormona y regulador de la hemostasia, entre
otros [37]. En la periferia cerca de un 95% de la 5-HT se encuentra en el sistema
enterocromafin del tracto gastrointestinal y el resto en las plaquetas. Mientras que
a nivel nervioso la 5-HT de ubica en neuronas triptaminérgicas del NR y en Sistema
Nervioso Entérico [38]. En SNC las neuronas serotoninérgicas estan concentradas
en la linea media de la protuberancia y el bulbo raquideo, especificamente en los NR
y en menor medida en el locus coerulus [20].

1.1.4) Biosintesis y Metabolismo de 5-HT.

La sintesis de 5-HT se inicia a partir del aminodcido esencial triptéfano (figura 3) que
es oxidado en la posicidn 5 del anillo pirrdlico, mediante la enzima triptéfano-5-
hidroxilasa (TpH-1). El 5-hidroxitriptéfano producido es descarboxilado en la cadena
lateral por la triptéfano-5-descarboxilasa para producir 5-HT. Esta ultima enzima ha
mostrado ser el factor limitante de la sintesis de 5-HT [32].

En cuanto al metabolismo de la 5-HT se han observado dos vias catabdlicas, siendo
la principal la desaminacién oxidativa por la enzima monoaminooxidasa (MAO) para
producir su principal metabolito inactivo, el acido 5-hidroxi-indolacetaldehido, el
cual es oxidado por la enzima aldehido deshidrogenasa que genera el producto
metabdlico final acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) [32].

1.1.5) Rol delas5-HT en el SNC.

En el SNCla 5-HT ha sido implicada en varias funciones neurofisioldgicas, incluyendo
suefio, aprendizaje, memoria, ritmos bioldgicos, ansiedad y temperatura, entre
otros. La 5-HT presente en el cerebro tiene principalmente un rol inhibitorio

asociado a una hiperpolarizacion celular de la membrana causada por un aumento



en la conductancia del potasio [39]. A nivel patolégico, alteraciones en el sistema
serotoninérgico estd involucrado en trastornos neuropsiquidtricas como
desdrdenes afectivos, conductas obsesivo-compulsivas, ansiedad y depresidn, entre

otras [32].

Figura 3: Sintesis y degradacion de la 5-HT.
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Figura 3: Esquema ilustrativo de las reacciones biosintesis y metabolismo de la 5-HT.

1.2)  Septum Lateral

1.2.1) Neuroanatomia Funcional del SL.

El Area Septal, es una estructura del SNC que forma parte del sistema limbico y se
encuentra dividida en la parte medial (SM), lateral (SL) y posterior (SP), basada en
su topografia, citoarquitectura y conexiones de este nucleo [40]. Anatémicamente,

el SL se encuentra ubicado en el prosencéfalo (drea subcortical) ligeramente en



posicion dorsocaudal al NAcc, rostrodorsal al hipotdlamo y a la decusacion de la
comisura anterior [41] (ver figura 4). El SL es considerado una estacion de relevo de
informacion nerviosa que conecta a estructuras mesencefdlicas y diencefélicas (VTA
e hipotdlamo), con otras estructuras limbicas como el hipocampo y telencefélicas
como la corteza pre-frontal (CPF) [42]. A nivel fisiolégico, el SL participa
activamente en el control de variados procesos como la regulacién de las
emociones, respuestas al estrés, la agresion, la regulacion de respuestas

autondmicas, humorales y funciones cognitivas superiores [40].

Figura 4: Ubicacién neuroanatémica del SL en rata (A) y humano (B).
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Figura 4: Ubicacién del septum lateral (SL) en el cerebro de ratas (a) y humanos (b). En humanos el drea septal se denomina
Septum pellucidum (SP). Figura tomada de [40].

A nivel de conectividad, el SL tiene una compleja organizacidn topografica que
involucra sistemas monoaminérgicos, colinérgicos, aferencias y eferencias

aminoacidicas provenientes de dreas extra septales y desde el SM (ver figura 5). Asf



por ejemplo, el SL recibe proyecciones dopaminérgicas desde el VTA, las cuales
hacen sinapsis directas con las dendritas septales [43,44]. Por otro lado, también
recibe proyecciones serotoninérgicas desde el NR Dorsal (NRD) [45].

El SL posee conexiones bidireccionales de origen telencefdlicas, diencefalicas y del
tronco del encefalo. El SL recibe importantes aferencias hipocampales y envia
eferencias principalmente hacia hipotdlamo [40]. Sin embargo, proyecta y recibe
informacién de dreas mesencefdlicas como la SN, el VTA y el NRD (ver figura 5)
[40,44,45].

Las neuronas del SL fundamentalmente son del tipo GABAérgico y presentan una
heterogeneidad morfoldgica interesante que ha sido estudiada por microscopia de
luz y electrdnica, lo que ha llevado a clasificarlas en tres diferentes grupos

neuronales: Neuronas Tipo I: Estas neuronas se encuentran ubicadas en el septum

lateral dorsal (SLD) y presentan un cuerpo celular grande, con un didmetro entre 15
a 20 ym. Las ramas dendriticas distales presentan espinas cortas, mientras el somay

las dendritas primarias no las tienen. Este tipo celular normalmente presenta varios

axones colaterales las cuales forman elaboradas arborizaciones [43]. Neuronas Tipo
II: Estas neuronas comprenden un grupo mas diverso, generalmente localizadas en
el Septum Lateral Intermedio (SLI). Debido a sus diferencias morfoldgicas, se
dividen en neuronas tipo lla y lIb. Las neuronas tipo lla se encuentran mas hacia
medial del SLI y sus dendritas pueden ramificarse hacia el septum lateral medial
(SLM) y SM, formando conexiones entre ambos nucleos. El cuerpo celular de estas
neuronas son de tamafio medio, bipolares, de los cuales emergen grandes
dendritas, con pocas espinas [43]. Las neuronas Ilb, mas conocidas como

somatoespinosas [43], representan aproximadamente el 25% de las neuronas



totales del SL. Estas neuronas tienen un cuerpo celular mediano de forma ovoide o

triangular, con un nudmero mayor a 5 dendritas por célula. Las neuronas

somatoespinosas proyectan hacia afuera del drea septal [46,47]. Neuronas Tipo lll:
Este tipo de neurona se encuentra exclusivamente en el Septum Lateral Ventral.
Son neuronas con un soma pequeno, redondo u ovoide con pequefios campos

dendriticos. Las dendritas son cortas pero tienen gran nimero de espinas [46,47].

Figura 5: Esquema de conectividad del SL con dreas cerebrales extra-septales.
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Figura 5: Resumen con las principales aferencias y eferencias del SL tomado de [40]. EC: corteza enthorrinal, PFC: corteza
prefrontal, Amy: Amigdala, BNST: Lecho de la Estria Terminal, NA: Nticleo Accumbens, Thal: Talamo, PAG: Gris periacueductal, LDT:
Tegmento laterodorsal, LC: locus ceruleus, VTA: Area tegmental ventral, MS: Septum medial y DBB: Banda diagonal de Brocca.

1.2.2) SLyHormonas Sexuales.

Las neuronas del SL son neuromoduladas por hormonas sexuales ya que expresan
AR y ERs, especificamente el ARNm para el AR se expresa ampliamente en las
neuronas del SL, mientras que el ARNm para ESR1 y ESR2 se expresan
mayoritariamente en neuronas del SLD y SLI [46,47]. Por otro lado, el SL es una de
las dreas cerebrales que mas expresa AR [48] y estaria entre otras modulando

conductas de saciedad sexual [49].



1.3)  Concepto de “Reprogramacion”.

El concepto de reprogramacion ha sido definido como la redireccidn fisioldgica de
un tejido u drgano por efecto de un estimulo o dafio en un periodo sensible del
desarrollo fetal o neonatal (postnatal temprano), el cual provoca cambios
funcionales a largo plazo [50]. Lo importante de esta definicién es que, durante el
desarrollo, existen periodos criticos de vulnerabilidad, que son ventanas de
sensibilidad, para condiciones adversas que pueden redireccionar la fisiologia
normal de diferentes drganos en el organismo.

Se ha observado, que a nivel de sistema reproductivo, la exposicion neonatal a
compuestos con actividad estrogénica produce alteraciones en el funcionamiento
de las génadas, afectando la fertilidad en humanos y animales [51]. En la década de
los 60 se demostrd que la exposicidn neonatal a testosterona (T) en el dia postnatal
(PND) 5 produjo, en ratas hembra adultas, una condicién anovulatoria acompafada
de la formacién de quistes ovaricos [52]. En Chile, el grupo del Dr. Hernan E. Lara
demostré en el afio 2011 que la administracion neonatal de una dosis Unica de
hormonas sexuales, como estradiol valerato (EV) o testosterona propionato (TP),
produce en ratas hembras adultas alteraciones reproductivas y neuroquimicas en el
contenido de neurotransmisores en el hipotdlamo ventromedial [53].
Recientemente, nuestro laboratorio ha demostrado que la administracion neonatal
de EV y de TP aumentan el contenido de catecolaminas en el circuito
mesocorticolimbico a través de un aumento de la expresion de la enzima tirosina
hidroxilasa (TH) en Sustancia Nigra (SN) y Area tegmental ventral (VTA) [22,54]. El
aumento del contenido de DA en VTA de ratas machos adultas se asocia a una

mayor liberacién de DA inducida por estimulos depolarizantes en NAcc [22].



A nivel neuroquimico la androgenizacién neonatal con T en ratas hembras produce
la disminucién a largo plazo de los niveles extracelulares de 5-HT en la amigdala [55].
A nivel conductual, la exposicion neonatal a T produce una disminucion de la
memoria espacial y de neuronas TH positivas en CPF, en un modelo animal de déficit
atencional con hiperactividad [56]. Por otro lado, la exposicion neonatal a Estradiol
benzoato produce un aumento en el contenido de 5-HT en el NRD, sin producir
cambios en el contenido del principal metabolito de la 5-HT, el acido 5-Hidroxi

indolacético (5-HIAA) [36].

En resumen, como se ha descrito anteriormente la reprogramacion neonatal con
hormonas sexuales produce cambios permanentes en neuronas monoaminérgicas
de dreas mesencefdlicas y en sus proyecciones hacia estructuras limbicas
relacionadas con el procesamiento emocional, cognitivo, humoral y motivacional.
Por otro lado, el SL expresa receptores para hormonas sexuales y los efectos
neuroquimicos a largo plazo producidos por la reprogramacion neonatal con estas

hormonas no ha sido estudiado.



2) HIPOTESIS

Basado en los antecedentes descritos que nos demuestran la neuromodulacién de
neuronas dopaminérgicas por hormonas sexuales y que la exposicion temprana de
estas hormonas produce efectos a largo plazo, hemos planteado la siguiente
hipdtesis: “La administracion neonatal de T, EV y dihidrotestosterona (DHT) en
ratas de ambos sexos aumenta el contenido de aminas biogénicas en SL que se

relacionaria a un aumento de la expresion septal de la TH”.



3) OBJETIVOS

3.1)  Obijetivo General.

Estudiar los efectos de la administracion neonatal de TP, EV y DHT, sobre el
contenido tisular de monoaminas y la expresion de la TH en SL de ratas adultas de

ambos sexos.

3.2) Objetivos Especificos.

Para el desarrollo de este proyecto de tesis se planted realizar los siguientes

objetivos especificos.

- Estudiar los efectos de la administracién al dia postnatal (PND) 1 de TP (1,0 mg/50
pL aceite de sésamo), DHT (1,0 mg/50 pL aceite de sésamo), EV (0,1 mg/50 pL
aceite de sésamo) o de aceite de sésamo (50 L s.c.) en ratas hembras y machos
sobre el contenido de NA, DA y 5-HT en SL al PND 60. Como medida de la
recaptacion se midiéd el contenido tisular de DOPAC y 5-HIAA, principales
metabolitos de DA y 5-HT, respectivamente. Para cumplir con este objetivo
especifico se utilizé cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a deteccidn

electroquimica (HPLC-ECQ).

- Estudiar los efectos de la administracién al PND 1 de TP (1,0 mg/50 pL aceite de
sésamo), DHT (1,0 mg/50 pL aceite de sésamo), EV (0,1 mg/50 pL aceite de
sésamo) o de aceite de sésamo (50 pL s.c.) en ratas hembras y machos sobre la
expresion de TH en el SL al PND 60. Para cumplir con este objetivo especifico se

utilizé la técnica de inmunoblots.



4) MATERIALES Y METODOS

4.1)  Reactivos.

El estandar de DA, DOPAC, 5-HT, 5-HIAA, EDTA, EV, TP, DHT, aceite de sésamo y
acido 1-octanosulfénico fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, Missouri,
EE.UU). Todos los otros reactivos utilizados en esta tesis serdn de grado analitico y

molecular segun corresponda.

4.2) Animales.

Se utilizaron 93 ratas Sprague-Dawley machos y hembras (PND 1) provenientes de
camadas recién paridas del Bioterio de Animales de la Universidad de Valparaiso.
Todos los animales fueron alojados en una sala de mantencién del Instituto de
Fisiologia de la Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso a una temperatura
(22 + 2° €) y humedad (50 * 5 %) controladas, bajo ciclos de luz-oscuridad (12:12
horas) encendiendo las luces a las 08:00 am. Todos los procedimientos
experimentales planteados en este proyecto de tesis han sido aprobados por el
Comité de Bioética y de Bioseguridad de la Universidad de Valparaiso y otorgados al
Proyecto FONDECYT Regular N° 116-0398 cuyo investigador responsable es el Dr.
Ramdn Sotomayor-Zarate (Director de esta tesis). En esta tesis, se hicieron todos
los esfuerzos para reducir al minimo el ndmero de animales utilizados y su
sufrimiento.

4.3) Administracion de EV, TP, DHT y Aceite de Sésamo:

Diferentes camadas de ratas de ambos sexos fueron inyectadas con EV, TP, DHT y
aceite de sésamo. Cada animal del grupo EV se inyecté durante las primeras 12

horas de vida postnatal con 0,1 mg de EV disuelto en 50 pL de aceite de sésamo,



mientras que las ratas de los grupos TP y DHT fueron inyectadas con una dosis de
1,0 mg disuelto en 50 pL de aceite de sésamo. Las camadas asignadas al grupo
control fueron inyectadas con 50 pL de aceite de sésamo (vehiculo de disolucién de
las hormonas sexuales). Todas las crias fueron mantenidas con lactancia materna
hasta el PND 21, para luego ser destetadas y alojadas por sexo y tratamiento en
jaulas de tamafo estandar (16 cm de alto, 26 cm de ancho y 47 cm de largo) de 4 a 5
animales por caja. Para las ratas hembras de los grupos control y EV, se realizé frotis
vaginal desde el PND 40 hasta el PND 60 para corroborar la etapa del ciclo estral el
dia de los experimentos. Las ratas hembras de los grupos TP y DHT no pudieron ser
cicladas debido hipoplasia vaginal que imposibilita realizar el frotis vaginal.

4.4) Microdiseccion y Homogenizacion del SL.

Al dia PND 60-62 los animales fueron eutanasiados con guillotina para animales
menores (Modelo 51330, Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA). Sus cerebros fueron
rapidamente removidos y puestos en una matriz para cerebro de acero inoxidable
(Modelo 68711, RWD Life Science, Shenzhen, P.R.China) sobre hielo para ser

microdisectado y obtener la rebanada donde se localiza el SL (ver figura 6).



Figura 6: Rebanada de cerebro de 2 mm de espesor para microdisectar SL.
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Figura 6: Panel A muestra un esquema coronal del Atlas de Cerebro de Rata de Paxinos & Watson [57]. Panel B rebanada coronal
de 2 mm de espesor. SL: Septum Lateral, SM: Septum Medial.

Una vez microdisectado el SL se procedid a pesarlo en una balanza analitica
(Modelo JK-180, Chyo, Japdn) y a guardarlo en un tubo Eppendorf de 1.5 mL a -80°C
hasta su posterior uso. EI SL se homogenizé segun el protocolo publicado
previamente por nuestro laboratorio [22,58]. Brevemente, a cada tubo con el
respectivo SL se le agregaron 400 pL de 4cido percldrico (PCA) 0,2 N y con la ayuda
de un sonicador (Microson XL, Heat System) los tejidos fueron homogenizados. El
homogenizado obtenido fue centrifugado a 13.000 g por 10 min a 4°C (Modelo
Z233MK-2, Hermle Labor Technik GmbH, Wehingen, Alemania) y el sobrenadante
obtenido se separd y filtré a través de una unidad de filtracién de 0,2 um de poro
(modelo EW-32816-26, HPLC Syringe Filters PTFE, Cole-Parmer, Instrument
Company, USA). La solucion filtrada fue usada en la determinacién de

neurotransmisores monoaminérgicos y sus metabolitos en el HPLC-EC.

4.4.1) Determinacion del Contenido de Neurotransmisores y Metabolitos en SL.
Diez pL de cada solucidn filtrada fueron inyectados en un HPLC-EC con la siguiente

configuracién: Inyector Rheodyne, una bomba isocratica (Modelo PU-2080 Plus,



Jasco Co. Ltd., Tokio, Japdn), una columna C18 (Modelo MF-8912, BAS, West
Lafayette, IN, USA) y un detector electroquimico (Modelo LC-4C, BAS, West
Lafayette, IN, USA) configurado a un potencial de oxidaciéon de 650 mV y una
sensibilidad de 0.5 nA. La fase mdvil que se utilizé para la determinaciéon de
monoaminas fue bombeada a un flujo de 0,1 mL/min y tuvo la siguiente
composicion: 100 mM de NaH,PO,4, 1.0 mM de 4cido 1-octanosulfénico, 1.0 mM de
EDTA y 3,5% ¥/v de acetonitrilo (ajustado a pH 2.3). Las dreas de los picos de
monoaminas en las muestras fueron comparadas con estdndares de referencia y se
calcularon las concentraciones de NA, DA, DOPAC, 5-HT y 5-HIAA usando una curva
de calibrado realizada en un programa cromatografico (Program ChromPass, Jasco
Co. Ltd., Tokio, Japdn).

4.5) Determinacion de los Niveles de Expresion de TH en SL.

Los SL se homogenizaron utilizando un buffer RIPA, que consta de 50 mM de Tris
HCl (pH=8), 150 mM de Nadl, 1% de NP-40, 0,1% de SDS, 2 mM de EDTA pH 7,4 y 1,5
mM de PMSF, y con un cdctel inhibidor de proteasas (Cat# G6521, Promega™), para
asi extraer las proteinas a analizar, usando un sonicador (Microson Ultrasonic Cell
Disruptor XL, Heat Systems). La concentracién de proteinas totales de cada muestra
se determind utilizando el equipo Epoch (BioTek™ Instruments Inc., EEUU). Las
proteinas obtenidas se resolvieron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-
SDS en condiciones denaturantes (4% gel concentrador, 8% gel resolutivo), cargando
30 pg por cada pocillo. Se electrotransfirié a una membrana de nitrocelulosa de 0,45
um de poro (Thermo™; Cat: 88018. Rockford, USA) durante 1,5 horas a 350 mA. Se
bloquearon los sitios inespecificos de las membranas incubandolas con leche

descremada al 5% en T-TBS (Tween-20 al 0,1 % en solucién de tris tamponada TBS -



20mM Tris, NaCl 137 mM) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, las
membranas se incubaron con T-TBS durante toda la noche (O. N.) a 4°C, para asi al
dia siguiente incubarlas con los anticuerpos. Los anticuerpos utilizados fueron los
siguientes: Anticuerpo primario anti-TH desarrollado en conejo (1:10000, Catalogo:
N°657012, Calbiochem, Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)) y anti-
GAPDH desarrollado en conejo (1:10000; ab9485, Abcam). Luego de esto las
membranas se lavaron 3 veces con T-TBS y se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-conejo (para TH) conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP)
(Catalogo: N°BA-1000, Vector Laboratory Inc., Burlingame, CA, USA) y anti-conejo
(para GAPDH) conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP) desarrollado en burro
(1:10000, 711-036-152, Jackson InmunoResearch Laboratories) en T-TBS durante 1
hora a temperatura ambiente. Luego de la incubacidn con el anticuerpo secundario
las membranas se incubaron con solucién de revelado para quimioluminiscencia
aumentada -ECL- (EZ-ECL; Biological Industries. Cat: 20-500-500) y se obtuvieron
imagenes de la membrana revelada utilizando el equipo EpiChemi3 Darkroom, para
posteriormente las imagenes ser analizadas utilizando el programa Image-J™ (NIH),
cuantificando las bandas obtenidas en la membrana de nitrocelulosa, después de
haber realizado el Western Blot.

4.6) Registro del Ciclo Estral.

El registro del ciclo estral fue a diario a partir del PND40o hasta la fecha de
finalizacidon de los experimentos. El ciclo estral fue caracterizado a través de los
cambios citoldgicos que adopta el epitelio vaginal por defecto de los niveles
circulantes de hormonas sexuales esteroidales y que caracterizan las etapas

preovulatorias (ver figura 7) [59]. Proestro: Etapa del ciclo estral de la rata con



duracidén entre 12 y 24 horas y que citoldgicamente se caracteriza por la presencia de

células epiteliales nucleadas, bien redondeadas y solo algunas escamosas de forma

irregular. Estro: Etapa del ciclo estral de la rata con duracién entre 24 y 48 horas. Es
el periodo de receptividad sexual por el macho. Citolédgicamente se caracteriza por
presencia de células escamosas (con citoplasma granular), de forma granular y
agrupadas. Metaestro: Con duracién entre 12 y 24 horas. Presencia en el frotis de
leucocitos y células escamosas. Diestro: Etapa del ciclo estral con una duracidon
aproximada de 48 horas y con alta presencia en el frotis de leucocitos.

Figura 7.
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Figura 7: Fotografias tomadas del frotis vaginal de rata obtenidas en distintas fases del ciclo estral. A: Proestro, B: Estro, C:
Metaestro, D: Diestro.



4.7) Andlisis Estadistico.

Los resultados fueron expresados como valor promedio * error estandar medio
(SEM). Las diferencias entre los grupos control y tratamiento fueron analizados
mediante Andlisis de Varianza (ANOVA) de una via seguido de un post-hoc test
Newman-Keuls. La diferencia estadisticamente significativa se establecié cuando el
valor de p sea menor que 0,05. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con

el programa GraphPad Prism v6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).



5) RESULTADOS

5.1)  Modelo de Estrogenizacién y Androgenizaciéon Neonatal: Curvas de peso y
parametros de funcién reproductiva.

Dentro de los cambios observados producto de la administracion de hormonas
sexuales al PND1 se observé que no hubo cambios estadisticamente significativos

en la curva de ganancia de peso al comparar animales control, tratados con EV, TP y

DHT (ver gréfico 1, panel Ay B).
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Grdfico 1: Curvas representativas de ganancia de peso de series experimentales control, tratadas con EV, TPy DHT al PND1. El panel
A representa las curvas de peso para las ratas hembras y el panel B representa las curvas de ganancia de peso para las ratas
machos. En (A) control n= 15 EV n= 14, TP n= 15, DHT n= 10. En (B) control n= 10, EV n= 10, TP n= 11, DHT n= 8.



5.2) Modelo de Androgenizacién y Estrogenizacion Neonatal: Peso de tejidos
sensibles a la accién de hormonas sexuales en ratas hembras adultas.

Las hormonas sexuales tienen diversos tejidos blancos en el organismo, afectando
diversos oOrganos reproductivos y no reproductivos. Por esta razén y segun
publicaciones previas se pesaron tejidos reproductivos sensibles a la acciéon de
hormonas sexuales y que no dan cuenta de una reprogramacién efectiva. Como
podemos observar en hembras se observd una disminucidn significativa del peso
del ovario izquierdo en ratas tratadas durante las primeras horas de vida con EV, TP

y DHT, respecto al control (Ver grafico 2).

GRAFICO 2
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Grdfico 2: El grdfico muestra el tamafio del ovario al PND60 en ratas hembras control y tratadas durante las primeras horas de vida
con hormonas sexuales (EV, TPy DHT). Los resultados son expresado como el promedio *+EEM de animales control( n=6), EV (n=
5), TP (n=5), DHT (n=5). El andlisis estadistico se realizé utilizando un One-Way ANOVA - Tukey multiple comparisons test.
(***P<o0.001).



5.3) Modelo de Androgenizacién y Estrogenizacion neonatal: Peso de tejidos
sensibles a la accién de hormonas sexuales en ratas machos adultos.

En ratas machos inyectadas al PND1 con hormonas sexuales (EV, TP y DHT) se pudo
observar una disminucién estadisticamente significativa del peso del testiculo
izquierdo respecto a ratas control (ver grafico 3). Nuevamente esta medicién nos
refleja que nuestro modelo de reprogramacién neonatal es efectivo en producir

cambios a largo plazo.

GRAFICO 3
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Grdfico 3: El grdfico 3 nos muestra el peso de los testiculos en ratas control y tratadas con hormonas sexuales (EV, TPy DHT) al
PND60. La administracién de hormonas sexuales produce una disminucién significativa del peso de la génada masculina respecto a
ratas control. Los resultados son expresado como el promedio +EEM de animales control (n=6), EV (n=6), TP (n=5), DHT (n=5). El

andlisis estadistico se realizé utilizando un One-Way ANOVA - Tukey multiple comparisons test. (***P<0.001).



5.4) Efectos de la Exposicion Neonatal a Hormonas Sexuales sobre la Ciclidad
Estral.

En ratas hembras la ciclicidad estral es una medida indirecta de la fertilidad y cada
paso de proestro a estro indica una ovulacidn. Esta medida reproductiva también es
una medida a evaluar de la efectividad de la reprogramacion neonatal con
hormonas sexuales. En este caso como se ejemplifica en el grafico 4 las ratas
hembras control tienen una actividad ciclica normal (circulos negros), mientras que
las ratas tratadas con EV (circulos azules) presentan aciclicidad. La ciclicidad estral
no pudo ser realizada en hembras TP y DHT, debido a una agénesis vaginal externa

que impide hacer los frotis.

GRAFICO 4
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Grdfico 4: Ciclos estrales representativos de 3 hembras control (circulos negros) y 3 hembras EV (circulos azules) desde el PND4o al
PND 60-62.



5.5) Resultados Neuroquimicos.

5.5.1) Contenido de DA y DOPAC al PND60 en SL de ratas expuestas durante las
primeras horas de vida postnatal a EV, TP y DHT.

Con respecto al contenido de DA en SL de ratas hembras no se observaron cambios
estadisticamente significativos en las ratas tratadas con EV y TP, respecto al grupo
de ratas hembras control. Sin embargo, en ratas hembras tratadas con DHT se
observd un aumento estadisticamente significativo en el contenido de DA (ver
grafico 5, panel A). En ratas machos el contenido de DA solo aumentd
significativamente en ratas tratadas con DHT (grafico 5, panel B).

Respecto al contenido de DOPAC, principal metabolito de DA en ratas, no se
observaron cambios estadisticamente significativos en ratas hembras tratadas con
hormonas sexuales respecto a ratas hembras control (grafico 5, panel C). Sin
embargo, el contenido de DOPAC en SL de ratas machos adultas aumento
significativamente en ratas tratadas con TP y DHT, respecto a ratas machos control

(ver gréfico 5, panel D).
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Grdfico 5: El grdfico 5 nos muestra en contenido de DA y DOPAC en SL de hembras (A y C, respectivamente) y ratas machos (B y D,
respectivamente) adultas control y tratadas con hormonas sexuales durante las primeras horas de vida postnatal. Los resultados
son expresado como el promedio *EEM de animales control (Hembras = 10, Machos = 5), EV (Hembras = 9, Machos = 5), TP
(Hembras = 10, Machos = 6) y DHT (Hembras = 5, Machos = 3). El andlisis estadistico fue realizado a través de una ANOVA de una
cola post —test Newman-Keuls. (***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05).



5.5.2) Contenido de 5-HT y 5-HIAA al PND60 en SL de ratas expuestas durante las
primeras horas de vida postnatal a EV, TP y DHT.

Respecto al contenido de 5-HT en SL de ratas hembras se observd una disminucion
estadisticamente significativa ratas adultas tratadas durante las primeras horas de
vida postnatal con EV y TP, respecto a ratas hembras control. Mientras que en las
ratas hembras tratadas con DHT no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (ver grafico 6, panel A). Por el contrario, en ratas machos tratados
durante las primeras horas de vida con TP y DHT se observéd un aumento
estadisticamente significativo del contenido de 5-HT en SL, respecto a ratas machos
control. Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas en el
contenido de 5-HT de ratas machos EV (Ver gréfico 6, panel B).

En cuanto al contenido del principal metabolito de 5-HT el 5-HIAA, se observod en
ratas hembras EV un aumento estadisticamente significativo de su contenido en SL,
respecto ratas hembras control (ver grafico 6, panel C). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en ratas hembras tratadas durante las
primeras horas de vida postnatal con TP y DHT (ver gréfico 6, panel C). En ratas
machos tratadas con EV, TP y DHT se observé un aumento estadisticamente
significativo en el contenido de 5-HIAA, respecto ratas machos control (ver grafico

6, panel D).
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Grdfico 6: El grdfico 6 nos muestra en contenido de 5-HT y 5-HIAA en SL de hembras (A 'y C, respectivamente) y ratas machos (By D,
respectivamente) adultas control y tratadas con hormonas sexuales durante las primeras horas de vida postnatal. Los resultados
son expresado como el promedio *EEM de animales control (Hembras = 10, Machos = 5), EV (Hembras = 9, Machos = 5), TP
(Hembras = 10, Machos = 6) y DHT (Hembras = 5, Machos = 3). El andlisis estadistico fue realizado a través de una ANOVA de una
cola post —test Newman-Keuls. ( **P<0.01, *P<0.05).



5.5.3) Contenido de NA al PND60 en SL de ratas expuestas durante las primeras
horas de vida postnatal a EV, TP y DHT.

El contenido de NA en SL de ratas hembras al PND60 tratadas durante las primeras
horas de vida solo disminuyo significativamente en ratas hembras TP, respecto a
ratas hembras control. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
en ratas hembras tratadas con EV y DHT (ver grafico 7, panel A). Respecto a ratas
machos adultas, el contenido de NA aumentd significativamente solo en ratas
machos TP, respecto a ratas machos control (ver gréfico 7, panel B).
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Grdfico 7: El grdfico 7 nos muestra en contenido de NA en SL de hembras (A) y ratas machos (B) adultas control y tratadas con
hormonas sexuales durante las primeras horas de vida postnatal. Los resultados son expresado como el promedio *EEM de
animales control (Hembras = 10, Machos = 5), EV (Hembras = 9, Machos = 5), TP (Hembras = 10, Machos = 6) y DHT (Hembras = 5,
Machos = 3). El andlisis estadistico fue realizado a través de una ANOVA de una cola post —test Newman-Keuls. (**P<0.01,
*P<0.05).



5.5.4) Razén de Recaptacion ([Metabolito]/[Neurotransmisor]) en SL de ratas
adultas con exposicion neonatal a EV, TP y DHT.

La razdn de recaptacion es una medida que permite evaluar cualitativamente si los
cambios en contenido de neurotransmisores pueden darse por un aumento de la
sintesis, cambios en la metabolizacion o ambas situaciones. En hembras DHT se
observa que la disminucién significativa en el cuociente (DOPAC/DA) refleja
claramente una mayor sintesis del neurotransmisor sin afectar la tasa metabdlica.
Sin embargo el aumento significativo de cuociente (DOPAC/DA) en ratas machos EV
refleja una aumentada metabolizacion asociada a una mayor recaptacion. El
aumento significativo del cuociente (5-HIAA/5-HT) en ratas hembras EV se asocia a

una mayor metabolizacion de la 5-HT por mayor recaptacion.

Tabla 1
Hembra Control 1.56 + 0.21 Macho Control 1.19 £ 0.06
Hembra EV 2.28+ 0.45 Macho EV 4.36 £ 0.74 ***
Hembra TP 1.59 = 0.13 Macho TP 2.42+0.40
Hembra DHT 0.71+ 0.05 * Macho DHT 1.86 £ 0.36
Hembra Control 1.63 + 0.22 Macho Control 2.51+ 0.56
Hembra EV 4.41% 0.91 *** Macho EV 3.33 % 0.95
Hembra TP 2.42 + 0.40 Macho TP 1.63 + 0.31
Hembra DHT 1.86 + 0.36 Macho DHT 1.65 % 0.45

Tabla 1: Razones de recaptacién para (DOPAC/DA) y (5-HIAA/5-HT) ratas de ambos sexos control y tratadas con hormonas sexuales
durante las primeras horas de vida post-natal. Los resultados son expresado como el promedio +EEM y el andlisis estadistico
utilizado fue un ANOVA de una cola post-test Newman-Keuls (***P<0.001, *P<0.05).



5.6) Resultados Celulares.

5.6.1) Expresion de TH en SL de ratas adultas expuestas durante las primeras
horas de vida postnatal a hormonas sexuales. Experimentos de Western Blot.
Mediante la técnica Western Blot, se cuantificé la expresidn de la enzima TH al PND
60 en SL de ratas machos y hembras adultas control y tratadas al PND 1 con EV, TP y
DHT. Los resultados obtenidos nos demuestran que no hay diferencias
estadisticamente significativas en la expresién de TH en SL de ratas machos
tratadas con hormonas sexuales, respecto a ratas machos control (grafico 8). Sin
embargo, solo en ratas hembras EV se observé un aumento significativo en la
expresion de TH al PND 60, respecto a ratas hembras control (grafico 9).
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Grdfico 8: El grdfico 8 muestra los cambios en los niveles de expresidn de TH en SL de ratas machos adultas control y tratadas
durante las primeras horas de vida post-natal con hormonas sexuales (EV, TPy DHT). Los resultados son expresados como el
promedio +EEM y el andlisis estadistico fue realizado a través de un ANOVA de una cola post-test Tukey. Machos control (n = 5),
Machos EV (n = 5), Machos TP (n = 5) y Machos DHT (n = 5). R.U.: Unidades relativas.
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Grdfico 9: El grdfico 9 muestra los cambios en los niveles de expresién de TH en SL de ratas hembras adultas control y tratadas
durante las primeras horas de vida post-natal con hormonas sexuales (EV, TPy DHT). Los resultados son expresados como el
promedio +EEM y el andlisis estadistico fue realizado a través de un ANOVA de una cola post-test Tukey (*P<0.05). Hembras
control (n = 5), Hembras EV (n = 5), Hembras TP (n = 5) y Hembras DHT (n = 5). R.U.: Unidades relativas.



6) DISCUSION

Dentro de los efectos producidos y descritos en esta tesis, se pudo observar que las
ratas expuestas durante las primeras horas de vida postnatal a EV, TP y DHT se
producen cambios significativos a largo plazo, tanto en tejidos periféricos como en
el SNC. En ratas de ambos sexos la exposicion neonatal a hormonas sexuales
produce una disminucidn significativa del tamafio de las génadas, reflejando que los
efectos a largo plazo son perdurables. A pesar que no se midieron cambios
epigéneticos en nuestros animales, los cambios antes descritos en drganos
periféricos, asi como los observados en SL deberian estar asociados a cambios en la
expresion de genes inducidos por la exposicidn postnatal a las hormonas. Por
ejemplo, se ha observado en la literatura que la exposicidon neonatal a E, disminuye
en ratas hembras adultas el porcentaje de metilacién del ESR1 (Era) y ESR2 (Erf) en
hipotdlamo anterior e hipotdlamo mediobasal, respectivamente [60]. Esta
disminucidon en el porcentaje de metilacidn de los genes de los ERs podria favorecer
una mayor expresion de estas proteinas. Ademads, como demostramos previamente
los niveles plasmaticos de E, no se afectan en ratas adultas expuestas a EV al PND 1
[58], lo que podria llevarnos a suponer que al haber mayores niveles de expresién
de los receptores y niveles de ligando normales se podria favorecer la expresion de
genes en tejidos sensibles a la accidn de estrégenos, como en tejidos reproductivos

y no reproductivos.

6.1) Efectos de la reprogramacion neonatal con hormonas sexuales sobre el

contenido de DA en SL.

El circuito mesocorticolimbico es una de las vias dopaminérgicas que ha sido



asociado a los efectos placenteros de recompensantes naturales y de drogas de
abuso [61]. A pesar que este circuito estd conformado principalmente por neuronas
dopaminérgicas del VTA y sus proyecciones hacia NAcc y CPF, otros nucleos
cerebrales han demostrado participar activamente en modular el disparo de estas
neuronas dopaminérgicas, a través de activarlas directamente o a través de modular
a las interneuronas GABAérgicas del VTA que las regulan. Asi por ejemplo se ha
demostrado que el SL tiene mecanismos regulatorios en la liberacion de DA
similares a los observados en NAcc [62] y que su conectividad directa o indirecta (a
través de hipotdlamo lateral) con VTA puede regular la actividad de sus neuronas
dopaminérgicas y las respuestas conductuales a drogas de abuso [63,64]. Respecto
a las neuronas dopaminérgicas, uno de sus principales marcadores neuronales es la
expresion de la TH y estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la
expresion de esta enzima en animales adultos se ve aumentada por la exposicion
neonatal a hormonas sexuales [22]. Por otro lado, un estudio reciente ha
demostrado que la TH puede ser cuantificada por inmunoblots en SL [65]. Sin
embargo, las modificaciones en la expresién de esta enzima en SL, utilizando
nuestro modelo experimental no ha sido estudiado previamente. En este sentido,
los resultados de esta tesis nos muestran que la expresion de la TH en SL solo
aumenta significativamente en ratas hembras EV respecto a ratas hembras control.
Este resultado es congruente con nuestros resultados previos en que observamos
cambios similares en la expresiéon de TH en ratas hembras EV a nivel de SN y VTA
(datos no publicados). Sin embargo, estos resultados previos fueron realizados
usando la técnica de inmunohistoquimica y nos permitid observar también un

aumento significativo en la expresiéon de TH en ratas machos EV [22], lo que no pudo



ser observado en esta tesis a nivel de SL de ratas machos EV y TP. Esta diferencia
puede ser debida a que en los estudios por inmunohistoquimica se cuantificé la
expresion de la TH especificamente en un area neuroanatdémica adyacente al tracto
Optico accesorio que un cerebro de rata se observa en 3 a 4 cortes de 30 pm de
espesor (contando somas de neuronas con inmunoreactividad positiva para TH),
mientras que en los estudios de western blots en SL se extrae un drea total de 2 mm
de espesor en que otros grupos celulares pueden contribuir a diluir la expresion
total de la TH, evitando observar cambios significativos respecto a ratas control.

Los resultados de esta tesis demuestran que la administracion de hormonas
sexuales en etapas tempranas del desarrollo afecta la neuroquimica
monoaminérgica del SL. Respecto al contenido de DA en SL se observé un aumento
significativo en ratas hembras y machos adultas tratadas con DHT al PND1. Cabe
sefialar que este aumento en el contenido de DA no fue observado previamente en
ratas tratadas con DHT [22], aunque las mediciones del contenido tisular de DA
fueron realizados en SN y VTA. Una posible explicacidn para estos resultados puede
deberse a que la DHT es un andrégeno no aromatizable mas potente que la T en
estimular los AR. En este sentido el SL es una de las areas cerebrales que
mayormente expresa AR [48] y su expresion es inducible por estimulos deletéreos
en etapas tempranas del desarrollo. Por ejemplo, se ha demostrado recientemente
que la administracion neonatal de mifepristona, un antagonista de receptores de
progesterona, aumenta la expresién de AR en SL de ratas machos adultas [66].
Adicionalmente, la monoamino oxidasa (MAO), enzima clave en la metabolizacién
de neurotransmisores monoaminérgicos y responsable de la formacion de DOPAC,

es inducible su expresién por andrégenos. Asi por ejemplo se ha observado que en



macacos la expresiéon de MAO isoforma A (MAO-A) aumenta en NRD de animales
tratados con DHT versus animales control [67]. En este sentido, en aumento de
DOPAC y 5-HIAA observado en ratas machos DHT podria ser causado por un

aumento en la expresion de la MAO a nivel del SL.

6.2) Efectos de la reprogramaciéon neonatal con hormonas sexuales sobre el

contenido de 5-HT en SL.

El sistema de la 5-HT ha sido asociado a un amplio espectro de efectos fisioldgicos
en el sistema nervioso central, por lo que alteraciones en este sistema han sido
relacionadas con varias enfermedades neuropsiquidtricas. Las neuronas que
contienen 5-HT estdn principalmente localizadas en los NRD y medial (NRM), y en
menor medida en el locus coerulus. El NRD presenta una conexidn bidireccional con
en SL y se ha evidenciado que también puede ser neuromodulado por hormonas
sexuales [68], asi por ejemplo se ha demostrado que la administraciéon de E,
produce un aumento en el transportador de 5-HT en SL de ratas hembras [69]. En
este sentido, en esta tesis la disminucidén del contenido de 5-HT observado en ratas
hembras tratadas con EV y TP, podria deberse a una mayor recaptacion de 5-HT en
SL. Por otro lado, la administracion de TP y DHT produjo un aumento significativo
del contenido de 5-HT en SL, lo que podria explicarse por una inhibicion de la
recaptacion de 5-HT inducida por la androgenizacidon neonatal en area cerebral que
expresa mayormente AR. Adicionalmente, a nivel metabdlico la enzima MAO-A
también cataboliza 5-HT y es responsable de la formacién de 5-HIAA [67], por lo que
el aumento en este metabolito en SL podria deberse a un aumento en la expresion

de esta enzima.



6.3) Efectos de la reprogramaciéon neonatal con hormonas sexuales sobre el

contenido de NA en SL.

La NA pertenece al grupo de los neurotransmisores denominados catecolaminas.
Las catecolaminas secretadas por el sistema nervioso simpatico y la médula
suprarrenal participan en procesos de diversas funciones, en particular frente a
situaciones de estrés que requieren respuestas integrativas de varios sistemas
fisiolégicos, como el cardiovascular, respiratorio, etc. [70]. Las hormonas sexuales
administradas en los primeros dias de vida producen en dreas mesencefalicas un
aumento en el contenido de NA en ratas hembras adultas [58], que podria deberse
a un aumento de la expresién de TH en SN y VTA, como fue observado en ratas
machos [22]. Esta evidencia puede ayudarnos a entender los resultados observados
en ratas machos TP adultas a nivel de SL, mientras en ratas hembras TP se observd
una disminucién significativa del contenido de NA en SL respecto al control, por lo
que estos resultados podrian explicarse mediante la conversiéon de TP a EV a través
de la enzima aromatasa o a una induccién metabdlica. Sin embargo, experimentos

posteriores seran necesarios para confirmar las teorias anteriores.



7)

CONCLUSIONES
La administracion de hormonas sexuales al PND1 produce a largo plazo
alteraciones en tejidos sensibles a la accidn de las hormonas en ratas machos y
hembras. Por ejemplo en la periferia, las génadas se ven afectadas a largo plazo
y a nivel del SNC cambios neuroquimicos persistentes. En este sentido, la
administracién neonatal de DHT produce un aumento significativo de DA en SL
en ratas machos y hembras adultas.
Los niveles de DOPAC, principal metabolito de la DA en rata, se afectd
significativamente al PND60 en ratas machos expuestas durante las primeras
horas de vida postnatal a EV y DHT.
El contenido de 5-HT en SL disminuyd significativamente con la administracidn
neonatal de EV y TP en ratas hembras adultas, mientras que en ratas machos
adultas la administracion neonatal de TP y DHT produjo un aumento. Por otro
lado, el contenido de 5-HIAA en SL aumento en ratas hembras EV, mientras que
la administracion de las tres hormonas (EV, TP y DHT) en ratas machos aumentd
el contenido de 5-HIAA en SL.
El contenido de NA en SL de ratas hembras TP disminuyd significativamente,
mientras que en machos TP se observo el efecto contrario.
El efecto de la administracidon de EV al PND1 produce un aumento en los niveles
de expresion de TH en SL de ratas hembras, mientras que la administracion

neonatal de TP y DHT no afecta la expresion de esta enzima.
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