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RESUMEN

En esta tesis se estudiaron los efectos neuroquimicos de la administracién neonatal de
testosterona propionato y dihidrotestosterona en el contenido y liberacién de dopamina
en dreas nigroestriatales (Sustancia Nigra y Cuerpo Estriado) y mesolimbicas (Area
Tegmental Ventral y Nucleo Accumbens) de ratas hembras y machos adultas. A nivel
conductual, se midié la actividad locomotora basal e inducida por anfetamina en ratas
adultas como una medida funcional de los efectos de la administracion neonatal de
andrégenos. Como grupo control se utilizaron ratas neonatas a las que se les administrd
aceite de maiz, que es el vehiculo de disolucion de los andrégenos.

Los resultados obtenidos en esta tesis demostraron que la administracion neonatal de
testosterona propionato produjo un aumento significativo en el contenido de dopamina
en Sustancia Nigra-Area Tegmental Ventral de ratas machos adultas. Sin embargo, el
contenido de dopamina en Cuerpo Estriado no se afectd en los mismos animales. Por otro
lado, sbélo se observé que en ratas hembras adultas la administracion neonatal de
dihidrotestosterona produjo una disminucién significativa del contenido de dopamina en
Sustancia Nigra-Area Tegmental Ventral.

Respecto a los resultados de liberacién de dopamina en Nucleo Accumbens, sélo se
observé un aumento significativo inducido con la perfusién de K* 70 mM en ratas hembras
adultas androgenizadas con testosterona propionato. A nivel funcional, no se observaron
cambios estadisticamente significativos en la actividad locomotora inducida por una dosis

de anfetamina en ratas hembras y machos adultas expuestas a andrégenos.



En conclusién estos resultados demuestran que el periodo del desarrollo neonatal es

sensible a disruptores endocrinos, que pueden producir efectos deletéreos a largo plazo.



ABSTRACT

This thesis studied the neurochemicals effects of neonatal exposure to testosterone
propionate and dihydrotestosterone on the content and dopamine release in some brain
areas such as Nigrostriatal (Substantia Nigra and Striatum) and mesolimbic (Ventral
Tegmental Area and Nucleus Accumbens) pathways in adult female and male rats. At
behavior level locomotor activity was measured, basal and induced by amphetamine in
adult rats as a functional parameter of the effects of neonatal administration of
androgens. As control group we used neonatal rats that were administered sesame oil,
this is the vehicle to dissolve the androgens.

Our results showed that neonatal exposure to testosterone propionate was a significant
increase in the dopamine content at Substantia Nigra-Ventral Tegmental Area in male
adult rats. However, the content of dopamine in Striatum wasn't affected in the same
animals. Nevertheless, only in the adult female rats we observed that neonatal
administration of dihydrotestosterone produced a significant decrease in the content of
dopamine in Substantia Nigra-Ventral Tegmental Area.

According to dopamine release results in Nucleus Accumbens, we only observe a
significant increase of dopamine release induced by perfusion of K+ 70 mM in the
androgenized female rats with testosterone propionate.

At functional level, we did not observe any statistically significant changes in the
locomotor activity induced by a dose of amphetamine in the female and male adult rats

exposed to androgens.



In conclusion, these results demonstrate that the period of neonatal development is very
sensitive to exogenous stimuli, such as endocrine disruptors, that may produce long-term

deleterious effects.
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INTRODUCCION
Antecedentes Epidemioldgicos

El consumo de drogas es una problemadtica a nivel mundial, asi lo indica la Oficina de
Naciones Unidas contra las Drogas y el Delito (UNODC por su sigla en inglés), la cual ha
estimado que unos 300 millones de personas (el 5% de la poblacidon adulta mundial) [1],
consumieron por lo menos una vez alguna droga ilicita el afno 2010. Por otro lado, se
estima que los consumidores problematicos de drogas se acercan a unos 27 millones de
personas (0,6% de la poblacién del mundo) [1] y las muertes por consumo de cocaina,
heroina u otras drogas son cerca de 200 mil personas al afio [1].

Nuestro pais no estd exento de esta problematica y en Chile las cifras indican que en el
grupo de jovenes de 19 a 25 afios se observa un gran alza en la prevalencia y el consumo
de marihuana en el afio 2012 (de un 12,3% en 2010 se incrementd a un 17,5% en 2012)
siendo el promedio de dicha prevalencia de 7,1% [2]. Cabe sefialar que este aumento es
la cifra mas alta de todos los estudios realizados desde el afio 1994 al 2012 [2]. Ademas, la
tasa de dependencia a drogas segun los criterios diagndsticos de la Organizacién Mundial
de la Salud (CIE-10) para marihuana, cocaina y pasta base, oscilan entre un 20%, 30% y un
58%, respectivamente desde el afo 2006 [2]. Por este motivo es de vital importancia
centrar los recursos y la investigacion desde la ciencia bdsica en areas como la adiccién,
identificando los factores de vulnerabilidad que pueden predisponer a un individuo al

consumo de drogas, lo cual puede favorecer un mejor conocimiento para el desarrollo de
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nuevas formas de prevencidon y nuevos tratamientos que puedan solucionar este
problema de salud publica que afecta a millones de personas.

En esta tesis de grado se buscé dilucidar como la exposicidn a andrdgenos en los primeros
dias de vida (periodo neonatal) puede afectar a largo plazo el sistema nervioso central, en
especial en areas cerebrales involucradas en conductas motivadas y en la respuesta a

drogas de abuso.

Concepto de Reprogramacion por Hormonas Sexuales.

La reprogramacion (programming) es definida como la redireccion fisiolégica de un tejido
u érgano por efecto de un estimulo o dafio en un periodo sensible del desarrollo fetal y
postnatal temprano, que provoca cambios funcionales a largo plazo [3]. La importancia de
esta definicion es que durante el desarrollo, existen periodos criticos de vulnerabilidad
(ventanas de sensibilidad) para condiciones adversas que pueden redireccionar la
fisiologia normal de diferentes 6rganos [3]. Uno de estos estimulos pueden ser las
hormonas sexuales, estas tienen multiples blancos en el organismo incluido el Sistema
Nervioso Central (SNC), principalmente en los periodos criticos del desarrollo, los cuales
comprenden las etapas prenatal tardia, postnatal temprana y la pubertad [4]. En estas
ventanas del desarrollo los efectos de las hormonas sexuales se han asociado con la
diferenciacién sexual en el cerebro y tejidos periféricos, ademas de afectar conductas
asociadas. En 1959 Phoenix y cols. [5], demostraron la primera evidencia sobre los efectos
a largo plazo que los andrégenos, como la testosterona propionato (TP) producen en el

SNC y sus implicancias conductuales que afectan la reproduccién [5].
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Unos afios después, en la década del 60, investigadores demostraron los efectos de la TP
sobre los tejidos reproductivos de la rata hembra, determinando que la exposicién
neonatal a 1.25mg/Kg TP (al dia 2 o 5 postnatal) produjo en la adultez de la rata hembra
una condiciéon anovulatoria acompaiiada de la formaciéon de quistes ovaricos [6,7]. En
nuestro pais el grupo del Dr. Hernan Lara (Universidad de Chile) demostro en el afio 2011
que la administracién neonatal de hormonas sexuales, como Estradiol Valerato (EV) y TP,
no solo produce en ratas hembras adultas alteraciones reproductivas, sino también
alteraciones neuroquimicas en el contenido de neurotransmisores en el drea

Tuberoinfundibular (Hipotdlamo Ventromedial-Nucleo Arcuato) [8].

Circuito de la Recompensa Cerebral:

El Circuito de la Recompensa Cerebral o Circuito Mesocorticolimbico, es un circuito
neuroanatdémico presente en el cerebro de vertebrados, que se activa por sensaciones
placenteras como el sexo, la comida y la ingesta de liquidos, entre otros [9,10]. Estos
estimulos producen placer a través de la liberacion de un neurotransmisor
catecolaminérgico llamado dopamina (DA). La DA es un neurotransmisor sintetizado en
neuronas localizadas en el Nucleo Arcuato del Hipotdlamo (Sistema tuberoinfundibular),
en la Sustancia Nigra pars compacta (SN: Sistema Nigroestriatal) y en el Area Tegmental
Ventral (VTA: Sistema Mesocorticolimbico). Estas neuronas dopaminérgicas sintetizan DA
a través de diversas reacciones enzimaticas, cuya enzima limitante es la Tirosina
Hidroxilasa (TH). La DA sintetizada en neuronas dopaminérgicas del VTA es liberada de

proyecciones neuronales eferentes que llegan al Nucleo Accumbens (NAcc) y a la Corteza
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Prefrontal (CPF) [11]. Las conexiones neurales entre estos nucleos forman el conocido
Circuito Mesocorticolimbico [12] (ver figura 1). Este circuito regula el placer por los
recompensantes naturales, como el sexo [10] y la comida [9] a través de la liberacidn de
DA en NAcc. Sin embargo, también se ha demostrado que este circuito neuronal es el
blanco de los efectos placenteros de las drogas de abuso [11,13]. En este sentido, el grupo
del Dr. Gaetano Di Chiara (Universidad de Cagliari), ha demostrado a través del uso de la
técnica de microdialisis cerebral in vivo, que practicamente todas las drogas de abuso
usadas por humanos producen un aumento en la liberacién de DA en el circuito de la

recompensa de la rata [14].

Figura 1:

®=¢ Dopamina &4 GABA

@®=¢ Glutamato Norepinefrina

Vias dopaminérgicas Mesocorticolimbico (A) y Nigroestriatal (B). Figura tomada y adaptada de referencia
[15]. Abreviaturas: PFC, corteza prefrontal; NAc, Nucleo Accumbens; VP, palido ventral; VTA, drea tegmental
ventral; LDTg, tegumento laterodorsal; PPTg, nucleo pedunculopontino tegmental; LC, locus coeruleus;
RMTg, nucleo rostromedial tegmental; SMCtx, cortezasomatosensorial; STR, estriado; GP, globo palido; STN,
nucleo subtaldmico; SNC, sustancia nigra compacta; SNR, sustancia nigra reticular.
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Hormonas Sexuales y Efectos Cerebrales.

Las hormonas sexuales presentan caracteristicas fisicoquimicas que las hacen ser muy
lipofilicas, por este motivo son capaces de cruzar membranas bioldgicas y ejercer sus
efectos a través de receptores citoplasmaticos. Por otro lado, esta caracteristica permite
que hormonas sexuales, tales como los andrdégenos, puedan cruzar la barrera
hematoencefdlica y tener efectos a nivel del sistema nervioso central, por ejemplo
favoreciendo la conectividad neural [16]. En este sentido, en 1959 Phoenix y cols. [5]
demostraron que la administracion neonatal de TP en conejillos de indias produce

cambios estructurales y funcionales en el cerebro, los cuales perduran a largo plazo [5].

Sintesis y Metabolismo de la Testosterona:

A nivel reproductivo, la testosterona (T) es la principal hormona sexual en el macho y es
sintetizada principalmente en las células de Leydig del testiculo [17], mientras que en
hembras es sintetizada en las células de la teca del ovario [18]. La T es metabolizada a
través de la citocromo P450 aromatasa a estradiol (E2) en las gdénadas (células de Sertoli
en machos y células de la granulosa en la hembra) y en tejidos no reproductivos como el
adiposo, vasos sanguineos, placenta y el cerebro, entre otros. En machos se produce otro
metabolito activo de la T por accidn de la citocromo P450 5-a-reductasa [19] que es la
dihidrotestosterona (DHT), la cual es un andrégeno no aromatizable y mas potente que la
T (ver figura 2) [19]. La DHT tiene una afinidad tres veces mayor por los receptores de
andrégenos y en la periferia es producida principalmente en la préstata, testiculos,

foliculos pilosos y glandula adrenal [18,20].
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A nivel del SNC, los efectos de la T son mediados por su reduccién a DHT y en etapas
tempranas del desarrollo por su aromatizacidn a E2. En el cerebro de mamiferos existen
dos isoformas de la citocromo P450 5-a-reductasa [21,22], donde la tipo 1 se encuentra
expresada en todas las etapas del desarrollo cerebral, con similar expresion en hembras y
machos [22], mientras que la tipo 2 se expresa en la fase tardia del desarrollo fetal y en
periodo postnatal temprano sélo en machos [23]. Respecto a la expresién de aromatasa
en el cerebro del macho, se ha establecido que su maximo nivel de expresiéon ocurre a
nivel hipotaldmico durante el desarrollo gestacional, disminuyendo progresivamente en
recién nacidos, infantes y adultos [23].

Figura 2:

Testosterona Estradiol

S5a-reductasa l
OH

S5a-dihidrotestosterona

Representacion esquemadtica del metabolismo de Testosterona
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Reprogramacion Neonatal con Andrdgenos y sus Efectos a Largo Plazo en el Cerebro.

Respecto a los efectos de los andrégenos durante las etapas del desarrollo, se ha
observado que la maxima sensibilidad al efecto de estas hormonas es el periodo
gestacional, la nifiez y la pubertad [24] (ver figura 3). La razén de esta alta sensibilidad se
debe a que el cerebro expresa Receptores de Andrégenos (AR) en diversas areas
cerebrales [25] que son capaces de regular la expresidn de diversas proteinas y afectar la

conducta [26].

Figura 3:
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Relacion de niveles plasmadticos de Testosterona y sensibilidad cerebral a esta hormona. Esquema tomado
de referencia [24].5e puede observar que el periodo gestacional y neonatal manifiesta la mayor sensibilidad
cerebral a hormonas sexuales. A lo largo de la infancia y en la adultez esta sensibilidad disminuye. Los niveles
de testosterona en los primeros periodos del desarrollo coinciden con las ventanas de mayor sensibilidad a
estas hormonas sexuales en el cerebro.
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Considerando que la etapa neonatal es muy sensible a la accién de andrdgenos, Sundblad
y Eriksson (Universidad de Gottemburgo) [27] demostraron que la androgenizacion
neonatal con T en ratas hembras produce la disminucién a largo plazo de los niveles
extracelulares de serotonina (5-HT) en la Amigdala. Mientras que a nivel conductual, la
exposicién neonatal a T produce una disminucién de la memoria espacial y de neuronas
TH positivas en Corteza PreFrontal (CPF), en un modelo animal de déficit atencional con

hiperactividad [28].

Del punto de vista de la reprogramacion, se ha visto que la exposicién prenatal a
glucocorticoides produce una disminucidn sérica de los niveles de T y un incremento del
mMRNA del AR en el Hipotalamo [29], mientras que a nivel del sistema dopaminérgico, la
exposicidén prenatal a glucocorticoides produce una disminucidn del contenido de DA y un
aumento del mRNA de receptores de DA (DAR) en Hipotalamo y NAcc [29]. Respecto, a la
relacion entre andrégenos y conductas adictivas, se ha establecido que un exceso de
andrégenos, como T durante la adolescencia, podria tener un rol en el desarrollo y la

mantencion de la dependencia al alcohol [24].

Con todos estos antecedentes sobre los efectos de los andrégenos sobre la funcionalidad
cerebral, en especial de la T en etapas tempranas del desarrollo, se ha planteado la

siguiente hipdtesis experimental.
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HIPOTESIS

“La administracién neonatal de TP en ratas hembras y machos produce un aumento del
contenido y liberaciéon de dopamina en neuronas dopaminérgicas Nigroestriatales y

Mesolimbicas de la rata adulta”.
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OBIJETIVOS
Objetivo General:

“Estudiar los efectos de la reprogramacién neonatal con TP y DHT sobre el contenido de

DA en SN-VTA y la liberaciéon de DA en NAcc de ratas hembra y macho adultas”.

Objetivos Especificos:

Para el desarrollo de este proyecto de tesis se pretende realizar los siguientes objetivos
especificos segun los siguientes protocolos (ver figura 4):
¢+ Estudiar los efectos de la administracion neonatal de TP (1.0 mg/50pL s.c.) en ratas
hembras y machos durante las primeras 12 horas de vida sobre el contenido tisular
de DA en SN-VTA y CE. Para cumplir este objetivo se utilizard un cromatdgrafo
liquido de alta resolucidn acoplado a deteccion electroquimica.
+* Estudiar los efectos de la administracién neonatal de DHT (1.0 mg/50uL s.c.) en
ratas hembras y machos durante las primeras 12 horas de vida sobre el contenido
tisular de DA en SN-VTA y CE. Para cumplir este objetivo se utilizard un

cromatégrafo liquido de alta resolucién acoplado a deteccidn electroquimica.

+»+ Estudiar los efectos de la administracion neonatal de TP (1.0 mg/50pL s.c.) en ratas

hembras y machos durante las primeras 12 horas de vida sobre la liberacién de DA
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inducida por estimulo depolarizante (K* 70 mM) en NAcc. Para cumplir este objetivo
se utilizard la técnica de microdidlisis cerebral in vivo y las muestras seran
inyectadas en un cromatégrafo liquido de alta resolucion acoplado a deteccidn

electroquimica.

Estudiar los efectos de la administracion neonatal de DHT (1.0 mg/50puL s.c.) en
ratas hembras y machos durante las primeras 12 horas de vida sobre la liberacién
de DA inducida por estimulo depolarizante (K* 70 mM) en NAcc. Para cumplir este
objetivo se utilizard la técnica de microdidlisis cerebral in vivo y las muestras seran
inyectadas en un cromatografo liquido de alta resolucién acoplado a deteccién

electroquimica.

Estudiar los efectos de la administracidon neonatal de TP (1.0 mg/50uL s.c.) en ratas
hembras y machos durante las primeras 12 horas de vida sobre la liberacién de DA
en NAcc inducida por la administracion de anfetamina intra-NAcc (10 pM) o
sistémica (1 mg/Kg i.p.). Para cumplir este objetivo se utilizard la técnica de
microdialisis cerebral in vivo y las muestras seran inyectadas en un cromatodgrafo

liquido de alta resolucion acoplado a deteccidn electroquimica.

Estudiar los efectos de la administracién neonatal de DHT (1.0 mg/50uL s.c.) en

ratas hembras y machos durante las primeras 12 horas de vida sobre la liberacion
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de DA en NAcc inducida por la administracién de anfetamina intra-NAcc (10 uM) o
sistémica (1 mg/Kg i.p.). Para cumplir este objetivo se utilizard la técnica de
microdialisis cerebral in vivo y las muestras seran inyectadas en un cromatdégrafo

liquido de alta resolucion acoplado a deteccidn electroquimica.

Determinar los niveles plasmaticos de estradiol y progesterona en hembras adultas
tratadas al dia postnatal (DPN) 60-62 con TP (1.0 mg/50uL s.c.) durante las primeras

12 horas de vida, a través de enzimo inmunoanalisis (EIA).

Determinar parametros morfométricos a DPN 60-62, como peso de gdénadas,
musculo tibial de ratas de ambos sexos tratadas con una dosis de TP o DHT (en
ambos casos 1.0 mg/50uL s.c.) durante las primeras 12 horas de vida. Ademas,
durante el periodo de crecimiento se determinara la ciclicidad estral de las hembras

y control de peso de todos los animales.

Determinar la actividad locomotora a DPN 60-62 de las ratas hembras y machos
expuestas a TP o DHT (en ambos casos 1.0 mg/50uL s.c.) durante las primeras 12
horas de vida, a través del analisis de video grabaciones y el uso del software Any

Maze.
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Los animales
fueron utilizados
al DPN 60-62
(todas las ratas
hembras
estaban en Ila
fase diestro)

Actividad
Locomotora
basal y
estimulada por
anfetamina

—_—

28 cm

44 cm

3o

Camara

22 cm

Esquema del protocolo experimental de obtencion y andlisis de muestras para cada serie de animales (control
y tratamiento).TP-1: Ratas tratadas con TP al DPN 1. DHT-1: Ratas tratadas con DHT al DPN 1.
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MATERIALES Y METODOS

Animales:

Se utilizaron crias de rata Sprague Dawley recién nacidas. Todos los animales fueron
alojados con sus respectivas nodrizas en el Bioterio de la Direccidon de Investigacién de la
Universidad de Valparaiso. Desde la fecha del destete y hasta el DPN 60-62 los animales
fueron alojados en la sala de mantencion de animales del Instituto de Fisiologia de la
Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso. Siempre los animales estuvieron en una
sala de temperatura (22 + 2°C) y humedad (55%) controlada, bajo ciclos luz-oscuridad (12:
12 horas) con comida y agua ad libitum. Todos los procedimientos experimentales fueron
aprobados por el Comité de Bioética (CIBICA) y de Bioseguridad de la Universidad de
Valparaiso, otorgados al Proyecto Fondecyt 111-21205 del Dr. Ramén Sotomayor-Zarate.
Se hicieron todos los esfuerzos para reducir al minimo el nimero de animales utilizados en

este proyecto y su sufrimiento.

Reactivos:

Los estandares de TP, DHT, DA, NA, EDTA y acido 1-octanosulfénico fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, Inc, St. Louis, Missouri, USA). La anfetamina sulfato fue
donada por Laboratorios Chile S.A. (Nufioa, Chile) al Ntcleo Milenio Estrés y Adiccién de la
P. Universidad Catolica de Chile. Todos los otros reactivos utilizados en esta tesis son de

grado analitico.
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Administracion de TP y DHT:

Las crias se dividieron aleatoriamente en grupos de animales control y tratamiento (TP-1vy
DHT-1). Cada animal del grupo tratamiento TP-1 fue inyectado durante las primeras 12
horas de vida con una dosis de 1 mg de TP disueltos en 50 pL de aceite de maiz (ver figura
4). Cada animal del grupo tratamiento DHT-1 fue inyectado durante las primeras 12 horas
de vida con una dosis de 1 mg de DHT disueltos en 50 uL de aceite de maiz (ver figura 4).
Cada animal del grupo paralelo control fue inyectado durante las primeras 12 horas de
vida con 50 pL de aceite de maiz. La dosis de TP y DHT utilizadas fueron publicadas
previamente [8,27,30]. Todas las crias fueron destetadas al DPN-21 y posteriormente
alojadas en grupos de 6 animales en jaulas de tamafio estandar (44 cm de largo x 16 cm de
altura x 23 cm de ancho) en la Sala de Mantenimiento de Animales de Experimentacion
del Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso. En las ratas
hembras de cada grupo experimental se registraron los ciclos estrales a partir del DPN-40
hasta el final del estudio (DPN 60-62). El tiempo de apertura vaginal se registré en todos
los grupos experimentales como un parametro del inicio de la pubertad. El ciclo estral se
determind por el andlisis microscépico de la proporcién de leucocitos, células epiteliales y
cornificadas en frotis vaginales diarios, cuya composicidn es caracteristica de cada fase del
ciclo [31]. Los animales fueron eutanasiados entre DPN 60-62 (las hembras en la fase
diestro del ciclo estral) por decapitacion y se recolecté sangre del tronco para determinar

los niveles séricos de estradiol y progesterona en las ratas hembras.
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Registro del Ciclo Estral:

El registro diario del ciclo estral fue realizado a contar del DPN-40 y hasta la fecha de
término de los experimentos. La fecha de apertura vaginal de los animales fue registrada y
el ciclo estral fue caracterizado a través de los cambios citoldgicos que adopta el epitelio
vaginal por efecto de los niveles circulantes de hormonas sexuales esteroidales y que

caracterizan las etapas periovulatorias [31]:

- Proestro: Etapa del ciclo estral de la rata de duracién entre 12 a 24 horas y que
citolégicamente se caracteriza por presencia de células epiteliales nucleadas, bien
redondeadas y solo algunas escamosas de forma irregular.

- Estro: Etapa del ciclo estral de la rata de duracion entre 24 a 48 horas. Es el periodo de
receptividad sexual por el macho. Citolégicamente se caracteriza por presencia de
células escamosas (con citoplasma granular), de forma irregular y agrupadas.

- Metaestro o Diestro 1: Duracién de 12 a 24 horas. Presencia en el frotis de leucocitos y

células escamosas.
- Diestro 2: Etapa del ciclo estral con una duracidon aproximada de 48 horas y con alta

presencia en el frotis de leucocitos.

Enzimo Inmunoanalisis (EIA) para Hormonas Sexuales en Suero:

Tras la decapitacion de los animales al DPN 60-62, se recolectd la sangre del tronco de las

ratas hembras para determinar los niveles séricos de progesterona y estradiol, los cudles
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fueron determinados por EIA, siguiendo las instrucciones del fabricante. El nimero de
catdlogo de los kits de ensayos que se utilizaron son 11-ESTH-430 para estradiol y 11-

PROGH-305 para progesterona (Alpco Diagnostic, Windham, NH).

Extraccion de Tejidos:

Una vez que los animales fueron eutanasiados se extrajeron de las hembras sus ovarios,
hipdfisis y musculo tibial. Respecto a los ovarios, se considerd para el andlisis estadistico el
peso del ovario izquierdo de cada rata. En los machos se extrajeron los testiculos, vesicula
seminal, musculo tibial, e hipdfisis. Todos estos tejidos fueron pesados en balanza
analitica (Chyo, model JK-180, Japdn) y sus pesos registrados para cada animal. En
animales de todos los grupos de experimentacion se extrajo el cerebro y se microdisecté a
4°C la Sustancia Nigra (SN), Area Tegmental Ventral (VTA) y Cuerpo Estriado (CE), segin
protocolos publicados previamente [32,33]. Las areas cerebrales fueron almacenadas a -

80°C hasta el momento del analisis.

Homogenizacion de Tejidos Cerebrales:

Los tejidos microdisectados (SN-VTA y CE) se homogenizaron segun el protocolo adaptado
de Chi y cols. [34]. Brevemente, los tejidos se pesaron y homogenizaron en 400 ulL de
acido percldrico (PCA) 0,2 N frio y mantenido en hielo en homogenizador vidrio-vidrio. El

homogenizado obtenido fue centrifugado a 13.000 g por 10 min a 4°C y el sobrenadante
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obtenido se separd vy filtré a través de una unidad de filtracién (0,2 um dispositivo de
filtro, SM16534, Minisart NML, Sartorius) para ser usado en la determinacion del
contenido de DA en SN-VTA y CE. El pellet residual de cada muestra fue resuspendido en
una soluciéon de NaOH 1N para la cuantificacién de proteina a través del ensayo Bio-Rad
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Richmond, CA, USA), usando albumina sérica bovina como
estandar. El contenido de DA fue expresada como picogramos por miligramo de proteina

total.

Microdialisis Cerebral in vivo:

Preparacion del Animal:

Las ratas Sprague-Dawley al DPN 60-62 (en etapa diestro en el caso de las hembras)
pertenecientes a los grupos control, TP y DHT fueron anestesiadas con una solucion de
Hidrato de Cloral (HC) al 4% P/v, a una dosis de 400 mg/Kg por via intraperitoneal (i.p.).
Una vez anestesiados, los animales se instalaron en un aparato estereotaxico (Modelo
68002, RWD Life Science Co. Ltd, China) (ver figura 5). La temperatura corporal de los
animales fue monitoreada y se mantuvo entre 36-37°C con una manta eléctrica controlada
por termostato. La mantencidn de la anestesia se logré administrando una dosis de /4 a
/s de la dosis inicial de HC, cada una hora durante todo el curso del experimento,

chequeando constantemente la sedaciéon del animal.
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Figura 5:

Foto de microdidlisis cerebral in vivo en animal anestesiado. A: equipo estereotdxico; B: manta
calefactora; C: bomba de microperfusion; D: recoleccion de muestra de dializado desde la cdnula de
microdidlisis implantada en NAcc.

Cirugia e Implantaciéon de Canula de Microdialisis:

Se expuso el craneo de los animales a través de una incisién en la piel y un pequefio
agujero fue taladrado sobre el drea del NAcc usando las siguientes coordenadas de
acuerdo al Atlas de Cerebro de Rata de Paxinos & Watson [35]: 1,4 mm anterior a bregma,
1,5 mm lateral y -7,8 mm ventral para el NAcc (ver figura 6). La canula de microdialisis
(membrana de 2 mm; modelo CMA 11, 6.000 Dalton de Cut-Off, Solna, Suecia) fue
implantada lentamente a una velocidad de 1 mm/min. Durante la implantacion y a través
de todo el experimento, la cdnula de microdialisis fue perfundida con solucién tampdn
Krebs-Ringer-Fosfato (KRF) a una velocidad de 1 pL/min por medio de una bomba de
infusion RWD (Modelo RWD 210, RWD Life Science Co. Ltd, China). Después del periodo
de estabilizacién de 90 min, se recolectaron muestras de dializado cerebral cada 20 min y

segun los protocolos especificados mas adelante.
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Figura 6:
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Esquema representativo de la implantacion de la canula de microdidlisis en NAcc. La flecha roja indica la
solucion perfundida (KRF, KRF + anfetamina o KRF + K*). La flecha gruesa purpura indica la inyeccién directa de
la muestra de dializado en el HPLC-EC.

Protocolos de Recoleccion de Muestras de Microdialisis.
Después del periodo de estabilizacién de 90 min, se recolectaron muestras de dializado
cada 20 min y segun los siguientes protocolos experimentales:

e Liberacion de DA en NAcc por estimulo depolarizante: Una vez finalizado el periodo

de estabilizacion se tomaron dos muestras basales de dializado entre los 0 y 40
minutos del periodo de recoleccidon. Posteriormente, y por un tiempo
correspondiente a una ventana de recoleccién (20 min), se perfundid intra-NAcc
una solucién de KRF con una concentracién de K* 70 mM (40 y 60 minutos).
Después de finalizada la perfusion con KRF-K* se volvié a perfundir una solucién de
KRF normal por otros 40 minutos, recolectando muestras de dializado a los 80 y

100 minutos del periodo de recoleccidon (ver figura 7).
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Figura 7:
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Esquema representativo de la perfusion y recoleccion de muestras de dializado en NAcc en el protocolo de
perfusion de KRF-K* (70 mM) intra-NAcc. La recoleccion de cada una de las muestras se realizé en 3 ulL de
dcido perclorico 0,2 N. KRF: Krebs-Ringer-Fosfato normal.

e Liberacion de DA en NAcc por administracion intra-NAcc de anfetamina: Una vez

finalizado el periodo de estabilizacién se tomaron tres muestras basales de
dializado entre los 0 y 60 minutos del periodo de recoleccidn. Posteriormente y por
un tiempo correspondiente a una ventana de recoleccion (20 min) se perfundio
intra-NAcc una solucidn de KRF con una concentracidon de anfetamina 10 uM (60 y
80 minutos). Después de finalizada la perfusién con KRF-anfetamina se volvié a
perfundir una solucion de KRF normal por otros 60 minutos, recolectando
muestras de dializado a los 100, 120 y 140 minutos del periodo de recoleccién (ver

figura 8).
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Figura 8:
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Esquema representativo de la perfusion y recoleccion de muestras de dializado en NAcc en el protocolo de
perfusion de KRF-Anfetamina (10 uM) intra-NAcc. La recoleccion de cada una de las muestras se realizé en
3 ul de dcido perclorico 0,2 N. KRF: Krebs-Ringer-Fosfato normal.

Liberacion de DA en NAcc por administracion sistémica de anfetamina: Una vez

finalizado el periodo de estabilizacion se tomaron dos muestras basales de
dializado entre los 0 y 40 minutos del periodo de recoleccién. Posteriormente, al
finalizar la recoleccién de la segunda muestra de dializado se inyecté por via intra-
peritoneal (i.p.) una dosis de anfetamina de 1 mg/Kg. El periodo de recoleccién de
muestras de dializado posterior a la administracidn i.p. de anfetamina se extendio
por 120 min, recolectando las muestras a los 60, 80, 100, 120, 140 y 160 minutos

del periodo de recoleccién (ver figura 9).
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Figura 9:
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Esquema representativo de la perfusion y recoleccion de muestras de dializado en NAcc en el protocolo de
perfusion de KRF e inyeccién sistémica de Anfetamina (1 mg/Kg i.p.). La recoleccién de cada una de las
muestras se realizé en 3 ul de dcido perclorico 0,2 N. KRF: Krebs-Ringer-Fosfato normal.

Cada una de las muestras de dializado de los protocolos antes descritos fueron
recolectadas sobre 3 pL de PCA 0.2 N para preservar la integridad de las muestras y
congeladas a -80°C hasta el dia de la cuantificacion de la DA. Una vez finalizado cada uno
de los experimentos, los animales fueron sacrificados por decapitacién con guillotina y sus
cerebros fueron removidos rapidamente y colocados en p-formaldehido al 4%.
Posteriormente, los cerebros fijados fueron cortados a un grosor de 50 um, tefidos con
cresil violeta y se verifico la localizacidn de la canula de microdialisis mediante microscopia

Optica (ver figura 10).
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Figura 10:
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Figura compuesta de un corte coronal de cerebro de rata formado por una microfotografia representativa
de la postura de una cdnula de microdidlisis en NAcc (A) y por un esquema adaptado y tomado de la
referencia [35] (B). En este esquema se aprecia la postura real y tedrica de la membrana de la canula de
microdidlisis, representada en (B) como un rectdngulo de color naranjo.

Determinacion de DA por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion Acoplada a
Deteccidn Electroquimica:

Se inyectaron 10uL de cada solucidon filtrada (para medicion de contenido) o de las
muestras de dializado en un sistema de cromatografia Liquida de Alta Resolucién acoplada
a un detector electroquimico (HPLC-EC) con la siguiente configuracion: Inyector Rheodyne,
una bomba isocratica (Modelo PU-2080 Plus, Jasco Co. Ltd., Tokyo, Japan), 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 oxidacién de

650 mV y una sensibilidad de 0.5 nA (ver figura 11). La fase moévil que se utilizd para la
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determinacién de DA fue bombeada a un flujo de 0,1 mL/min y tuvo la siguiente
composicidon: 50 mM de NaH2PO4, 1.0 mM de acido 1-octanosulfénico, 0.27 mM de EDTA,
1,0% v/v de tetrahidrofurano y 3,5% v/v de acetonitrilo (ajustado a pH 2.8). Las areas de
los picos de DA en las muestras fueron comparadas con estdndares de referencia y se
calcularon las concentraciones de DA usando una curva de calibrado realizada en el
programa cromatografico (Program ChromPass, Jasco Co. Ltd., Tokyo, Japan). Bajo estas

condiciones el tiempo de retencion de DA fue de 12 minutos, respectivamente.

Figura 11:
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R = -CH2 - CH2 -NH2 = Dopamina (3-Hidroxtiramina, 3,4-dihidroxifeniletilamina)
R = -CH(OH) - CH2 -NH2= Noradrenalina (Norepinefrina)

Esquema de la reaccion de oxidacion de catecolaminas que ocurre en el electrodo de trabajo del detector
electroquimico. La oxidaciéon de una molécula de catecolamina produce 2 electrones, esta corriente es
directamente proporcional a la cantidad de moléculas de catecolaminas oxidadas.

Actividad Locomotora:
La actividad locomotora basal e inducida por anfetamina fue medida en los grupos
control, TP-1 y DHT-1. Cada animal fue colocado en una jaula de ensayo (44 de largo x 22

de alto x 28 cm de ancho) y se registro la actividad locomotora basal durante los primeros
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30 min. A los 30 minutos, cada animal se inyecté con una dosis de anfetamina (1 mg/Kg
i.p. disuelto en solucidn salina fisioldgica) y se registrd su actividad locomotora durante 60
min. La actividad locomotora se registrd por protocolo de Camaras (IP) (Modelo LX-C202,
Seguridad Lynx, China) fijas por encima de la jaula de ensayo y cada una conectada por
internet a un ordenador en otra habitacion. Los videos se analizaron con el sistema de
seguimiento de video ANY Maze (Stoelting Co., IL, USA) bajo licencia adquirida por el Dr.
Alexies Dagnino-Subiabre. Las jaulas de ensayo fueron limpiadas y desinfectadas con una

solucién de etanol al 5% después de cada ensayo.

Calculos y Analisis Estadistico:

Los resultados fueron expresados como valor promedio + Error Estandar de la Media
(EEM). Las figuras que muestran un curso temporal de liberaciéon de DA fueron analizadas
por analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por un post-test Newman-Keuls. Las
diferencias entre el grupo control y tratamiento fueron analizadas por test-t de Student’s
no-pareado y la diferencia estadisticamente significativa se establecié cuando el valor de P
fue menor que 0,05. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa
GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Ademas se utilizd6 ANOVA

de dos vias para analizar las curvas temporales de actividad locomotora.
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RESULTADOS

Caracterizacion del Modelo de Androgenizacion Neonatal

Curvas de Peso y Parametros de Funcion Reproductiva:

Dentro de los cambios observados producto de la administracién neonatal de andrégenos
se observod que no hubo cambios estadisticamente significativos en las curvas de ganancia

de peso al comparar animales control, tratados con TP y tratados con DHT (ver grafico 1

panel Ay B).
Griafico 1:
A Curva Peso Hembras B Curva Peso Machos
350 -~ Hembras Control 350 -e- Machos Control
1 = Hembras TP-1 4 & Machos TP-1

300 -4 Hembras DHT-1 300 4 Machos DHT-1
>
=~ 2004

Peso

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Curvas representativas de ganancia de peso de series experimentales control, tratadas con TP al dia 1 (TP-
1) y tratadas con DHT-1. El panel (A) representa las curvas para ratas hembras y el panel (B) para ratas
machos. (En (A) Control n= 19, TP n=16, DHT n=12 en (B) Control n=19, TP n=9, DHT n=10)
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Actividad Ciclica Estral:

A nivel reproductivo encontramos que la administracion neonatal de TP o DHT produce a
largo plazo en ratas hembras agénesis vaginal. Esto corresponde a una ausencia de
apertura vaginal lo que impide registrar las etapas del ciclo estral por frotis vaginal. Las
ratas hembras control que recibieron la administracién de aceite de maiz mostraron una
apertura vaginal del 100% al DPN-37. Ademas en el grafico 2 se observa que la actividad
ciclica estral desde el DPN-40 al DPN 60-62 fue normal con ciclos que duraron de 4 a 5

dias.

Grafico 2:

100% Apertura Vaginal

VAVA AN Aal

Rata #7

Etapa del Ciclo Estral
DEMmy DMy OSMy DEMy DSMy DEMY DSMy

Edad (Dias)

Grdfico representativo para 7 ratas hembras control las cuales recibieron la administracion de aceite de
maiz durante las primeras 12 horas de vida. La fecha indica el dia de la apertura vaginal del 100 % del
grupo de animales. P, proestro; E, estro; M, metaestro; D, diestro.
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Peso de Tejidos Sensibles a la Accion de Hormonas Androgénicas:

Los andrdégenos tienen diversos tejidos blanco en el organismo, debido a que los AR se
encuentran ampliamente distribuidos y afectan diversos drganos, es por eso que la
exposicion neonatal a andrégenos produce cambios en diversos tejidos diana como por
ejemplo la hipdfisis, Utero, ovario ademas de cambios en la masa muscular producto de la

actividad anabdlica de estos.

Respecto a las hembras expuestas a andrégenos se observé una disminucion significativa
del peso del utero en ratas DHT-1 (262.10 + 17.33 mg) versus ratas control (331.94 + 16.13
mg) y ratas TP-1 (355.90 + 18.49 mg) [F (2, 22)= 5.455; P=0.0119] (ver grafico 3, panel A). El
peso de la hipdfisis de ratas DHT-1 (9.57 + 0.14 mg) fue significativamente menor que el
peso de la hipodfisis de ratas control (11.40 + 0.30 mg) y ratas TP-1 (12.37 + 0.46 mg) [F,
16)= 18.09; P<0.0001] (ver grafico 3, panel B). Respecto al peso del ovario izquierdo se
observd una disminucidn significativa en ratas TP-1 (26.55 £ 2.43 mg) versus ratas control
(40.23 £ 1.61 mg) y ratas DHT-1 (39.20 + 2.19 mg) [F (2, 22= 12.41; P=0.0002] (ver grafico 3,

panel C).

En relacién al indice androgénico (pardmetro que relaciona el cuociente entre el peso del
musculo tibialis y el peso corporal de cada animal), que fisioldgicamente representa el
efecto anabdlico de las hormonas androgénicas, observamos un incremento significativo

de este indice al DPN-60 en las hembras expuestas a ambos andrégenos (TP: 0.00173 +
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0.00002 y DHT: 0.00172 + 0.00002) comparado con las hembras control (0.00163 *

0.00002) [F (2, 22)= 5.118; P=0.0150] (ver grafico 3, panel D).
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El grdfico muestra el tamaiio del utero (A), hipdfisis (B) y ovario (C) al DPN 60-62 de ratas hembras control
y expuestas a androgenos al DPN-1. En el panel (D) se representa el indice androgénico el cual
corresponde al peso del musculo Tibialis dividido por el peso corporal de cada animal. En todos los grdficos
se expresé el promedio + EEM (Utero: Control n=13, TP-1 y DHT-1 n=6. Hipdfisis: Control n=7, TP y DHT n=6.
Ovario: Control n=13, TP y DHT n=6. indice androgénico: Control n=13, TP y DHT n=6). El andlisis
estadistico se realizo utilizando un One Way Anova - Newman-Keuls post-hoc test (*P<0.05, ***P<0.0001).
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En ratas machos inyectadas al DPN-1 con andrdgenos se pudo observar una disminucién
estadisticamente significativa en el peso de los testiculos de las ratas expuestas a TP y DHT
(TP: 0.8647 + 0.0295 g; DHT: 0.9063 + 0.0599 g) con respecto a las ratas control (1.3647 +
0.0349 g) [F (2, 25= 35.98; P<0.0001] (ver grafico 4, panel C). Con respecto a la vesicula
seminal los resultaron mostraron la misma tendencia, siendo los grupos expuesto a
andrégenos (TP: 121.37 + 7.64; DHT: 258.05 + 13.54 mg) los que presentaron un
disminucion estadisticamente significativa en comparacion a las ratas controles (625.88 +

28.03 g) [F (2, 14)= 211.0; P< 0.0001] (ver grafico 4, panel D).

En relacidn al peso de la hipdfisis de los machos tratados con andrdégenos (TP: 9.77 + 0.26
y DHT: 10.47 £ 0.43) se observé una disminucidn estadisticamente significativa respecto al

grupo control (11.88 £ 0.48 mg) [F (2, 13)= 6.825; P=0.0094] (ver grafico 4, panel B).

El indice androgénico (parametro que relaciona el cuociente entre el peso del musculo
tibialis y el peso corporal de cada animal), el cual fisiolégicamente representa el efecto
anabdlico de las hormonas androgénicas, observamos un incremento del peso
estadisticamente significativo en ratas machos tratadas con TP (0.00194 + 0.00004)
respecto a ratas machos control (0.00165 + 0.00005) y DHT (0.00164 + 0.00001) [F (2, 16)=

19.62; P<0.0001] (ver grafico 4, panel A).
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El panel (A) representa el indice androgénico al DPN-60 de ratas machos control versus ratas machos
tratadas con TP y DHT al DPN-1. La administracion neonatal de TP y DHT produce una disminucién
significativa del tamaiio de la hipdfisis (B), testiculo (C) y vesicula seminal (D) al DPN-60 respecto a ratas
control. En todos los grdficos se expresé el promedio *+ EEM (indice androgénico: Control n=7, TP y DHT
n=6. Hipdfisis: Control n=4, TP-1 y DHT-1 n=6. Testiculos: Control n=14, TP n=4, DHT n=10. Vesicula
seminal: Control n=6, TP n=7, DHT n=4). El andlisis estadistico se realizo utilizando un One Way Anova -
Newman-Keuls post-hoc test (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.0001).
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Niveles Séricos de Progesterona y Estradiol en Hembras expuestas a TP

La exposicion neonatal a andrégenos ademds de sus efectos en dorganos sensibles,
también alterd las concentraciones séricas de hormonas esteroidales enddgenas. La
concentracion sérica de Progesterona al DPN 60-62 disminuyd significativamente en ratas
expuestas a la administracién neonatal a TP (1.11 + 0.25 ng/mL; P<0.0001), respecto a
ratas hembras control (14.50 + 0.21 ng/mL) (ver grafico 5, panel B). Respecto a los niveles
sérico de Estradiol al DPN 60-62 no se observd cambios estadisticamente
significativamente en ratas expuestas a la administracion neonatal a TP (46.96 + 4.93
pg/mL; P=0.1117), respecto a ratas hembras control (54.86 + 3.57 pg/mL) (ver gréfico 5,

panel A).
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En el grdfico 5 panel (A) se representan los niveles séricos de estradiol (A) y progesterona (B) al DPN 60-62
de ratas hembras control versus ratas hembras tratadas con TP al DPN-1. En ambos grdficos se expreso el
promedio * EEM (n=6 por grupo). El andlisis estadistico se realizé utilizando un t-test para datos no
pareados (***P<0.0001).
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Contenido de DA en SN-VTA y Cuerpo Estriado. Liberacion de DA Basal y

Estimulada por K* (70 mM) en NAcc. Estudios Neuroquimicos en Hembras

Con respecto al contenido de DA en hembras en la agrupacién SN-VTA se observé una
disminucion estadisticamente significativa al DPN 60-62 en ratas tratadas durante las
primeras 12 horas de vida con DHT (5617.67 + 771.10 pg/mg de proteina) respecto ratas
control (10331.33 + 1534.37 pg/mg de proteina) y las ratas tratadas con TP (10629.00 *
1849.39 pg/mg de proteina) [F (2, 14)= 4.084; P=0.0401] (ver grafico 6, panel A). Respecto al
contenido de DA en CE al DPN 60-62 no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ratas hembras control (72880.50 + 7971.51 pg/mg de proteina),
tratadas con TP (75033.50 * 10071.15 pg/mg de proteina) y tratadas con DHT (101779.50

+10204.42 pg/mg de proteina) [F (2, 15)= 2.889; P=0.0868] (ver grafico 6, panel B).

Respecto a la liberacién de DA en NAcc por un estimulo depolarizante de K* [70 mM] se
observé en cada grupo experimental un aumento estadisticamente significativo en la
liberacion de DA a los 60 min debido al estimulo depolarizante, respecto a sus propios
niveles basales (Hembra Control: [F, 15= 286.0, P<0.0001]; Hembra TP-1: [F(2, 9= 109.0, P

<0.0001]; Hembra DHT-1: [F2, 5)= 155.0, P<0.0001]) (ver grafico 6, panel C).

Respecto a la comparacion entre los grupos experimentales sobre la liberacién de DA
estimulada por K* [70 mM] a los 60 min se observd un aumento estadisticamente
significativo en el grupo de ratas hembras tratadas con TP al DPN-1 (900.2 + 153.3 % de la

liberacion basal), respecto ratas hembras control (416.3 + 44.7 % de la liberacién basal) y a



46

ratas hembras tratadas con DHT al DPN-1 (300.3 + 4.8 % de la liberacion basal) ([F (2,9=

40.34, P<0.0001]) (ver grafico 6, panel C).

Grafico 6:
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Contenido de DA (pg/mg de proteina) en la agrupacion SN-VTA (A) y en Cuerpo Estriado (B) al DPN 60-62
de ratas hembras control y tratadas con androgenos (TP y DHT) al DPN-1. La liberacion de DA basal y
estimulada por K* (70 mM) (C) fue medida a través de microdidlisis cerebral in vivo al DPN 60-62 de ratas
hembras control y tratadas con andrégenos (TP y DHT) al DPN-1. En todos los grdficos se expreso el
promedio + EEM (Microdidlisis: Control n=6, DHT n=4, TP n=4. Contenido de DA: n=6 por grupo). El andlisis
estadistico se realizo utilizando un One Way Anova - Newman-Keuls post-hoc test (*P<0.05, ***P<0.0001).
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Contenido de DA en SN-VTA y Cuerpo Estriado. Liberacion de DA Basal y

Estimulada por K* (70 mM) en NAcc. Estudios Neuroquimicos en Machos.

Con respecto al contenido de DA en machos en la agrupacion SN-VTA se observé un
aumento estadisticamente significativo al DPN-60 en ratas tratadas durante las primeras
12 horas de vida con TP (17407.50 + 4388.61 pg/mg de proteina) respecto ratas machos
control (7985.29 + 2029.61 pg/mg de proteina) y las ratas machos tratadas con DHT
(5765.83 + 858.81 pg/mg de proteina) [F 2, 16)= 4.802, P=0.0233] (ver grafico 7, panel A).
Respecto al contenido de DA en CE al DPN-60 no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en ratas machos control (85633.00 + 9786.38 pg/mg de
proteina), tratadas con TP (78322.16 + 8135.67 pg/mg de proteina) y tratadas con DHT al
DPN-1 (103276.20 + 9688.92 pg/mg de proteina) [F (2, 12= 2.156, P=0.1585] (ver grafico 7,

panel B).

Respecto a la liberacién de DA en NAcc por un estimulo depolarizante de K* [70 mM)] se
observé en cada grupo experimental un aumento estadisticamente significativo en la
liberacion de DA a los 60 min por estimulo depolarizante respecto a sus propios niveles
basales (Macho Control: [F(2, 15= 364.3, P<0.0001]; Macho TP-1: [F(2, 9= 139.6, P <0.0001];

Macho DHT-1: [F, 3= 67.43, P=0.0032]) (ver grafico 7, panel C).

Respecto a la comparacion entre los grupos experimentales sobre la liberacion de DA
estimulada por K* [70 mM] a los 60 min se observé un aumento estadisticamente

significativo en el grupo de ratas machos tratadas con TP al DPN-1 (979.0 + 148.6 % de la
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liberacion basal), respecto ratas machos control (508.2 + 51.4 % de la liberaciéon basal) y a
ratas machos tratadas con DHT al DPN-1 (401.9 + 4.6 % de la liberacion basal) ([F 2, 9=

8.840, P=0.0075]) (ver grafico 7, panel C).

Grafico 7:
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Contenido de DA (pg/mg de proteina) en la agrupacion SN-VTA (A) y en Cuerpo Estriado (B) al DPN-60 de
ratas machos control y tratadas con andrégenos (TP y DHT) al DPN-1. La liberacion de DA basal y
estimulada por K* (70 mM) (C) fue medida a través de microdidlisis cerebral in vivo al DPN-60 de ratas
machos control y tratadas con androgenos (TP y DHT) al DPN-1. En todos los grdficos se expreso el
promedio * EEM (Microdialisis: Control n=6, TP n=4, DHT n=4. Contenido de DA: Control n=3, TP y DHT
n=6). El andlisis estadistico se realizé utilizando un One Way Anova - Newman-Keuls post-hoc test
(*P<0.05 (A y B), #P<0.05 (C) Control v/s TP-1, **P<0.01 (C) TP-1 v/s DHT-1).
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Liberacion de DA en NAcc inducida por la Administracion de Anfetamina
Intra-NAcc y Sistémica al DPN-60 de Ratas Hembra Control y Tratadas al

DPN-1 con Andrégenos

Con respecto a la liberacidn de DA en NAcc inducida por la administracién de anfetamina
intra-NAcc [10uM] se observd que para cada grupo experimental hubo un aumento
estadisticamente significativo en la liberacidon de DA a los 80 min, respecto a sus propios
niveles basales (Hembra Control: [F3, 12)= 37.85, P< 0.0001]; Hembra TP-1: [F3, 3= 6.40,
P=0.0161]; Hembra DHT-1: [F3, 6= 32.97, P=0.0004]) (ver grafico 8, panel A). Respecto a la
comparacion de los valores de liberacion de DA inducida por anfetamina a los 80 min no
se observaron cambios estadisticamente significativos entre la liberacién de ratas control
(401.7 £ 48.0 % de la liberacién basal), ratas TP-1 (511.4 + 160.6 % de la liberacién basal) y
ratas DHT-1 (511.4 + 160.6 % de la liberacion basal) ([F(2, 6)= 0.9030, P=0.4541]) (ver grafico

8, panel A).

La liberacién de DA por la administracidn intraperitoneal de una dosis de anfetamina 1
mg/Kg al DPN 60-62 mostré una disminucidon estadisticamente significativa al minuto 80
entre las ratas expuestas a TP y DHT en comparacién a las ratas hembras control,
observando que la liberacion maxima de DA (minuto 80) con respecto a sus basales fue un
383.0 + 24.0% para ratas hembras controles, 200.7 + 2.2% para tratadas con DHT y de un
261.9 + 52.8% para las ratas expuestas a TP ([F(2, 21)= 5.077, P=0.0159]) (ver grafico 8, panel

B).
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Grafico 8:
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Liberacion de DA basal y estimulada por anfetamina (10uM) intra-NAcc (A). Liberacién de DA basal y
estimulada por una dosis de anfetamina sistémica (1mg/Kg i.p.) (B). Ambas fueron medidas a través de
microdidlisis cerebral in vivo al DPN 60-62 de ratas hembras control y tratadas con androgenos (TP y DHT)
al DPN-1. En todos los grdficos se expreso el promedio + EEM (Microdidlisis: (A) Control n=4, DHT n=4, TP
n=3, (B) Control n=6, TP y DHT n=4). El andlisis estadistico se realizo utilizando un One Way Anova -

Newman-Keuls post-hoc test (*P<0.05).
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Actividad Locomotora inducida por la Administracion de Anfetamina
Sistémica al DPN-60 de Ratas Hembras Control y Tratadas al DPN-1 con

Andrégenos.

En la actividad locomotora expresada cada 5 minutos (ver grafico 9, panel A) no se
observé una disminucidn significativa en la distancia recorrida inducida por anfetamina (1
mg/Kg i.p.) al comparar ratas hembras tratadas con TP al DPN-1 versus ratas control
(Analisis estadistico por ANOVA de dos vias desde el minuto 35 al 90) (Tratamiento: [F,
288)= 21.48; P < 0.0001]; Interaccién: [F(11, 288)= 0.3303; P = 0.9787]; Tiempo: [F(11, 288) =
1.091; P = 0.3685]). Tampoco se observd un cambio estadisticamente significativo al
comparar ratas hembras tratadas con DHT al DPN-1 versus ratas control (Tratamiento: [F,
192) = 22.68; P < 0.0001]; Interaccién: [Fqui, 192) = 1.151; P = 0.3241]; Tiempo: [F(11, 192) =
0.8463; P = 0.5941]), ni al comparar ratas tratadas con TP al DPN-1 versus ratas DHT al
DPN-1 (Tratamiento: [F(, 216) = 0.8899; P = 0.3466]; Interaccion: [F(11, 216) = 0.7379; P =
0.7014]; Tiempo: [F(1, 216) = 0.7349; P = 0.7043]).

Al analizar la actividad locomotora acumulativa basal durante los primeros 30 minutos y
que refleja la actividad locomotora basal (ver gréfico 9, panel B), observamos un
incremento estadisticamente significativo en las ratas hembras tratadas con DHT al DPN-1
(23.42 + 3.94 m) versus ratas hembras control (11.70 + 1.17 m) y ratas hembras tratadas
con TP al DPN-1 (14.90 + 2.18 m) [F (2, 29)= 5.302; P=0.0109]. En relacién a la actividad
locomotora acumulativa inducida por anfetamina (desde los 30 a 90 minutos) no se

observo diferencias estadisticamente significativas entre las hembras control (31.71 + 2.82
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m), hembras DHT (22.69 + 2.31 m) y hembras TP (24.43 + 2.86 m) [F (2, 29= 2.520;

P=0.0980] (ver grafico 9, panel B).

Grafico 9
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La actividad locomotora basal y estimulada (A) fue expresada cada 5 minutos y el andlisis a través del
software Any Maze al DPN 60-62 en ratas hembras control y tratadas con androgenos (TP y DHT) al DPN-
1. La actividad locomotora acumulativa basal y estimulada (B) fue medida a través del software Any Maze
al DPN 60-62 en ratas hembras control y tratadas con andrégenos (TP y DHT) al DPN-1. En todos los
grdficos se expresé el promedio + EEM (Actividad locomotora: Control n= 12, TP n=14, DHT n=6.). El
andlisis estadistico se realizo utilizando un One Way Anova - Newman-Keuls post-hoc test (*P<0.05,
*¥p<0.01).
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Liberacion de DA en NAcc inducida por la Administracion de Anfetamina
Intra-NAcc y Sistémica al DPN-60 de Ratas Macho Control y Tratadas al

DPN-1 con Andrégenos

Con respecto a la liberacidn de DA en NAcc inducida por la administracién de anfetamina
intra-NAcc [10uM] se observd para cada grupo experimental un aumento en la liberacion
de DA a los 80 min estadisticamente significativo respecto a sus propios niveles basales
(Machos Control: [F, 8= 140.0, P<0.0001]; Machos TP-1: [F@, 12)= 23.53, P<0.0001];
Machos DHT-1: [F3, 7= 14.73, P= 0.0021]) (ver grafico 10, panel A). Sin embargo, al
comparar los valores de liberacidon de DA a los 80 min entre los grupos experimentales no
se observaron cambios estadisticamente significativos en liberacion de DA entre los
grupos experimentales control (288.5 £+ 21.7 % de la liberaciéon basal), TP-1 (391.4 + 119.3
% de la liberacion basal) y DHT-1 (399.3 + 122.8 % de la liberacién basal) ([F(, 7= 0.3160,

P=0.7390]) (ver gréfico 10, panel A).

En cuanto a la liberaciéon de DA inducida por la administracion sistémica de anfetamina (1
mg/Kg i.p.) al DPN 60-62 no se observaron diferencias significativas a los 80 minutos entre
las ratas machos control, TP y DHT al DPN-1 ([F(2, 22)= 1.678, P= 0.2097]) (ver grafico 10,

panel B).
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Grafico 10:
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Liberacion de DA basal y estimulada por anfetamina (10uM) intra-NAcc (A). Liberacion de DA basal y
estimulada por una dosis de anfetamina sistémica (1mg/Kg i.p.) (B). Ambas fueron medidas a través de
microdidlisis cerebral in vivo al DPN 60-62 de ratas macho control y tratadas con andrégenos (TP y DHT)
al DPN-1. En todos los grdficos se expresé el promedio + EEM (Microdidlisis: (A) control, DHT y TP n=4, (B)
control y TP n=4, DHT n=2). El andlisis estadistico se realizo utilizando un One Way Anova - Newman-Keuls

post-hoc test (***P<0.0001).
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Actividad Locomotora inducida por la Administracion de Anfetamina
Sistémica al DPN-60 de Ratas Machos Control y Tratadas al DPN-1 con

Andrégenos.

En la actividad locomotora expresada cada 5 minutos (ver grafico 11, panel A) no se
observé una disminucidn significativa en la distancia recorrida inducida por anfetamina (1
mg/Kg i.p.) al comparar ratas machos tratadas con TP al DPN-1 versus ratas control
(Analisis estadistico por ANOVA de dos vias desde el minuto 35 al 90) (Tratamiento: [F(,
204)= 7.697; P = 0.0060]; Interaccién: [F(11, 204)= 0.5347; P = 0.8783]; Tiempo: [F(11, 204) =
0.7326; P = 0.7075]). Tampoco se observd un cambio estadisticamente significativo al
comparar ratas machos tratadas con DHT al DPN-1 versus ratas control (Tratamiento: [F,
180)= 0.2257; P = 0.6353]; Interaccion: [F(1, 180)= 0.9085; P = 0.5334]; Tiempo: [F(11, 180) =
0.9065; P = 0.5353]), ni al comparar ratas machos tratadas con TP al DPN-1 versus ratas
machos tratadas con DHT al DPN-1 (Tratamiento: [F(1, 192)= 7.515; P = 0.0067]; Interaccion:
[F11,192)= 0.6387; P = 0.7942]; Tiempo: [F(11,192)= 0.5951; P = 0.8315]).

Al analizar la actividad locomotora acumulativa durante los primeros 30 minutos y que
refleja la actividad locomotora basal (ver grafico 11 panel B), se observé un incremento
estadisticamente significativo en las ratas machos tratadas con DHT al DPN-1 (19.80 + 1.57
m) versus ratas machos control (13.86 + 0.83 m) y a ratas machos tratadas con TP al DPN-
1 (11.50 + 0.78 m) [F(, 24= 15.60; P<0.0001]. Respecto a la actividad locomotora

acumulativa desde los 30 a 90 minutos no se observd diferencias estadisticamente
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significativas entre las ratas machos control (20.00 + 2.77 m), machos DHT (19.06 + 5.13

m) y machos TP (25.46 + 4.77 m) [F (2, 24)= 0.6551; P=0.5285].

Grafico 11:
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La actividad locomotora acumulativa basal y estimulada (B) fue medida a través del software Any Maze al
DPN 60-62 en ratas macho control y tratadas con andrégenos (TP y DHT) al DPN-1. La actividad
locomotora basal y estimulada (B) fue expresada cada 5 minutos y el andlisis a través del software Any
Maze al DPN 60-62 en ratas macho control y tratadas con andréogenos (TP y DHT) al DPN-1. En todos los
grdficos se expreso el promedio + EEM (Actividad locomotora: n=9 control, n= 10 TP, n=8 DHT.). El andlisis
estadistico se realizo utilizando un One Way Anova - Newman-Keuls post-hoc test (***P<0.0001).
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DISCUSION

1) Caracterizacion de la Androgenizacion Neonatal

1.1) Efectos en Organos Sensibles a la Accién de Andrégenos en Hembras:

Dentro de los efectos producidos y descritos en esta tesis, se pudo observar que en las
ratas expuestas a andrdégenos durante las primeras horas de vida se produjo cambios
significativos a largo plazo en tejidos sensibles a la accion hormonal, tanto en la periferia
como a nivel del SNC. El objetivo de estudiar los efectos de andrdégenos en tejidos
sensibles, se basa en la expresidon de AR y sirven como control positivo de los efectos a
largo plazo que tiene la administraciéon neonatal de andrégenos y que han sido descritos
en la literatura previamente [6,8,30].

En las hembras expuestas a TP al DPN-1 encontramos una disminucidn significativa del
tamafio del ovario izquierdo respecto al grupo control (grafico 3, panel C). Este efecto ha
sido evidenciado en la literatura como una reduccion del tamano del ovario que se
produce por un aumento de quistes ovaricos y una ausencia de cuerpos luteos (CL) [8,30].
Esta ausencia de CL se relaciona directamente con la disminucién significativa de los
niveles séricos de progesterona que se observé en esta tesis (grafico 5, panel B). Estos
cambios han sido descritos en la literatura previamente y se debe a que la principal fuente
de progesterona plasmatica en la hembra proviene de los CL [30,36].

La actividad ciclica estral es un parametro que permite evaluar la capacidad reproductiva
de la hembra, ya que se puede observar en un intervalo de tiempo cuantos ciclos tiene

una hembra y el nimero estimado de ovulaciones que esta ha tenido [37]. En los
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resultados de esta tesis, sélo se observd actividad ciclica en ratas control (gréafico 2), ya
que en las ratas hembras androgenizadas (TP y DHT) se produjo una agénesis vaginal, que
impidié medir la etapa del ciclo estral. Esta agénesis vaginal ha sido descrita en la
literatura como un efecto a largo plazo de la exposicidon neonatal a andrdgenos [6,30]. Por
lo cual este modelo experimental de androgenizacidn neonatal ha demostrado cumplir
con los parametros antes descritos en la literatura.

Cabe seialar que en el Grafico 3 (panel C) no se observaron cambios estadisticamente
significativos en el peso del ovario en las ratas expuestas durante las primeras horas de
vida a DHT. Este efecto puede deberse a que la DHT es un andrégeno no aromatizable,
mientras que T se aromatiza en el ovario a estradiol (E2) [38,39]. En la literatura se ha
descrito que la administracién neonatal de EV produce una condicién a largo plazo tipo
ovario poliquistico que se caracteriza por ausencia de CL, formacion de quistes ovaricos,
aciclicidad estral, disminucion de la progesterona sérica y reduccién del tamafio ovarico
[6,30,37]. En este sentido, el efecto de la administracion neonatal de TP observado en esta
tesis y descrito anteriormente [6,8] puede estar mediado por una accién androgénica
directa a través de su unidn a AR ovdricos o por un efecto estrogénico indirecto a través
de la aromatizacién a E2 y su unidn a receptores de estrégenos (ERs). Para evaluar si este
efecto se asociaba a la aromatizacidn a E2, fue clave realizar otras series experimentales
gue incluyeran la administracion neonatal a DHT, la cual es una hormona androgénica no
aromatizable [39]. En este sentido, se observé que en las ratas tratadas durante las

primeras horas de vida con DHT, no hubo una disminucién significativa del peso ovarico
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comparado con animales tratados con TP. Esto indicaria que probablemente la reduccién
del tamafio de la génada femenina esté mediado por la conversiéon aromatica de T a E2
[38]. Cabe sefialar que la aromatasa (CYP19A1l) no sélo se expresa en tejidos
reproductivos, como el ovario sino también en tejidos y érganos no reproductivos, como
el tejido adiposo, el higado y el cerebro [36,39].

En esta tesis se observd que en las hembras expuestas en las primeras horas de vida a
andrégenos (TP y DHT) hubo una disminucién estadisticamente significativa del peso de la
hipofisis respecto al grupo control. Este efecto se puede explicar por la evidencia en la
literatura que demuestra que la hipdfisis de ovejas recién nacidas tienen a nivel de las
células gonadotropas una proporcién de AR y ERs similar [40]. Asumiendo una expresion
neonatal similar de estos receptores en la hipodfisis de rata, se podria suponer que la
sensibilidad de esta glandula a andrégenos durante las primeras horas de vida puede
afectar su desarrollo a largo plazo, favoreciendo una atrofia glandular. Funcionalmente, se
ha demostrado en la literatura que la exposicién prenatal a andrdogenos afecta la
migracion celular de células productoras de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) desde el area predptica hipotalamica y por ende la regulacién del eje hipotalamo-
hipdfisis-gdnada [41].

1.2) Efectos en Organos Sensibles a la Accién de Andrégenos en Machos:

Uno de los efectos observado a largo plazo en ratas machos expuestas durante las
primeras horas de vida a TP fue el incremento del indice androgénico. Este indice refleja

los efectos anabdlicos de los andréogenos, que fisiolégicamente se relacionan con un
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aumento de la captacién de aminoacidos por la musculatura esquelética [36,39]. A nivel
hipofisiario, en machos tratados se observé una reduccidn significativa del tamafio de la
hipdfisis respecto a machos control. Esta gldndula en la etapa neonatal expresa AR en las
células gonadotropas [36,39], sin embargo la produccién de los ligandos endégenos (T y
DHT) no ocurre hasta la pubertad, en donde la T ejerce retroalimentacidon negativa sobre
el eje hipotalamo-hipéfisis-gonada [39], por lo que la administracidn neonatal de TP y DHT
produce al igual que en las ratas hembras, una hipoplasia hipofisiaria mediada por
alteraciones del desarrollo neonatal de la glandula. Funcionalmente, se ha demostrado
que la disminucidon del tamafio de la hipodfisis se relaciona a una disminucién de la
produccién de gonadotropinas plasmaticas, que llevaria a alteraciones a nivel de tejidos
reproductivos [42]. En esta tesis se observé que la administracion neonatal de TP y DHT
produjo a largo plazo una reduccién del tamafio de los testiculos (grafico 4, panel C) y de
la vesicula seminal (grafico 4, panel D). Funcionalmente, esta reduccidon del tamafio
testicular ha sido descrita en la literatura y se asocia a una disminucién a largo plazo de los
niveles plasmaticos de T [43]. Sin embargo, esta disminucion en los niveles plasmaticos de
T no se debe a una menor sintesis esteroidogénica, sino a una mayor aromatizacion a E2
[43]. En este mismo trabajo se demostré que la administracion neonatal a TP
incrementaria la expresion testicular de la aromatasa en ratas machos adultas [43]. Sin
embargo, la expresion cerebral de la aromatasa en areas relacionadas con conductas

motivadas y locomocién no ha sido estudiada.
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2) Efectos de la Administracién Neonatal a Andrégenos en Areas Cerebrales

relacionadas con Motivacion y Locomociodn.

2.1) Efectos en el Contenido de DA en SN-VTA y CE de Ratas Hembras Androgenizadas:
Dentro de las areas dopaminérgicas cerebrales, el circuito mesocorticolimbico ha sido
asociado con los efectos recompensantes de las drogas de abuso a través de la activacion
de neuronas dopaminérgicas del VTA que liberan DA en NAcc [11]. Por otro lado, el
circuito nigroestriatal esta conformado por neuronas dopaminérgicas de la SN que liberan
DA en CE y son responsables principalmente de la locomocién [15]. Las neuronas
dopaminérgicas de ambos circuitos expresan la enzima TH responsable de la sintesis de
DA. Ademas, se ha descrito que tanto a nivel de los somas (SN-VTA) y de los terminales
neuronales (CE-NAcc) se expresan receptores para hormonas sexuales (ERs y AR) [44],
tanto en la adultez como también en etapas neonatales [45].

Existe evidencia en la literatura sobre los efectos moduladores de las hormonas sexuales
en neuronas dopaminérgicas [46,47]. Por ejemplo, se ha demostrado que el E2 tendria un
efecto modulador positivo que favorece la expresidon de TH en SN-VTA de ratas hembras
adultas [48]. Por otro lado, estudios previos de nuestro laboratorio, han demostrado que
la administracidon neonatal de estradiol valerato (EV) produce un aumento del contenido
de DA y NA en SN-VTA de ratas hembras adultas [49].

Respecto a los efectos de los andrégenos sobre neuronas dopaminérgicas, se demostré
gue estas hormonas actian como moduladores negativos de la expresion de la TH en SN-

VTA de ratas machos adultas [50]. Los resultados de esta tesis, estan de acuerdo con estos
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antecedentes, ya que el contenido de DA en SN-VTA de ratas hembras tratadas con DHT
es significativamente menor respecto a ratas control (grafico 6, panel A). Una explicacion
para este efecto podria estar relacionada con la modulacidon negativa de la actividad
transcripcional del gen de la TH por andrdgenos. Cabe destacar, que en otra tesis de grado
de nuestro laboratorio estan siendo realizados experimentos para dilucidar el efecto de
andrégenos sobre la expresion del mRNA de la TH. Sin embargo, la administracion
neonatal de TP no produjo cambios significativo en el contenido de DA en SN-VTA
respecto a ratas hembras control (grafico 6, panel A). Esta ausencia de efecto podria
explicarse en parte por una posible aromatizacién de TP a E2, ya que como se menciond
previamente la administracién neonatal de EV produce un aumento en el contenido de DA
en SN-VTA de ratas hembras adultas [49]. Esta posible aromatizacién aumentaria los
niveles de DA en SN-VTA al nivel de una rata hembra control, mientras que el efecto neto
de la administracion neonatal de un andrégeno no aromatizable (DHT) produce una
disminucion significativa del contenido de DA (grafico 6, panel A).

2.2) Efectos en el Contenido de DA en SN-VTA y CE de Ratas Machos Androgenizadas:

En ratas machos tratadas con TP al DPN-1 se observé un aumento del contenido de DA en
SN-VTA al DPN-60 (grafico 7, panel A), mientras que la administracion neonatal de DHT no
produjo cambios significativos en el contenido de DA en SN-VTA al DPN-60 respecto a
ratas machos control. Este resultado es muy interesante, ya que nos muestra que la
administracion neonatal de TP podria en parte ejercer su efecto a través de una

aromatizacion de T a E2. Se ha descrito en la literatura (utilizando un modelo similar al de
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esta tesis) que la aromatizacion periférica de T a E2 aumenta significativamente en ratas
machos adultas (DPN 80) expuestas durante las primeras horas de vida TP [43]. Este
incremento en la aromatizacién, favoreceria un efecto estrogénico a nivel cerebral que
podria aumentar el contenido de DA a nivel de SN-VTA observado en esta tesis (grafico 7,
panel A).

Por otro lado, se ha demostrado que en etapas perinatales, la expresidén y actividad de
aromatasa a nivel cerebral estd aumentada, especificamente al DPN 2 se ha descrito que
en el hipotaldamo de ratas machos su expresion es casi 4 veces mayor que en hembras a la
misma edad neonatal [51], mientras que en mesencéfalo la mayor expresién de
aromatasa se ha establecido entre el DPN-2 y DPN-15 [51]. Estos antecedentes nos
permitirian inferir que la accién de la TP en areas como SN-VTA podria estar mediada por
su aromatizacién a E2 durante los primeros dias de vida postnatal, ya que se ha
demostrado que la administracién neonatal de EV aumenta el contenido de DA en SN-VTA
[49]. En este sentido, el efecto de E2 sobre la TH aumentaria los niveles de expresién del
mRNA de TH y por consecuencia los niveles de la proteina en neuronas dopaminérgicas, a
través de un efecto inicial sobre la transcripcion del gen de la TH (el cual posee sitios de
elementos de respuesta a estrégenos (ERE) en su promotor) [52,53]. Actualmente en
nuestro laboratorio se estd realizando una tesis destinada a ver los efectos de la
administracion neonatal de EV y TP sobre los niveles del mRNA de TH y la proteina en SN-

VTA de ratas al DPN-60.
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2.3) Efectos de la Administracion Neonatal de Andrégenos Sobre la Liberacion de DA en
NAcc de Ratas Hembras Adultas:

En las ratas hembras tratadas con andrégenos al DPN-1 (TP y DHT) no se encontré
diferencias significativas en la liberacion de DA mediada por anfetamina (10 uM) intra-
Nacc (grafico 8, panel A), sin embargo la liberacion provocada por un estimulo
depolarizante (K* 70 mM) aumenté significativamente la liberacién de DA en NAcc en las
ratas hembras tratadas con TP al DPN-60 (grafico 6, panel C). Respecto a esta mayor
liberacion, es posible que el tratamiento neonatal con andrégenos produzca cambios en
proteinas involucradas en la exocitosis que favorezcan la depolarizacién del terminal
dopaminérgico; por ejemplo, se puede esperar un aumento de la expresidon de canales de
Ca*? sensible a voltaje, sin embargo es necesario realizar futuros experimentos para
demostrar este efecto.

Respecto a la liberacion de DA en NAcc inducida por la perfusion intra-NAcc de
anfetamina en ratas hembras adultas tratadas al DPN-1 con TP y DHT, no observamos
cambios significativos (grafico 8, panel A). Estos resultados permiten suponer que no
habria cambios significativos en la expresion del DAT en los terminales dopaminérgicos del
NAcc en ratas hembras adultas androgenizadas. La razén de esta suposicion se debe a que
DAT es el blanco farmacolégico de la anfetamina y su reversién favorece la liberacion de la
DA almacenada en vesiculas [14,54]. Sin embargo, ha sido demostrado que el DAT es
regulado por estrégenos, ya que estudios in vitro demuestran que E2 reduce la expresion

de DAT en cultivo embrionario de células mesencefalicas [55].
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La liberacion de DA estimulada por una dosis de anfetamina sistémica (1 mg/Kg i.p.) en las
ratas hembras androgenizadas (TP y DHT) fue estadisticamente menor a los 80 minutos en
NAcc que la observada en ratas hembras controles (grafico 8, panel B). Este efecto podria
explicarse por una menor biodisponibilidad de la anfetamina, ya sea por una mayor
metabolizacién de primer paso o por una mayor induccién citocromal favorecida por la

exposicion neonatal a andrégenos.

2.4) Efectos de la Administracion Neonatal de Andrégenos Sobre la Liberacion de DA en
NAcc de Ratas Machos Adultas:

En los machos expuestos a TP al DPN-1 se pudo observar un aumento estadisticamente
significativo en la liberacion de DA inducida por un estimulo depolarizante de K* (grafico 7,
panel C), esta mayor liberacion de DA podria estar correlacionada con el mayor contenido
de DA en SN-VTA observado previamente (grafico 7, panel A), ya que el aumento de la
cantidad de DA disponible en las vesiculas sinapticas estara disponible para liberacion

frente a la llegada de un potencial de accién.

Respecto a la liberacion de DA inducida por un estimulo depolarizante de K* en ratas
machos tratadas con DHT al DPN-1 fue similar a la observada en ratas machos controles al
DPN-60 (grafico 7, panel C). Estos resultados demuestran que la administracién neonatal

de DHT no afecta la maquinaria de liberacién de DA en NAcc.
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En los machos androgenizados con TP y DHT no se observaron cambios significativos en la
liberacion de DA en NAcc inducida por la administracién intra-NAcc y sistémica de
anfetamina al DPN-60 (grafico 10, panel A y B, respectivamente). Estos resultados
indicarian que el efecto de la administracién neonatal de andrdgenos sobre liberacion de
DA no afectaria la expresion del DAT en la rata, ya que esta proteina es blanco molecular
de accién de la anfetamina. Sin embargo, en la literatura se ha descrito que T y DHT
afectan la sintesis y liberacion de DA a través de la modificacién de proteinas
dopaminérgicas. Por ejemplo, en ratas machos adolescentes castradas se observd que la
administraciéon de TP o DHT modifica la expresion de mRNA de DAT, VMAT, y TH [56]. Es
preciso sefialar que las diferencias de los protocolos experimentales pueden llevar a
resultados diametralmente opuestos. Por ejemplo nuestro protocolo de administracién
neonatal es muy diferente al establecido por Purves-Tyson et al., ya que en ese trabajo se
gonadectomizaron los machos al DPN-45, administrandose T y DHT durante 2 semanas
[56]. En este sentido, nuestro protocolo experimental afecta ventanas del desarrollo
neonatal temprano y varios sistemas pueden verse afectados. En el caso de la
administracion neonatal de andrégenos en ratas machos, nuestro protocolo parece

afectar la expresion de TH, sin modificar la del DAT.

En el caso de la administracion neonatal de DHT al DPN-1 (grafico 10, panel B) se puede
observar que la magnitud de la liberacion de DA en NAcc inducida por la administracion
sistémica de anfetamina, fue mucho menor que en los otros dos grupos experimentales

(TP y Control). Algunas de las explicaciones que pueden dar cuenta de este efecto estan
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relacionadas con problemas metodolégicos: a) Una razén por la cual no se aprecio
diferencias significativas en la liberacion de DA inducida por anfetamina en ratas DHT,
puede deberse a la baja recuperacion para DA que tuvieron las cdnulas de microdidlisis.
Este punto es critico, ya que él % de recuperacién influye de manera directamente
proporcional en la deteccion electroquimica de DA. b) Al reducido numero de animales
tratados con DHT para este protocolo experimental (n=2). La razén de este disminuido
numero de animales ha sido asociada a problemas de reproduccidn a nivel del Bioterio de

nuestra Universidad.

2.5) Efectos de la Administracion Neonatal de Andrégenos Sobre la Actividad
Locomotora de Ratas Adultas:

Respecto a la actividad locomotora basal (0-30 min) y estimulada por anfetamina (30-90
min), esta fue expresada como distancia recorrida (m) cada 5 minutos. En este sentido, no
se observaron cambios estadisticamente significativos entre las curvas de los grupos de
animales tratados con andrégenos (TP y DHT) en el periodo neonatal versus los grupos
control. Cabe sefalar que tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los sexos en las condiciones experimentales TP, DHT y Control (grafico
9 y 11, panel A). Con respecto a la actividad locomotora acumulativa basal se encontré
diferencias significativas entre las ratas machos y hembras expuestas a DHT versus las
ratas control y TP, lo cual podria deberse al rol de los andrégenos como moduladores de

conductas tipo ansiosas [57]. Una exposicidn a andrdgenos en el periodo neonatal podria
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modificar la distribuciéon de AR en el cerebro [58] y de esta manera afectar la conducta a
largo plazo en las ratas DHT. Esto llevaria a una conducta tipo ansiosa que se ve reflejada
en un incremento en la actividad locomotora basal acumulativa. En la literatura, se ha
demostrado que utilizando un modelo animal de trastorno de déficit de atencidn (TDAH)
con hiperactividad, la administracién de T al DPN-10 produce conductas tipo TDAH, como
hiperactividad, impulsividad y alteraciones cognitivas [28]. Sin embargo, para poder
caracterizar estas conductas en nuestras ratas tratadas al DPN-1 con DHT es necesario
realizar mas estudios y utilizar otros test conductuales que permitan medir estas
conductas. Respecto a la actividad locomotora acumulativa estimulada por anfetamina no
se observd diferencias significativas entre los grupos experimentales ni entre sexos
(grafico 9 y 11, panel B). Sin embargo, en las hembras tratadas con TP y DHT hay una leve
tendencia a la disminucién de la actividad locomotora acumulativa inducida por
anfetamina (grafico 9, panel B). Este resultado es interesante y abre nuevas perspectivas
al modelo utilizado, ya que si el tratamiento neonatal con andrdégenos produce conductas
relacionadas con TDAH se podria relacionar esta tendencia a la disminucidn en la actividad
locomotora inducida por anfetamina observado en esta tesis, con el posible efecto
terapéutico de anfetamina en el TDAH. Actualmente, en el tratamiento del TDAH se
utilizan medicamentos que son andlogos estructurales de la anfetamina, como la d-
anfetamina, lixdeanfetamina (sustratos del DAT) o el metilfenidato (bloqueador del

DAT)[59].
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3) Cambios Epigenéticos y Proyecciones a Futuro.

3.1) Efectos Epigenéticos a Largo Plazo Mediado por Hormonas Sexuales:

En esta tesis de grado se observé que los efectos producidos por las hormonas sexuales en
ventanas criticas del desarrollo se mantienen a largo plazo. En este sentido, las
alteraciones producidas en un periodo de alta sensibilidad cerebral como la etapa
perinatal, pueden tener consecuencias en la adultez. Estas alteraciones comprenden
cambios en la expresion de distintos genes y proteinas, a través de mecanismos que
corresponden a modificaciones de los patrones de metilacion en promotores de genes
especificos. Por ejemplo, dentro de los efectos epigenéticos a largo plazo descritos en la
literatura, se ha observado que el E2 puede regular a sus propios ERs en periodos
neonatales, modificando los patrones de metilacién en islas CpG del promotor de ERa
[60]. También se ha demostrado que un aumento en la metilacidon en sitios CpG en el
promotor del gen para ERa, se relaciona con una disminucién de su mRNA en el Area
Predptica (POA) al DPN-8, luego de la administracion de E2 benzoato al DPN 1-2 [61]. Sin
embargo, cada zona cerebral presenta una sensibilidad distinta a las hormonas sexuales,
por lo cual nuestro protocolo de administracidon neonatal de andrégenos podria alterar la
proporcion de expresién ERa/ERB en SN-VTA o tener un efecto directo sobre la expresion

del AR que modificarian proteinas esenciales para la neurotransmisién dopaminérgica.



70

3.2) Contaminantes Ambientales y Efectos a Largo Plazo:

Recientemente se ha demostrado que los Disruptores Endocrinos (EDCs) pueden afectar
distintas funciones fisiolégicas mediante su acciéon endocrina en el organismo. Las
consecuencias de la exposicion a estos compuestos estan relacionadas principalmente con
disfunciones en el metabolismo y la reproduccién, a través de cambios epigenéticos en los
periodos tempranos del desarrollo. Esta exposicion temprana puede generar
consecuencias a largo plazo, incluso presentar efectos a nivel transgeneracional [62]. Es
asi como, en el ultimo tiempo se han caracterizado nuevos EDCs que poseen actividad
hormonal androgénica y estrogénica, que pueden ejercer efectos a nivel del SNC

alterando areas cerebrales sensibles a la accion de hormonas sexuales [62].

Actualmente, el estudio del programming provocado por EDCs es relevante en las areas
de toxicologia ambiental, debido a los efectos que este tipo de compuestos pueden tener
a largo plazo en la salud de animales y humanos, y por su capacidad de bioacumularse en
seres vivos. De esta manera, asociado a nuestro protocolo de exposicion neonatal a
hormonas sexuales, se puede establecer que la intervencidn sobre ventanas sensibles del
desarrollo pueden ser afectadas por los EDCs y provocar efectos deletéreos a largo plazo
en tejidos y érganos sensibles a la accién de hormonas. Nuestro laboratorio tiene especial
interés en los efectos producidos por este tipo de programacion sobre areas involucradas
en conductas motivadas, recompensa y el movimiento. Por ejemplo, BPA (un EDCs
producido por la industria del plastico) tiene efectos estrogénicos y se ha demostrado en

la literatura que la exposicion temprana a este compuesto afecta a proteinas
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dopaminérgicas como el DAT [63]. Por otro lado, a nivel conductual la exposicion prenatal
y postnatal a BPA produce conductas tipo ansiosas en roedores [63,64]. Estos ejemplos
nos demuestran que el concepto de programming por EDCs tiene relevancia a nivel del

SNC vy no solo a nivel de tejidos reproductivos.

Algunos EDCs como el “aroclor 1254” una mezcla de Bifenilos Policlorados (PCBs), tienen
actividad androgénica directa sobre AR [65], produciendo en hipotalamo de ratas hembras
una disminucién de la expresion de AR y cambios de expresién de enzimas
metabolizadoras de andrégenos [66]. Es importante caracterizar los efectos de los
andrégenos en periodos sensibles del desarrollo, ya que son un medio de prueba para la

evaluacidn de compuestos contaminantes ambientales con actividad hormonal.

3.3) Proyecciones Futuras:

En el futuro es necesario indagar mas sobre los efectos de moléculas androgénicas sobre
periodos sensibles del desarrollo del SNC y sobre cambios en los patrones de expresion de
genes inducidos por estas hormonas. Ademas, ciertas patologias como el Sindrome
Adrenogenital (aumento en la sintesis de andrégenos de la glandula adrenal) y la Pubertad
Precoz de Origen Central (adelantamiento de la pubarquia) han sido asociados con
elevados niveles séricos de andrégenos que a edades tempranas pueden favorecer

cambios conductuales y predisponer a trastornos neuropsiquiatricos.
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CONCLUSIONES

*

X/
L X4

La administracién neonatal de andrégenos produce a largo plazo alteraciones en
tejidos sensibles de machos y hembras. Por ejemplo, en machos se reduce el

tamafio testicular y en hembras el tamafio ovarico.

La administracion neonatal de TP produce un aumento en el contenido de DA en
SN-VTA en ratas machos adultas, mientras que la administracion neonatal a DHT

no afecta el contenido de DA en SN-VTA.

La administracidon neonatal a DHT produce una disminucién en el contenido de DA
en SN-VTA en ratas hembras adultas, mientras que la administracién de TP no

afecta en contenido de DA en SN-VTA.

La liberacion de DA en NAcc inducida por anfetamina intra-NAcc no produjo
cambios significativos entre los grupos experimentales de ambos sexos. Sin
embargo, la administracion sistémica de anfetamina en ratas hembras tratadas
con andrégenos (TP y DHT) disminuyd la liberacién de DA en NAcc en la vida

adulta.
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La liberacidon de DA inducida por un estimulo depolarizante (K* 70 mM) en ratas
hembras y machos tratadas con TP al DPN-1 fue mayor que sus respectivos grupos

control y DHT al DPN-60.

La actividad locomotora acumulativa basal aumenté significativamente al DPN-60

en ratas hembras y machos tratadas con DHT al DPN-1.
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