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Resumen:

Las hormonas sexuales tienen efectos en diversos tejidos sensibles a través de la expresion
de receptores especificos. Estas se caracterizan por su capacidad difusidén simple a través
de la membrana celular, produciendo diversos efectos fisioldégicos -crecimiento,
diferenciacion y regulacién de érganos del sistema reproductor-. Sin embargo, otros tejidos
no reproductivos, como higado, hueso, musculo y cerebro, son también sensibles a su
accionar. A nivel cerebral se caracterizan por actuar como “esteroides neuroactivos”,
produciendo efectos neuroendocrinos a nivel del diencéfalo, mesencéfalo y telencéfalo.

La reprogramacion se define como la “redireccion fisioldgica de un tejido u érgano por un
estimulo, en un periodo sensible de desarrollo, que produce cambios funcionales adversos
en la adultez ". Actualmente este concepto ha tomado una gran importancia debido a
condiciones que llevan a recién nacidos a exposicion de xenobidticos, como infecciones
tempranas, exposicion a antibidticos y tratamientos a embarazadas con
antidepresivos/antipsicéticos durante este periodo. Asi mismo, algunas condiciones
fisiopatoldgicas -como el sindrome de ovario poliquistico- o la exposicion acumulativa a
compuestos con actividad endocrina (ej. Bisfenol A) o anticonceptivos orales generan
resultados disruptivos en el desarrollo.

A nivel neuroquimico, la dopamina (DA) corresponde un neurotransmisor de tipo
catecolamina, involucrado en la regulacion de la secrecion de prolactina, control motor y
circuito de recompensa. Este ultimo es regulado por el Circuito Mesocorticolimbico, y libera
DA en respuesta a determinados estimulos (actividades sexuales, consumo de drogas de
abuso y algunas conductas). A nivel cortical, la exposicidn repetida estas senales produce
cambios neuroplasticos a largo plazo.

A pesar que los efectos de las hormonas sexuales son conocidos se conoce muy
poco de los efectos la exposicion temprana a estas sobre la neurotransmision
dopaminérgica, generando incertidumbre sobre las posible consecuencia que estas pueden
causar a largo plazo, de manera que un mejor entendimiento de las bases moleculares de
las sefales involucradas en las adicciones se hace imperativo.

Palabr lav

Sintesis y metabolismo de dopamina
Via dopaminérgica

Hormonas sexuales y efecto cerebrales
Tirosina hidroxilasa

Reprogramacién
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Intr ion
Los neurotransmisores de tipo monoaminas (dopamina, serotonina e histamina)
corresponden a un grupo de moléculas de sefalizacidon de pequefo tamafio producidos
por neuronas monoaminérgicas comparten como caracteristica comun tener una inusual
pero relevante organizacion funcional a nivel cerebral. En el caso de las neuronas
dopaminérgicas, estas tienen sus cuerpos celulares distribuidos entre el hipotalamo y tallo
cerebral, sin embargo, sus axones se proyectan ampliamente a lo largo del sistema
nervioso que permite a estos neurotransmisores realizar una funcion regulatoria de manera
coordinada. Estas neuronas poseen en especifico sus cuerpos celulares en el mesencéfalo
en la Sustancia Nigra pars compacta (SN) y el Area Tegmental Ventral (VTA). La dopamina
(DA) como neurotransmisor es ademas producida por neuronas del nucleo arcuato del
hipotalamo. Las neuronas dopaminérgicas pertenecientes al mesencéfalo se proyectan
ampliamente al cerebro anterior, influenciando motivacion, comportamiento motor, y
multiples formas de memoria, en cambio, la DA producida por las neuronas hipotalamicas
es considerada una hormona ya que a través del sistema venoso portal inhibe la
produccién de prolactina por parte de la hip&fisis [1]

Al ser un neurotransmisor producido a partir de un aminoacido, se requieren de una serie
de pasos metabdlicos que permiten su formacion y su eventual accionar para la generacion
de ciertas sefales.

1. Formacion y metabolizacion:
La biosintesis de neurotransmisores de tipo catecolamina comienza con la tirosina que se
transporta activamente al cerebro. Y es obtenida por la dieta o de la hidroxilacion del
aminoacido esencial fenilalanina. A partir de la presencia de tirosina a nivel neuronal, esta
sera sintetizada en los terminales axonicos con el fin de obtener DA [2]

La sintesis de DA involucra un conjunto de reacciones enzimaticas, siendo la tirosina
hidroxilasa (TH) la enzima limitante de este proceso y marcador celular de neuronas
dopaminérgicas [3]. La TH es parte de una familia de enzimas que contiene aminoacidos
aromaticos asi como otras enzimas hidroxilasas, fenilalanina hidroxilasa y triptéfano
hidroxilasa [4].
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La TH requiere i6n Fe** como cofactor, asi como el oxigeno molecular y la
tetrahidrobiopterina (un donante de hidrégeno). Ademas, la TH es la enzima limitante en la
sintesis de catecolaminas y es regulada por multiples mecanismos, siendo incluso el
aumento de la liberacion de catecolaminas uno de los estimulos que conlleva un aumento
de su actividad catalitica. Otras sefales también generan un aumento de su actividad y
expresion, dentro de las que podemos encontrar al estrés ambiental cronico y
medicamentos como la cafeina, la nicotina y la morfina. Por otro lado, la actividad de la TH
puede verse disminuida por farmacos antidepresivos entre otros [5].

El producto final de TH -L-Dopa- es el target de la enzima L-Aminoacido Aromatico
descarboxilasa (AADC), encargada de la descarboxilacién de L-Dopa a DA en neuronas
dopaminérgicas. Esta enzima tiene una ubicacion citoplasmica que requiere piridoxal
fosfato (un cofactor derivado de la vitamina B6) y tiene una accién catalitica mucho mas
rapida que TH [1].

En general, los neurotransmisores producidos a partir de aminoacidos son metabolizados
por la enzima Monoamino Oxidasa (MAQO, tipos A y B) y por la Catecol-O-Metiltrasferasa
(COMT) a nivel de la neurona postsinaptica, las cuales son expresadas tanto intracelular
como extracelularmente. A partir de este proceso los principales metabolitos de la DA son
DOPAC (acido dihidroxifenilacético -producido por la MAO-) y el acido homovanilico (HVA
-producido por la COMT-) [1, 5].

Una vez sintetizada, la dopamina sera el principal neurotransmisor en las Vias
Dopaminérgicas, las cuales corresponden a rutas de neuronas que transmiten DA por
varias regiones del cerebro, desde su formacion en una neurona presinaptica a partir de la
tirosina, hasta su unién a un receptor en una neurona postsinaptica. Existen principalmente
tres vias neuronales dopaminérgicas: Mesolimbica (somas en el VTA y proyecciones al
nucleo accumbens), mesocortical (somas en el VTA y proyecciones a la corteza prefrontal),



nigroestriatal (somas en SN y proyecciones a cuerpo estriado) y via tuberoinfundibular
(neuronas dopaminérgicas hipotalamicas del nucleo arcuato). De todas estas vias
dopaminérgicas se produce liberacién de DA [6].

El circuito mesocorticolimbico o de la recompensa esta formado por estructuras
neuroanatémicas, como el VTA, nucleo accumbens (NAc) y ciertas regiones de la corteza
prefrontal (CPF), las cuales van a generar la percepcion del placer y reforzamiento positivo,
ya sea por recompensas naturales (comida, sexo o interacciones sociales por ejemplo) o
por drogas de abuso como cocaina y anfetamina. [3]

A nivel neuroquimico, el NAc y la CPF reciben inervaciones dopaminérgicas provenientes
del VTA, las cuales se activan y liberan DA en respuesta a los estimulos de recompensa
natural [3] o por drogas de abuso (cocaina, anfetamina, opioides, nicotina, etc). Todos estos
estimulos producen efectos placenteros a través del aumento extracelular de DA en NAc). A
nivel cortical, la exposicion repetida a estas drogas generara cambios neuroplasticos en la
CPF, la cual afecta la toma de decisiones y la motivacién dirigida al cumplimiento de
objetivos, llevando a favorecer las conductas de consumo compulsivo, por sistema de
recompensa [4]

Las vias dopaminérgicas son sensibles a la accion de xenobidticos (como las hormonas
sexuales o disruptores endocrinos) que a través de la unién a proteinas receptoras pueden
afectar la sintesis o degradacion de DA.

En resumen, las proteinas involucradas en la sintesis y degradacion de la DA pueden ser
afectadas por una serie de sustancias, entre ellas las hormonas sexuales, donde a nivel de
circuitos nigroestriatales y mesocorticolimbicos ejercen un rol en la expresién de proteinas
criticas para la funcién dopaminérgica, como la TH [4].

3. Hormonas Sexuales y Efectos Cerebrales

Las hormonas sexuales producidas por las génadas tienen efectos en diversos tejidos que
son sensibles a su accién, a través de la expresidon de receptores especificos. Estas se
caracterizan desde el punto de vista fisicoquimico por su lipofilia que les permite cruzar por
difusion simple la membrana celular. Por este motivo, la localizaciéon celular de sus
receptores es principalmente citoplasmatica, produciendo diversos efectos fisioldgicos,
como crecimiento, diferenciacién y regulacién de organos del sistema reproductor. Sin
embargo, otros tejidos no reproductivos como higado, hueso, musculo y cerebro son
sensibles a la accién de las hormonas sexuales [2]. A este nivel, las hormonas sexuales
actuan como “esteroides neuroactivos”, produciendo efectos neuroendocrinos a nivel del
diencéfalo, mesencéfalo y telencéfalo [9]. Para efectos practicos categorizamos a las
hormonas sexuales en dos grupos: andrégenos y estrégenos.



3.1 Andrégenos:

El principal andrégeno corresponde a la testosterona, y es producida por los testiculos, y es
responsable de la diferenciacion de los érganos reproductivos y de la masculinizacién del
cerebro [10].

Los androgenos en realizan su efecto mediante la unién a su receptor citoplasmatico, el
cual al ser activados por la uniéon de su ligando actuan como factores de transcripcion,
acoplandose a un sitio especifico en el ADN conocido como elementos de respuesta a
hormonas (HREs), lo que inicia la activacion o represién de diferentes genes y su
subsecuente traduccién proteica [10]. La testosterona también es capaz de ejercer accién a
través de sus diferentes metabolitos, dihidrotestosterona y 17B-estradiol (E2), este ultimo es
producido por la enzima aromatasa, la cual se expresa en multiples nucleos cerebrales
[11-12]. Tanto hombres como mujeres expresan a la enzima aromatasa en las mismas
areas cerebrales como hipotalamo, nucleos supradpticos, nlcleos de la estria terminal,
amigdala, nucleo septal y cerebelo entre otros [12, 13].

3.2 Estrégenos.

En mujeres el estrogeno mas potente es el E2, y ejerce su accion mediante la union
a sus receptores citosolicos tipo alfa (ERa) y beta (ERS) que se expresan de manera
diferencial en variados tejidos, incluyendo el cerebro [14 -15]. Estos indistintamente, se
caracterizan que al ser activados por su ligando reaccionan con un sitio especifico del ADN
(ERE: elementos de respuesta a estrogenos), induciendo a cambios relacionados con
transcripcion de genes a mARN , cambios en estructura de la cromatina y reclutamiento de
magquinaria transcripcional [16].

A pesar que los efectos de las hormonas sexuales son conocidos en tejidos
reproductivos y no reproductivos, se conoce muy poco de los efectos la exposicion
temprana a hormonas sexuales sobre la neurotransmisién dopaminérgica a largo plazo. En
este sentido, a continuacién revisaremos en concepto de reprogramacion.

4. Concepto de reprogramacion:

Lucas definié en 1991 el concepto de reprogramacion como “La redireccion fisioldgica de
un tejido u érgano por un estimulo, en un periodo sensible de desarrollo, que produce
cambios funcionales adversos en la adultez ~ [8]. Actualmente este concepto ha tomado
una gran importancia debido a condiciones que llevan a recién nacidos a exposicion de
xenobidticos, como infecciones tempranas, exposicidon a antibidticos y tratamiento a
embarazadas con medicamentos como hormonas tiroideas en hipotiroidismo o
antidepresivos/antipsicéticos para trastornos neuropsiquiatricos durante el embarazo.
Respecto a hormonas sexuales, algunas condiciones fisiopatoldgicas como el sindrome de
ovario poliquistico lleva a un aumento de las concentraciones séricas de andrégenos
durante el embarazo o la exposicion acumulativa a compuestos con actividad endocrina,
como disruptores (gj. Bisfenol A) o anticonceptivos orales.



HIPOTESIS

La exposicion temprana a hormonas sexuales de tipo andrégeno y estrégeno en animales
de experimentacion en periodo de desarrollo aumenta la expresién TH y sefalizacion
celular de esta via (receptores D,) en la Sustancia Nigra Pars compacta y VTA.



Objetivo general:

Determinar los efectos de la exposicidn temprana a hormonas sexuales en el
periodo de desarrollo de animales de experimentacidn en la expresion las proteinas
involucradas en produccion dopaminérgica (Tirosina hidroxilasa -TH-) y sefalizacion
celular de este neurotransmisor (receptores D,).

Objetivos especificos:

Describir la ubicacion de receptores dopaminérgicos D, en tejido de ratas de 60
dias de edad de ambos sexos que fueron expuestas durante las primeras horas
postnatales a hormonas sexuales (Estradiol Valerato -EV-y Testosterona Propionato
-TP-).

Describir posibles cambios en la localizacion y concentracién en la expresion la
enzima Tirosina hidroxilasa -TH- a nivel de los somas de neuronas pertenecientes al
Area Ventral Tegmental -VTA- y Sustancia Nigra -SN- en ratas con 60 dias de edad
en ratas expuestas que fueron expuestas en un periodo neonatal a hormonas
sexuales.

Comparar cantidad y ubicacion de los receptores D, encefalicos de ratas de 60 dias
de vida postnatal expuestas a hormonas sexuales con muestras de tejido
encefalico normal obtenido a partir de ratas pertenecientes al grupo control.



MATERIALES Y METODOS

1. Sujetos de estudio: Ratas adultas de la especie Rattus albinus cepa Sprague

Dawley

a)

Los animales fueron criados en un cuarto con temperatura controlada (con
21+ 2°C) bajo un ciclo de 12 horas de luz a partir de las 8:00 AM, con
comida y agua ad libitum

Los procedimientos experimentales en los sujetos fueron aprobados por el
Comité de Etica de la Facultad de Ciencia, Universidad de Valparaiso y la
Junta de Etica de Experimentacion Animal institucional y el Consejo de
Ciencia (FONDECYT)

El disefo experimental de este estudio incluyd un grupo control paralelo
formado por ratas de ambos sexos. Por lo tanto por cada objetivo
especifico, habra animales tratados y controles. Cabe sefalar que este
estudio no es ciego, ya que el investigador responsable y los
co-investigadores van a identificar a los grupos de animales tratados y
controles.

Célculo del Numero de Animales que son utilizados (n-muestral): Para el
calculo de animales por cada grupo experimental se utilizé una hoja de
calculo de tamano muestral disponible para ser descargada en la siguiente
pagina web http://oep.umh.es/calculo-del-tamano-muestral/ y que
pertenece a la oficina evaluadora de proyectos de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche, Espana. Esta tabla permite calcular el tamafio muestral
a partir de 2 medias y desviaciones estandar para cada grupo experimental
estimadas por el paper “Programming of Dopaminergic Neurons by Neonatal
Sex Hormone Exposure: Effects on Dopamine Content and Tyrosine
Hydroxylase Expression in Adult Male Rats” [23].

TaBLE 1: Substantia nigra-ventral tegmental area (SN-VTA) DA and DOPAC levels from control, TP, DHT, and EV adult male rats.

DA

DOPAC

Group (pg/mg protein) SEM (pg/mg protein) SEM DOPAC/DA SEM P value n
C 7985.3 2029.6 2450.9 603.6 0.3532 0.0491 — 6
P 17407.5 4388.6 3175.9 538.5 0.2913 0.0654 0.457 6
DHT 5765.8 858.8 1889.2 277.3 0.3121 0.0329 0.574 6
EV 20744.0 4007.3 4109.1 635.3 0.2117 0.0208 0.030" 6

DA: dopamine; DOPAC: 3,4-dihydroxiphenylacetic acid. * P value < 0.05 when comparing the ratio (DOPAC/DA) to the control group.

Figura 2: concentracion de dopamina y DOPAC en SN y VTA en ratas control (C) y tratado
(EV) con sus respectivos Errores Muestrales Medios (SEM); Espinosa P, Silva RA,
Sanguinetti NK, Venegas FC, Riquelme R, Gonzalez LF, et al. Programming of dopaminergic
neurons by neonatal sex hormone exposure: effects on dopamine content and tyrosine

hydroxylase expression in adult male rats.
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De la tabla anterior corresponde al contenido de DA en SN-VTA en ratas machos
tratadas con hormonas sexuales. Donde se consideraron los datos de la segunda columna
correspondiente al error estandar medio (SEM) junto al n utilizado. Para obtener de asi la
desviacién estandar (SD) mediante la formula SD = SEM X n.

Se usaron los datos expresados de la primera columna correspondiente al
contenido de DA y las desviacién estandar obtenida para aplicarlos en la hoja de calculo
antes sefalada.

Finalmente se acordd un tamafio muestral segun los parametros con un nivel de
significancia de P= 0,05 junto a una potencia del 80%. Dando como resultado 6 ratas por
grupo, contando en total de 24 ratas, 12 para EV, siendo 6 masculinas y 6 femeninas y
asimismo 12 para control, 6 masculinas y 6 femeninas.

| - Célculos del tamafio muestral para una diferencia de medias Table for (Z1-alpha/2+Z1-beta)squared
Valores previstos [ beta
Media] D | alpha 0,05 0.1 0,2 0.5
Grupo 1 7985 4970 Diferencia de medias= | 159,7871(% 0.1 10.8 86 6.2 27
Grupo 2 20744 9815 [ 0,05 13 10,5 7.8 338
| 0,02 15,8 13 10 54
Las celdas en la tabla de abajo muestran el numero estimado de individuos necesitados en cada 0,01 17,8 149 11,7 6.6

grupo con el fin de demostrar diferencias estadisticamente significativas a valores "p"
que oscilan entre 0.10 - 0.01 y varios niveles de potencia

[Potencia es la probabilidad de encontrar una diferencia estadisticamente significativa en
un valor "p" dado con el niumero especificado de individuos en cada grupo.

Tamafio muestral itado en cada grupo

alpha level [Potencia

[(valor "p") 95% 90%! 80%) 50%
0,10 8 6 5 2
0,05 10 8 6 3
0,02 12 10 7 4
0,01 13 11 9 5

" Nota: rellene los cuadros con fondo azul

Figura 3: Oficina de Investigacion Responsable [Internet]. Oficina de Investigacion
Responsable Tamafio muestral. Available from:
http://oep.umh.es/calculo-del-tamano-muestral/. Universidad Miguel Hernandez de Eliche,
Espafia.

2. Reactivos.
a) Estradiol valerato
b) EDTA
c) Acido 1-octanosulfénico
d) Aceite de Sésamo

3. Administracion de EV y aceite de sésamo.

Cada grupo de animales fue inyectado una unica vez en el dia postnatal (PND 1) con
0,1 mg de EV (para aquellas ratas pertenecientes al grupo tratado) o aceite de sésamo (para
las pertenecientes al grupo control) por cria en forma subcutdnea. En el caso de EV se
disolvié en 50 pl de aceite de sésamo.
Las dosis de TP y EV fueron previamente publicadas [17 - 19]
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Todas las crias fueron mantenidas con su madre hasta el destete a la edad de 21
dias posnatales. Luego del destete, las crias fueron ubicadas en grupos segun sexo y
tratamiento en jaulas estandares. A los 60 PND grupos de ratas seran seleccionadas
azarosamente para seguir los siguientes protocolos experimentales

4. Registro de peso
Se llevo un registro diario del peso (excluyendo fines de semana y feriados) de los grupos
control, TP y EV hasta el dia de su eutanasia, lo que permitié observar y comparar las
curvas de crecimiento entre las camadas y el efecto de la hormona utilizada.

Curva Peso Hembras Curva Peso Machos
350 400
| & Hembras Control 1 O Machos EV
300 -© Hembras EV 350__ -® Machos Control
250 300
=) T o -
‘6’ 2004 2 250 E
@ 7 S 200+
& 150 o} k
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100 i
] 100
50 ]
] 50—
0 T T T T T T T T ' I ! I ! 0 T T T T T T ' I ! I ! 1 !
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Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 4: grafica de curvas de peso para hembras control y EV (grafica de la izquierda) y
machos control y EV (grafica de la derecha).

5. Registro de la Etapa del Ciclo Estral
Para las ratas hembra de los grupos control, EV y TP, se registrara la etapa del ciclo estral
desde el dia 40 hasta el dia 60. La fecha de apertura vaginal se registrara en las ratas
hembra de ambos grupos experimentales, como una medida de inicio de la pubertad [20].

El ciclo estral se evaluara por el andlisis de lavados vaginales diarios con un microscopio
optico, comparando las caracteristicas citoldgicas que adopta el epitelio vaginal por efecto
de los niveles circulantes de hormonas sexuales esteroidales y que caracterizan a las
etapas periovulatorias [21]

e Proestro: Etapa del ciclo estral de la rata de duracién entre 12 a 24 horas y que
citoléogicamente se caracteriza gran cantidad de células nucleadas bien
redondeadas.

e Estro: Etapa del ciclo estral de la rata de duracidn entre 24 a 48 horas, hay
aceptacién del macho. Citolégicamente se caracteriza por presencia de células
epiteliales queratinizadas o escamosas

e Metaestro o Diestro 1: Duracién de 12 a 24 horas. Presencia en el frotis de
leucocitos y células escamosas.
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e Diestro 2: Etapa del ciclo estral con una duracién aproximada de 48 horas y con alta
presencia en el frotis de leucocitos.
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Figura 4: grafica de registro de ciclo estral de ratas hembras, tanto control (izquierda) como
EV (derecha) desde el dia 40 al dia 60.

6.0btencion de las muestras y Preparacion del tejido
-Solucion de perfusion: PFA 4% en PBS

Las ratas, alcanzados los 60 dias PND, fueron anestesiadas con hidrato cloral 8% (dosis
determinada por el peso) mediante inyeccion intraperitoneal y perfundidas a través del
ventriculo izquierdo (en direcciéon a la circulacidn mayor); inicialmente se perfundié una
soluciéon PBS o suero fisiologico a 4°C hasta eliminar la sangre circulante; luego se usé
solucion de perfusion, paraformaldehido al 4% (300 ml por rata). Posterior a esto, se
decapité al animal y se extrajo el cerebro, para posteriormente incubarlo en PFA 4%
durante 2 horas a 4°C y luego en sacarosa al 30% durante 48 horas para su deshidratacion
[17, 22].

Una vez fijadas y deshidratadas, las areas de interés (VTA y Sustancia Nigra) estas fueron
seccionadas con cortes coronales en el criostato a 15 micras de grosor donde
posteriormente se seleccionaron entre 10 y 20 cortes de VTA y de Sustancia Nigra
respectivamente, localizados a 5,4 mm de bregma de acuerdo al atlas Paxinos y Watson.
También se usaron como tejidos de control hipdfisis-testiculos en el caso del macho y
hembras hipéfisis- Utero y ovarios.

Posteriormente, los cortes seleccionados fueron lavados con PBS, 6 lavados de 5 minutos
cada uno, para proseguir con el protocolo de recuperacion antigénica (RA) realizado en
vaporera (5711-042, Oster) en buffer citrato a pH 6 por 20 minutos, seguido de un proceso
de permeabilizacién, realizado con solucion Tritén x 100 al 0,3% en PBS durante un
periodo de 2 horas en un camara humeda.

A continuacién se realizé la incubacién del anticuerpo primario anti TH rabbit y anti-D1
rabbit (Calbiochem, Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Germany), ambos
preparados a la diluciéon de 1:2000 en solucién de bloqueo (suero de cabra 1% + BSA 1%
en PBS; tritén al 0,05%) toda la noche en camara humeda a 4° C°, para finalizar con 6
lavados consecutivos de 5 minutos con solucién de bloqueo.
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La incubacién con el anticuerpo secundario fue realizada en solucion de bloqueo
-previamente descrita- con los anticuerpos Alexa fluor 488 anti-rabbit y Alexa fluor 594
anti-rabbit (Thermofisher), a una concentracion de 1:1000, para proseguir con 6 lavados
consecutivos de 5 minutos cada uno en PBS.

Las muestras fueron posteriormente tratadas con tincion de contraste de tipo nuclear
(DAPI), preparado en una concentracion de 1:4000 en PBS al 0,05%. Los cortes ya
marcados con los anticuerpos primarios y secundarios son incubados en la tinciéon de
contraste por 10 minutos , para continuar con 3 lavados consecutivos de 10 minutos con
PBS al 0,05%.

Finalmente las muestras fueron montadas en eukit, y almacenadas en contenedor con
temperatura controlada (4°C) en oscuridad, listas para ser observadas en microscopia de
epifluorescencia.

7. Analisis computacional :
Los cortes previamente marcados con la técnica de inmunofluorescencia ya descrita fueron
observados y fotografiados con un microscopio de epifluorescencia para ser analizados
con un software de analisis de imagenes digitales (ImageJ/Flji), en el cual se trazaron los
limites fisicos del area a analizar, y con la ayuda de controles positivos y negativos se
determinan los parametros para la correcta determinacién y conteo de sefales
verdaderamente positivas mediante su categorizacion en una escala continua basada en
RGB. La informacion obtenida fue llevada a una base de datos para su cotejo y analisis
estadistico correspondiente.
Se ha demostrado la precision de el andlisis de imagen por parte de la plataforma en un
estudio de cancer de mama, donde se compard la revision manual y digital de muestras
inmunohistoquimicas, otorgando resultados equivalentes en un menor tiempo [24].
La utilizacion de este método de registro permite también el estandarizar los parametros de
conteo celular, de modo que esta forma sea reproducible y asi evitar falsos positivos en los
resultados finales de la investigacion.
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JUSTIFICACION ETICA

La eleccion del método de eutanasia es de especial importancia en las
consideraciones del manejo de animales de experimentacion, ya que una eleccién errada
de este puede llevar no sélo al sufrimiento y distress innecesario del sujeto de
experimentacion, sino que podrian llevar al desarrollo de artefactos histolégicos y
metabodlicos que pueden alterar el desarrollo y resultados de la investigacion, ademas se
hace crucial tener en consideracién el tiempo que existe entre la eutanasia misma y la
recoleccion del tejido, hecho que también ciertamente afecta la eleccidon del sistema que se
usa en el sacrificio del animal.

Como se describid previamente, los animales a ser eutanizados son en una primera
instancia anestesiados con hidrato cloral para luego ser perfundidos intracardialmente con
una solucién de PFA al 4% para ser finalmente decapitados y asi extraer de manera segura
el material encefdlico. La aplicaciéon de un protocolo de perfusion a un sujeto vivo esta solo
permitida ante la previa y correcta sedacion del animal de acuerdo a la American Veterinary
Medical Association -AVMA-.

El hidrato cloral tiene una amplia historia como agente farmacéutico en la induccién
de sedacion y eutanasia en la practica veterinaria en combinaciéon con otros agentes
anestésicos (especialmente en el caso de animales grandes). Este agente se caracteriza por
su facil manipulacién, bajo costo, efectiva accion hipnética y anestésica, esto lo hace
ampliamente usado en las practicas de laboratorio en que se realizan estudios de cerebro
vasculatura en animales de experimentacion, esto en combinacién a la perfusién hecha en
base a solucién de PFA permite generar muestras con el menor grado de contaminacion,
haciendo justificable bajo los criterios de la American Veterinary Medical Association el uso
de la posterior decapitacion [25].

Finalmente, cabe destacar que los procedimientos experimentales planteados en
este proyecto de tesis fueron 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. Ramon Sotomayor-Zarate. En este proyecto de tesis, se
haran todos los esfuerzos para reducir al minimo el nimero de animales utilizados en este
proyecto y su sufrimiento.
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“Efectos de hormonas sexuales en la expresion de proteinas involucradas en
la via dopaminérgica en ratas”

Segun la intervencion del investigador: Experimental, debido a que se incluyen las
intervenciones en el desarrollo de ratas de experimentacion y la toma de resultados de
estas.

Segun la toma de datos: Prospectivo, a partir de los resultados obtenidos en programacion
tisular temprana por medio de hormonas sexuales en ratas neonatales

Numero de veces en que se mide la variable de estudio: Transversal, ya que se trabajara
solo con las muestras obtenidas de ratas expuestas a EV o aceite de sésamo.

Segun el tipo de variables de interés: Analitico, estudio comparativo que busca las
diferencias de ratas de 60 dias neonatales expuestas a EV con ratas normales de 60 dias
pertenecientes a un grupo control

Nivel de investigacion: Relacional, se busca los efectos que produce la programacién
tisular temprana por medio de hormonas sexuales

Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion:

Ratas Albus Rattus

Ratas pertenecientes a la cepa Sprague Dawley
Peso normal

Constantes vitales normales

Ratas que hayan sido correctamente inyectadas.

Criterios de exclusion:

Pérdida de peso mayor al 20%

Aspecto enfermizo

Respuesta agresiva o comatosa ante manipulacion

Cambio en la temperatura corporal mayor a 2°C e incremento del 50% en la
frecuencia cardiaca
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Determinacion de variables:

Las variables dentro de una investigacion seran las aristas mas importantes para poder
desarrollar el tipo de estudio comparativo y cuantitativo al que se desea llegar al final del
estudio.

- Enfoque cuantitativo: Usa la recoleccidon de datos para probar hipétesis, con base
en la medicién numérica y el analisis estadistico, para establecer patrones de
comportamiento y probar teorias [26].

El tipo de variable a desarrollar en esta investigacion sera de tipo cuantitativo, ya que se
trata de un estudio con limites definidos y concretos [26] y de las cuales se obtendran los
datos finales para poder determinar la relacion entre:

- Concentracién final de D,: Estudio de tipo cuantitativo, ya que se realizara un conteo
de receptores D, modificados por la administracion hormonal sexual, expresando
los datos finales mediante herramientas de conteo celular digital (Image J) y del
campo estadistico.

- Concentracién final de TH: Estudio cuantitativo de la concentracién hormonal de
TH, evaluando la concentracion de este en base a los receptores D1, utilizando los
mismos métodos estadisticos y de conteo digital anteriormente aplicados.

Se debe tener en cuenta también, que para ser calificadas como variables cuantitativas se
basa en que al final de este proyecto de investigacion los resultados seran recolectados en
datos numéricos, provenientes de los fendmenos observables y cuantificables, que luego
seran estudiados y analizados mediante procedimientos estadisticos [26].

Este tipo de enfoque cuantitativo nos ofrece la posibilidad de generalizar los resultados
mas ampliamente, y en rangos delimitados, como también nos otorga control sobre los
fendmenos, asi como un punto de vista de conteo y las magnitudes de estos. Asimismo,
nos brinda una gran posibilidad de réplica y un enfoque sobre puntos especificos de tales
fendmenos, ademas de que facilita la comparacién entre estudios similares, haciendo
revision de literatura anterior, en la cual se basa el marco tedrico [26].
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Relevancia Teoérica

La reprogramacién de ratas neonatales con hormonas esteroidales y sus efectos en la
funcion reproductiva en la vida adulta, ya ha sido estudiada y realizada. Sin embargo los
estudios que abarquen el sistema dopaminérgico aun no han sido realizados.

Relevancia practica

Tras una revision de la literatura, no se encuentran métodos alternativos al procedimiento
propuesto o que se obtenga el mismo resultado, ademas, dentro del proyecto en general,
es la primera vez que se realiza una inmunofluorescencia para el andlisis de esta via.

La utilizacién de la inmunofluorescencia con tincion DAPI se usa para la tincion de ADN
-tincién nuclear-, para la tincién de células vivas y para la contratincién en tinciones
inmunofluorescentes de material humano y botanico, por lo tanto, ayudara a la
identificacion y ubicacion de los receptores D, y TH modificados después de la
administracion de hormonas sexuales y pasados los 60 PND, para asi lograr saber
realmente si existe alguna alteracion en relacion a la via dopaminérgica. Esto sumado a un
procesamiento y analisis digital de las imagenes obtenidas a partir de los cortes
histoldgicos permitira obtener un andlisis cuantitativo -basado en una escala de medicion
de grises- de las sefiales verdaderamente positivas correspondientes a los receptores D, y
TH.

Relevancia final

La etapa neonatal es una etapa del desarrollo muy sensible a factores externos, que
pueden afectar la expresién y funcionamiento de proteinas involucradas con la
neurotransmisiéon dopaminérgica. Por lo tanto esta etapa es una ventana con un alto nivel
de modificaciones debido a las posibles programaciones que puede sufrir el tejido. De
manera que el estudiar los efectos producidos por la exposicion a hormonas sexuales
sobre el funcionamiento de circuitos dopaminérgicos en ratas adultas, puede llegar a ser
fundamental para comprender el mecanismo del desarrollo de adicciones, por lo tanto, su
observacion ante la administracion de hormonas es relevante para la recaudacion de
informacién que aporte para entender la fisiologia de los seres humanos en un futuro y
entregar una perspectiva nueva en cuanto a los mecanismos moleculares involucrados en
el desarrollo de adicciones.
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