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RESUMEN

En esta tesis se estudiaron los efectos de la reprogramacién neonatal con hormonas
sexuales sobre la modulacién de la expresién de genes que codifican para proteinas
involucradas en la sefializacion dopaminérgica. Por un lado, las proteinas Reguladoras de la
Sefializacién de Proteina G (RGS), modulan de manera activa la transduccién de sefiales
mediadas por receptores acoplados a proteina G. Dentro de esta familia RGS, la isoforma
RGS9-2 inactiva la transduccién de sefales del receptor D2 de dopamina (D) y se expresa
marcadamente en NAcc, un area critica para las conductas recompensantes inducidas por
reforzantes naturales y por las drogas de abuso. Por otra parte, la Proteina Kinasa Beta 2
(PKCB2), una proteina intracelular clave en la actividad del transportador de dopamina
(DAT) ha demostrado potenciar el eflujo de dopamina (DA) inducido por drogas
psicoestimulantes como la anfetamina. El propdsito de este estudio fue evaluar mediante
RT-qPCR si la reprogramacién neonatal con Estradiol Valerato (EV) o Testosterona
Propionato (TP) afecta la expresiéon del ARNm de Rgs9-2 y PkcB82 en NAcc y Area Tegmental
Ventral (VTA) de ratas adultas de ambos sexos. Los resultados muestran que la expresion
del mensajero de Rgs9-2 y PkcB82 aumenta en NAcc y VTA de ratas hembras adultas tratadas
con TP, mientras que en ratas machos no se evidencian cambios significativos en ninguna
de las condiciones estudiadas. Estos resultados sugieren que la exposicidon neonatal a TP
modifica la expresidn génica de RGS9-2 y PKCB2 en ratas hembras adultas, lo que debe ser
corroborado mediante la determinacién de los niveles proteicos de RGS9-2 y PKCB2 para

poder atribuir los cambios al efecto directo de EV o TP.



ABSTRACT

This thesis studied the effects of neonatal reprogramming with sex hormones on the
modulation of the expression of proteins involved in the dopaminergic signaling. On the one
hand, Regulators of G Protein Signalling (RGS), are GTPase accelerator proteins (GAP) that
actively modulate the G protein-coupled receptors (GPCR) signaling pathways. Inside this
RGS family, the alternative splicing form, RGS9-2, inhibits the signaling transduction of the
D2 dopamine receptor (Dz), and it is overly expressed in the Nucleus Accumbens (NAcc), a
critic area for the rewarding behaviors that are induced by natural enhancers and drugs of
abuse. On the other hand, Protein Kinase Beta 2 (PKCB2), an intracellular protein that is key
in the Dopamine Transporter (DAT) activity, has demonstrated to enhance dopamine efflux
induced by psychostimulant drugs such as amphetamine. The purpose of this study was to
evaluate if the neonatal reprogramming with Estradiol Valerate (EV) or Testosterone
Propionate (TP) affects the mRNA of Rgs9-2 and PkcB2 in the NAcc or the Ventral Tegmental
Area (VTA) of adult rats of both sexes, through RT-qPCR. Results show that the mRNA of
either Rgs9-2 and PkcB2 increases in NAcc and VTA of female rats treated with TP, while in
male rats no significant changes are evident in any of the studied conditions. These results
suggest that the neonatal exposure to TP modifies the genetic expression of RGS9-2 and
PKCB2 in female rats, which it must be corroborated through Western blot by
determination of the protein levels of RGS9 and PKCPB2 to attribute the changes to the direct

effect of EV or TP.



1) INTRODUCCION

El desarrollo de esta tesis estuvo focalizado en la comprensién de factores de vulnerabilidad
gue pueden afectar la respuesta a drogas de abuso y predisponer a individuos a la adiccion.
Por este motivo se desarrollé con especial atencidn en esta introduccidn conceptos claves
como dopamina (DA), circuito de la recompensa, transportador de dopamina (DAT),
proteinas reguladoras de la sefializacion de proteina G (RGS), proteina quinasa C beta 2

(PKCB2) y la forma en que las hormonas sexuales modulan la expresion de estas dos ultimas.

1.1) Circuito de la Recompensa

La dopamina (DA) es un neurotransmisor catecolaminérgico sintetizado en neuronas
dopaminérgicas. Estas neuronas se localizan en el Nucleo Arcuato del Hipotdlamo (Origen
del Sistema tuberoinfundibular), en la Sustancia Nigra pars compacta (SN: Origen del
Sistema Nigroestriatal) y en el Area Tegmental Ventral (VTA: Origen del Sistema
Mesocorticolimbico) [1], las cuales constituyen las principales vias dopaminérgicas
cerebrales.

El Sistema Mesocorticolimbico o Circuito de la Recompensa estd formado
neuroanatémicamente por el VTA, el Nucleo Accumbens (NAcc) y regiones de la Corteza
Prefrontal (CPF), las cuales son areas cerebrales responsables del placer provocado frente
a recompensantes naturales, como el sexo [2] y la comida [3], entre otros.

A nivel neuroquimico, este efecto placentero o recompensante se debe a la despolarizacién
de las neuronas dopaminérgicas del VTA, las que liberan DA en sus proyecciones eferentes

hacia NAcc (neuronas mesolimbicas) y CPF (neuronas mesocorticales) [4, 5] (ver figura 1).



Estas neuronas dopaminérgicas estan reguladas por interneuronas GABAérgicas del VTA
gue mantienen inhibidas a las neuronas dopaminérgicas y que frente a un estimulo

recompensante disminuyen su actividad [6, 7].

Figura 1

@=¢ Dopamine
@=¢ Glutamate
@ GABA

Norepinephrine

Figura adaptada de [8]. Circuito Mesocorticolimbico en Cerebro de Rata. Abreviaturas: PFC, corteza
prefrontal; NAc, Ntcleo Accumbens; VP, palido ventral; VTA, drea tegmental ventral; LDTg, tegumento
laterodorsal; PPTg, nticleo pedunculopontino tegmental; LC, locus coeruleus; RMTg, nticleo rostromedial
tegmental.

1.2) Hormonas Sexuales y Efectos Cerebrales

Las hormonas sexuales son producidas por las génadas y ejercen su accion en tejidos
reproductivos femeninos (mama, Utero y ovarios), masculinos (testiculos y epididimo) y
tejidos no reproductivos (higado, hueso, musculo, vasculatura y cerebro) [9]. Estas
hormonas se caracterizan por ser derivadas del colesterol y por poseer una alta lipofilicidad,

lo que les permite cruzar membranas bioldgicas como la barrera hematoencefalicay ejercer



sus efectos principales a través de receptores citoplasmaticos expresados tanto en tejidos

periféricos como a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC) [10, 11].

1.2.1) Estrogenos y Efectos sobre Circuitos Dopaminérgicos Cerebrales

En la familia de los estrégenos se encuentran el estradiol (E»), la estrona y el estriol, sin
embargo, el principal estrégeno producido por la génada femenina es el E; [12]. Los
receptores citoplasmaticos para el E; y estrégenos que han sido identificados son dos y se
les denomina con las letras griegas a y B (ERa y ERB). El ERa y ERB pertenecen a la
clasificacidon de receptores nucleares y son miembros de la superfamilia de receptores de
factores de transcripcion Esteroides/Tiroides [13], y a nivel del SNC se localizan en diversas
areas cerebrales [11], incluyendo el circuito mesolimbico (VTA y NAcc) y nigroestriatal (SN
y CS) [14-16]. Diversos estudios han demostrado que los estrégenos pueden afectar la
expresidon de proteinas involucradas en la regulacién del sistema dopaminérgico, como la
Tirosina Hidroxilasa (TH: proteina clave en la sintesis de DA). Asi por ejemplo, se ha
observado en ratas hembra ovariectomizadas (OVX), una disminucién del nimero de
neuronas TH positivas en SN y VTA [17], que es restituido al administrar agentes
estrogénicos como E; (agonista no selectivo de ERa y ERP), diarilpropionitrilo (agonista
selectivo de ERP) y propil-pirazol-triol (agonista selectivo de ERa) [17]. También se ha
demostrado que los estrogenos pueden modular los niveles de otras proteinas claves para
la regulacion dopaminérgica como el transportador de dopamina (DAT) y la proteina

reguladora 9 de la sefializacion de proteina G (RGS9). En este sentido, mediante la
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administraciéon de E; en ratas OVX se ha observado una disminucion selectiva de la
expresion del ARNm de Rgs9 en NAcc [18].

Ademds, se ha evidenciado una disminucién significativa de los niveles de DAT en NAcc, en
un periodo 4 a 5 semanas posteriores a la ovariectomia (OVX) y una restauracidn a sus
niveles normales luego de un reemplazo con E; [19]. Por otro lado, la expresion estriatal de
DAT en ratas adultas OVX se encuentra disminuida y el reemplazo con E3, diarilpropiolnitrilo
(DPN: agonista selectivo de Erf) y tamoxifeno (modulador selectivo del receptor de
estrégeno) incrementa la expresién de DAT en CE [20].

Respecto a los receptores dopaminérgicos se ha observado que los niveles del receptor tipo
2 de DA (D; ) estan significativamente aumentados en NAcc y CE de ratas OVX, mientras que
el reemplazo hormonal con E; reduce los niveles de D; a niveles de ratas controles [19].
Estudios de hibridacién in situ han demostrado que luego de 14 dias de tratamiento con E;
se reduce la expresién de ARNm de D; en CE y NAcc, sin afectar la expresién de los subtipos
1(D1)y 3 (Ds3) en las mismas regiones cerebrales [21]. Al contrario, y dependiendo de la
region cerebral, se ha observado que en ratas OVX tratadas con E; incrementa la expresién
del ARNm de D3, D2 y D3 en PFCy del ARNm de DAT en VTA [22]. Finalmente, la sefializacidon
dopaminérgica a través de los receptores D1y D> en NAcc y CE es también modulada por
hormonas sexuales. Asi, por ejemplo, estudios de autoradiografia han demostrado que la
administracidn repetida de cocaina en ratas OVX tratadas con E; reduce la activacién del D,
en CE y NAcc. Lo que significa que los cambios funcionales en los receptores dopaminérgicos

en presencia de cocaina son regulados por estradiol [23].
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Con respecto a testosterona, se ha evidenciado que la administracién de cocaina en machos
castrados produce un aumento significativo en la locomocidén en comparaciéon con machos
control, demostrando asi que posee un importante rol en neuronas dopaminérgicas y en
conductas inducidas por drogas de abuso [24]. En resumen, estas evidencias indican que las
hormonas sexuales juegan un rol importante en la regulacién del sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico, a través de la modulacion neuroquimica y neuroplastica de proteinas
claves.

1.2.2) Concepto de Reprogramacion Neonatal por Hormonas Sexuales

El concepto de reprogramacion es definido como la redireccidn fisioldgica de un tejido u
6rgano por efecto de un estimulo o dafio en un periodo sensible del desarrollo fetal o
postnatal temprano (neonatal), que provoca cambios funcionales a largo plazo [25]. La
importancia de esta definicidon es que durante el desarrollo, existen periodos criticos de
vulnerabilidad (ventanas de sensibilidad) para condiciones adversas que pueden
redireccionar la fisiologia normal de diferentes drganos.

Se ha observado que a nivel del sistema reproductivo la exposicién neonatal a compuestos
con actividad estrogénica produce alteraciones en el funcionamiento de las génadas,
afectando la fertilidad en humanos y animales [26]. En |la década de los 60 se demostré que
la exposicion neonatal a testosterona en el dia postnatal 5 (DPN 5) en ratas hembra induce
en la adultez una condicion anovulatoria acompafiada de la formacidn de quistes ovaricos

[27, 28].
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En nuestro pais, el grupo del Dr. Hernan Lara demostré en el afio 2011 que la administracién
neonatal de una sola dosis de estradiol valerato (EV) o testosterona propionato (TP),
produce en ratas hembra adultas alteraciones reproductivas y neuroquimicas a nivel del
hipotdlamo ventromedial [29]. Recientemente nuestro laboratorio, utilizando el mismo
modelo experimental ha demostrado que la administracién neonatal de EV aumenta el
contenido de catecolaminas a nivel de circuitos cerebrales relacionados con locomocion y
recompensa tanto en ratas hembra [30] y macho [31] adultas. Interesantemente, este
modelo no sélo ha demostrado un aumento en el contenido de DA en neuronas del VTA,
gue es dependiente de un aumento de la expresiéon de la enzima TH, sino también frente a
un estimulo depolarizante se observa que estas neuronas liberan mas DA en NAcc [31]
(véase figura 2).

Figura 2

NAcc

Bregma 1.56 mm (l;E.P—II\\;)
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Figura tomada de [31]. El panel de la izquierda muestra una microfotografia con la localizacién de la cdnula
de microdidlisis en NAcc, mientras que el panel de la derecha muestra la liberacién de DA inducida por un
estimulo depolarizante en NAcc. En este ultimo caso se puede observar que ratas tratadas con EV'y TP
liberan mds DA que ratas control o tratadas con Dihidrotestosterona (DHT).
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1.3) Proteinas Reguladoras de la Seializacién de Proteinas G

Las proteinas reguladoras de la sefalizacidn de proteina G (RGS) son una familia de
proteinas que funcionan como proteinas aceleradoras de la GTPasa (GAP), aumentando
asi la velocidad a la que el GTP se disocia a GDP desde la subunidad a de la proteina G e
inactivando la transduccién de sefiales[18]. Por tanto, las proteinas RGS modulan de
manera activa practicamente todos los eventos involucrados en la cascada de sefalizacidn
intracelular, después de la estimulacién de una variedad de receptores metabotrépicos,

incluidos los dopaminérgicos.

Dentro de esta familia, la isoforma RGS9-2 se expresa de forma marcada en neuronas
dopaminérgicas de NAcc [18], (un area critica para las conductas de recompensa); y
funciona como una proteina GAP con afinidad por los receptores acoplados a proteina
Gi/Go [32]. En particular RGS9-2 ha mostrado regular la cascada de sefializacién rio abajo
del receptor D2 de dopamina (D2R) y de los receptores p-opioides (MOR), y ha sido

implicado en la adiccion a drogas y desordenes de movimiento[32].

1.4) Proteina Kinsasa C beta -2 y su relacién con DAT

Mediante la técnica de inmunoprecipitacién, se demostré que las isoenzimas de PKC(
potencian el eflujo de dopamina de DAT inducido por anfetamina, ya que PKCB1 y PKCB2
co-inmunoprecipitan con DAT. Ademads, se demostrd que el eflujo de dopamina fue mucho
mayor en un cultivo celular transfectado con la isozima PKCB2. Por tanto, PKCB2 estaria
asociado fisicamente a DAT vy seria la responsable de este efecto [33].

Cabe destacar que drogas psicoestimulantes como la anfetamina regulan la fosforilacion de
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proteinas de membrana (ingresa a través del DAT y se une a TAAR1, reduciendo asi la tasa
de disparo neuronal)[34], lo cual es mediado por la activacién de PKC[B2, siendo este uno
de los principales reguladores de la activacién del DAT [34].

Tomando en conjunto las evidencias presentadas en esta introduccién, que establecen el
periodo neonatal como una ventana critica de sensibilidad a los efectos de las hormonas
sexuales, y que la exposicidn a estas puede generar efectos a largo plazo sobre el desarrollo
y funcionamiento cerebral, surge como tema de investigacion el determinar si la exposicidn
neonatal a hormonas sexuales afecta la expresion génica de Rgs9 y PkcB2 en la

neurotransmisién dopaminérgica del circuito de la recompensa mediada por DAT, D1y Do.
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2) HIPOTESIS

En vista de los antecedentes antes mencionados, la hipdtesis de esta tesis es:

“La exposicion neonatal a estradiol valerato y a testosterona propionato disminuye la
expresion de RGS9-2 y PKCB2, en neuronas dopaminérgicas mesencefalicas de ratas

adultas de ambos sexos”.
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3) OBJETIVOS

3.1) Objetivo General:

Estudiar los efectos de la reprogramacion neonatal con hormonas sexuales sobre la
expresion del ARNm de Rgs9-2 y PkcB2, en NAcc y VTA de ratas Sprague Dawley adultas de

ambos sexos.

3.2) Objetivo Especifico:
Determinar los niveles de ARNm de Rgs9-2y PkcB2 en NAccy VTA de ratas adultas de ambos
sexos que fueron expuestas durante las primeras horas postnatales a una dosis de EV, TP o

Aceite de Sésamo (control) a través de RT-gPCR.
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4) MATERIALES Y METODOS

4.1) Drogas y Reactivos
El Estradiol Valerato (EV), Testosterona Propionato (TP) y Aceite de Sésamo fueron

adquiridos de Sigma & Aldrich Chile S.A.

4.2) Animales

Se utilizaron crias de ratas Sprague Dawley de ambos sexos recién nacidas. Todos los
animales fueron alojados en la sala de mantencién de animales del Instituto de Fisiologia
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso a una temperatura (22 + 2°C) y
humedad (55 % + 5 %) controlada, bajo ciclos luz-oscuridad (12:12 horas) encendiendo las
luces a las 08:00 am. Los animales fueron destetados al dia postnatal (DPN) 21, siendo
agrupados por sexo y desde esta fecha y hasta el final de los experimentos (DPN 60) fueron
mantenidos con comida y agua ad libitum. Todos los procedimientos experimentales
planteados en esta 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. Ramdn Sotomayor-Zarate. En esta tesis, se hicieron todos
los esfuerzos para reducir al minimo el numero de animales utilizados y su sufrimiento.
4.3) Administracion de EV, TP y Aceite de Sésamo

Diferentes camadas de ratas Sprague Dawley fueron repartidas aleatoriamente por sexoy
grupo experimental (control, EV y TP). Cada animal fue inyectado por via subcutanea (s.c.)
con una dosis Unica durante las primeras 12 horas postnatales de EV (0,1 mg de EV disueltos

en 50 pL de aceite de sésamo s.c.), TP (1 mg de TP disueltos en 50 uL de aceite de sésamo
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s.c.), o Aceite de Sésamo (Control: 50 pL de aceite de sésamo s.c.). Cabe sefalar que las
dosis de EV y TP han sido previamente usadas con éxito y aceptadas en publicaciones
previas [35].

4.4) Registro de Peso

Se llevé un registro diario del peso (excluyendo fines de semana y feriados) de los grupos
control y EV desde el DPN 1 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.
4.5) Registro de la Etapa del Ciclo Estral

Para las ratas hembra de los grupos control y EV, se registraron las etapas del ciclo estral
desde el DPN 40 hasta el DPN 60-62. La fecha de apertura vaginal se registré en las ratas
hembra de ambos grupos experimentales, como una medida de inicio de la pubertad [36].
El ciclo estral fue evaluado mediante el analisis de lavados vaginales diarios con un
microscopio de luz, 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 [37]:

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

e Estro: Etapa del ciclo estral de la rata de duracidon entre 24 a 48 horas. Es el periodo
de receptividad sexual por el macho. Citolédgicamente se caracteriza por presencia

de células escamosas (con citoplasma granular), de forma irregular y agrupadas.
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e Metaestro o Diestro 1: Duracion de 12 a 24 horas. Presencia en el frotis de leucocitos

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

presencia en el frotis de leucocitos.
4.6) Eutanasia de Animales y Extracciéon de Organos
Una vez llegado el DPN60, los animales fueron anestesiados con isoflurano USP y
eutanasiados por decapitacién con guillotina para animales menores (Modelo 51330,
Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA) al DPN 60-62 para realizar la extraccion de los tejidos
sensibles al efecto hormonal en ratas adultas. En ratas hembras se extrajeron los ovarios,
utero e hipdfisis, mientras que en ratas machos se extrajeron los testiculos, vesicula seminal
e hipdfisis. Todos los tejidos fueron pesados en una balanza analitica (Modelo JK-180, Chyo,
Japdn) y registrados para cada animal.
4.7) RT-gPCR
4.7.1) Extraccion de ARN total: El ARN total fue extraido de cada una de las areas cerebrales
microdisectadas, utilizando el kit NucleoSpin® ARN (Catalogo N°740955.50, Macherey-
Nagel, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN total obtenido fue luego
almacenado a -80°C hasta su uso posterior.
4.7.2) Cuantificacidon de ARN total: EI ARN total fue cuantificado en un espectrofotémetro
Epoch (BioTek™ Instruments Inc., EEUU) a una longitud de onda de 260 y 280 nm. Se trabajo
con las muestras que presentaron una relacion Absorbancia 260/280 nm entre 1,8-2,0 para

sus analisis correspondientes.
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4.7.3) Integridad de ARN total: La verificacion de la integridad del ARN total extraido se
realizd a través de un gel de agarosa al 1% ?/,, tefiido con el reactivo Maestro Safe Nucleic
Acid Prestained como agente intercalante. Las muestras fueron sometidas a denaturacién,
incubandolas a 70°C por 15 minutos en conjunto con buffer de carga para acidos nucleicos
(NEB, cat N°B7025S), para luego cargarlas en el gel de agarosa, realizar la electroforesis a
100 Volts durante 60 min y observar el gel en un transiluminador.

4.7.4) Transcripcion reversa: La sintesis de ADNc y la reaccion de PCR se llevé a cabo usando
un termociclador convencional. Se utilizaron entre 1y 150 ng de RNA total por muestra, los
gue fueron sometidos a transcripcidon reversa usando el Kit de Transcripcién Reversa
RevertAid RT kit (N° de Catdlogo K1691, Thermofisher, USA), de acuerdo a las indicaciones
del fabricante. El ADNc obtenido fue almacenado a -80°C hasta su utilizacion.

4.7.5) Partidores: Los partidores a utilizar para Rgs9-2 y PkcB2 fueron disefiados utilizando

la herramienta Primer-BLAST de NIH (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) a

partir de las secuencias de ARNm publicados en GenBank (NCBI). Mediante esta misma
herramienta se determiné la especificidad de amplificacidn de los partidores. Para el andlisis
del nivel de expresidn de los genes Rgs9-2 y Pkc62 se normalizaron los datos utilizando el
gen constitutivo 18S ribosomal como referencia. Las secuencias de los partidores del gen
de referencia fueron obtenidas de Ramdn Sotomayor-Zarate et al., 2008. Las secuencias de

los genes se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Secuencia de partidores utilizados en esta tesis (Pb= pares de bases).

Gen Secuencia Tamaiio (pb)
Pkc62 Fw: ATT GCC CCA GAG ATC ATT GC 20
(NM_002738.7) | Rev: CGA AGT TTT CAG CGT TTC GC 20
Rgs9-2 Fw: CCT GAC AGC AGC CTC TAT CG 20
(NM_002738.7) | Rev: TTC ATT CCA GGA GGG CTT CG 20
185 Fw: TCA AGA ACG AAA GTC GGA GG 20
(NR_003286.4) | Rev: GGA CAT CTA AGG GCA TCA CA 20

4.7.6) PCR en Tiempo Real: La PCR en Tiempo Real se llevd a cabo utilizando el reactivo
Brilliant 1l SYBR Green QPCR Master Mix (Catalog #600828; Agilent Technologies) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. El volumen de reaccién total fue de 10 pL. Las
reacciones de amplificacién fueron realizadas utilizando un equipo de PCR en Tiempo Real
AriaMX (Agilent Technologies). La denaturacion inicial del templado fue realizada por 10
min a 95°C. El protocolo de amplificaciéon consistié en denaturacién por 10 s a 95°C,
hibridacion por 20s a 60° para Rgs9-2,15 s a 55° para 18sy 10s a 55° para Pkc82; y extensién
por 30 s a 72°C, durante 40 ciclos. Para determinar la eficiencia de cada condicién de PCR
se utilizé una curva de calibrado elaborada con diluciones seriadas de un pool de muestras
de NAcc y VTA para Rgs9-2, PkcB2 y 18S. La especificidad de los amplicones resultantes se
confirmé mediante el analisis de las curvas de melting generadas al finalizar la reaccion. En
cada determinacién experimental se afiadié un control sin templado (reaccién sin ADNc)
como control negativo. Se realizd el método cuantificacién relativa usando 18S como
control enddgeno, y los resultados fueron expresados como veces de cambio mediante el

método de 2e-AACT [38].

22



4.8) Andlisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como valor promedio * error estandar medio (EEM). Las
diferencias entre los grupos control y tratamiento fueron analizadas mediante Andlisis de
Varianza (ANOVA) de una y dos vias. La diferencia estadisticamente significativa se
considerd cuando el valor de p fue menor a 0,05. Todos los andlisis estadisticos fueron

realizados con el programa GraphPad Prism v5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).

23



5) RESULTADOS

5.1) Efectos de la administracion neonatal de hormonas sexuales sobre parametros
fisiologicos globales como peso corporal, ciclicidad estral y 6rganos reproductivos

5.1.1) Caracterizacion del Modelo de Estrogenizacion y Androgenizacion Neonatal:
Curvas de Peso y Parametros de Funciéon Reproductiva

A los animales de las series experimentales se les registrd sus pesos corporales para
establecer que todos los grupos de animales tuviesen curvas de crecimiento que mostraran
sus ganancias de peso. En este sentido, ambos grupos de ratas, tanto tratadas como control
de ambos sexos, mostraron una ganancia de peso similar a la observada previamente en

otras series experimentales de nuestro laboratorio (Gréfico 1).

Pesos Hembras Pesos Machos
-- Hembras Control -»- Machos Control
300__ = Hembras EV 3007 . Machos EV
- 250-{ +~ Hembras TP -+ Machos TP

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Dias Dias
Grafico 1.
Curvas de Peso de Ratas Hembras y Ratas Macho utilizadas en esta tesis. Los datos fueron

expresados como el promedio + EEM. Se utilizaron 6 (n=6) ratas hembras y machos tanto para los
grupos control como para los grupos EV y TP.
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5.1.2) Peso de Tejidos Sensibles a la Accion de Hormonas Sexuales en Ratas Hembra
Adultas

La administracién neonatal de las hormonas sexuales (EV y TP) produjo una reduccion del
tamafio de las génadas de las hembras (Ovario Izquierdo: Ol; Ovario Derecho: OD) utilizadas
en esta tesis. La reduccion del tamafio de las gonadas en las hembras adultas es un control
positivo de la administracion neonatal de hormonas sexuales que hemos observado
previamente en otras series experimentales de nuestro laboratorio [30].

Gonadas Hembra

Il Hembras Control
[ Hembras EV
80— M Hembras TP

Peso (mg)

Grafico 2.

Pesos del tamafio de los ovarios derechos (OD) y ovarios izquierdos (Ol) de ratas hembra control
(OD: 64.6 £ 3.7 mg; Ol: 67.8 £ 3.5 mg), ratas EV (OD: 21.6 £ 3.6 mg; Ol: 21.9 + 3.6 mg) y ratas
TP (OD: 25.9+ 2.4 mg; Ol: 25.0 = 1.6 mg) adultas expuestas durante las primeras horas de vida
postnatal a hormonas sexuales Los datos fueron expresados como el promedio + EEM y el analisis
estadistico utilizado fue ANOVA de una via seguido de Newman-Keuls post-test .(****P<0.0001).
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5.1.3) Peso de Tejidos Sensibles a la Accion de Hormonas Sexuales en Ratas Macho
Adultas

Al igual que en las ratas hembra, la administracién neonatal de las hormonas sexuales (EV
y TP) produjo una reduccién del tamafio de las génadas de ratas macho (Testiculo Izquierdo:
T.1.; Testiculo Derecho: T.D.) utilizadas en esta tesis. La reduccion del tamaio de las génadas
en los machos adultos es un control positivo de la administracién neonatal de hormonas
sexuales que hemos observado previamente en otras series experimentales de nuestro

laboratorio [31].

Gonadas Macho

Il Machos Control
B Machos EV
2000— I Machos TP

*kkk *k*kk

5(")_ *hkk *kkk

Grafico 3.

Pesos del tamafio de los testiculos derechos (T.D.) y testiculos izquierdos (T.l.) de ratas macho
control (TD: 1742.0 £40.145 mg; Tl: 1730.6 £ 27.1 mg), ratas EV (TD: 305.3 £ 59.1 mg; Tl: 315.9
+ 75.6 mg) y ratas TP (TD: 1000.5 £+ 37.9 mg ; Tl: 982.9 £ 32.5 mg) adultas expuestas durante las
primeras horas de vida postnatal a hormonas sexuales Los datos fueron expresados como el
promedio + EEM y el andlisis estadistico utilizado fue ANOVA de una via seguido de Newman-Keuls
post-test (****P<0.0001).
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5.1.4) Efecto de la administracion neonatal de EV sobre la Ciclicidad Estral de Ratas
Hembra Adultas

Otro control interno que se utiliza en nuestro laboratorio para verificar que la
administracion neonatal de EV fue efectiva, es medir la ciclicidad estral de las ratas. Al igual
gue lo observado en esta tesis, antecedentes en la literatura han demostrado que las ratas
tratadas con EV presentan una aciclicidad estral producida principalmente por una
disminucién del tamafio de las gonadas y de las estructuras responsables de promover los
ciclos estrales [30, 35]. Cabe sefialar, que a ratas hembras tratadas con TP no se pudo
realizar frotis vaginales, ya que estas ratas presentan una agénesis que impide tomar

muestras para determinar el ciclo estral.

Ciclos Estrales

RHEV1 ,
RHEV2 ,
RHEV3 ,

osmu O IMmu

Etapas del Ciclo Estral

oEmu OESmMu OTmu
A
I
%E;;

oEmu
A
I
fiéé
(]

Edad (Dias)

Grafico 4. Ciclos Estrales representativos de las ratas utilizadas en esta tesis. Comparacion entre
ratas hembra controles (puntos y lineas negras) versus ratas hembra EV (puntos y lineas rojas).
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5.2) Efectos de la administracion neonatal de hormonas sexuales sobre la expresion de

RGS9-2 y PKCB2

5.2.1) Efecto de la administracidon neonatal de EV y TP sobre los niveles de ARNm de Rgs9-

2 en NAcc de Ratas Adultas de ambos sexos

Los niveles de ARNm de Rgs9-2 en NAcc determinados mediante RT-gPCR, muestran que

en ratas hembras tratadas con TP aumenta significativamente la expresién del ARNm de

Rgs9-2 en comparacioén con los grupos control y EV al DPN 60 (Grafico 5A), mientras que en

ratas macho no se observaron cambios estadisticamente significativos (Grafico 5B).

15—

10—

1mm TP(n=6)

HEMBRAS NAcc

Bl CONTROL(n=6)
Bl EV(n=6)

Grafico 5.
Efecto de la administracidn neonatal de EV o TP sobre la expresién génica de Rgs9-2 en NAcc de ratas
adultas de ambos sexos. Los datos son expresados como el promedio + EEM. Los datos fueron

analizados por ANOVA de una via (*P<0,05).
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5.2.2) Efecto de la administracidon neonatal de EV y TP sobre los niveles de ARNm de Rgs9-

2 en VTA de Ratas Adultas de ambos sexos

Los niveles de ARNm de Rgs9-2 en VTA determinados mediante RT-gPCR, muestran que en

ratas hembra tratadas con TP, aumenta significativamente la expresion del ARNm de Rgs9-

2 en comparacién con los grupos control y EV al DPN 60 (Gréfico 6A), mientras que en ratas

macho no se observaron cambios estadisticamente significativos (Grafico 6B).

15—

10—
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Griafico 6.

HEMBRAS VTA

Bl CONTROL (n=6)
Il EV (n=6)
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Bl CONTROL(n=6)
Bl EV(n=6)
EE TP(n=6)

Efecto de la administracion neonatal de EV o TP sobre la expresion génica de Rgs9-2 en VTA de ratas
adultas de ambos sexos. Los datos son expresados como el promedio + EEM. Los datos fueron

analizados por ANOVA de una via (*P<0,05).

29



5.2.3) Efecto de la administracion neonatal de EV y TP sobre los niveles de ARNm de Pkc62
en NAcc de Ratas Adultas de ambos sexos

Los niveles de ARNm de PkcB2 en NAcc determinados mediante RT-gPCR, muestran que en
ratas hembra tratadas con TP aumenta significativamente la expresion del ARNm de Pkc62
con respecto al grupo control y EV al DPN60 (Grafico 7A), mientras que en ratas macho no

se observan cambios estadisticamente significativos (Grafico 7B).

A HEMBRAS NAcc B MACHOS NAcc
15—, Hl CONTROL(n=6) 15— Hl CONTROL (n=6)
BEm EV (n=6) BEm EV(n=6)
1 Hl TP(n=6) 1mm TP(n=6)
10— 10—
3] * 3]
= 1 = 1
o~ 5 o~ 5
o - " = B
Grafico 7.

Efecto de la administracion neonatal de EV o TP sobre la expresién génica de PkcB2 en VTA de ratas
adultas de ambos sexos. Los datos son expresados como el promedio + EEM. Los datos fueron
analizados por ANOVA de una via (*P<0,05).
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5.2.4) Efecto de la administracion neonatal de EV y TP sobre los niveles de ARNm de Pkc62

en VTA de Ratas Adultas de ambos sexos

Los niveles de ARNm de PkcB2 en NAcc determinados mediante RT-qPCR, muestran que en

ratas hembra tratadas con TP aumenta significativamente la expresion del ARNm de Pkc62

con respecto al grupo control y EV al DPN60 (Grafico 8A), mientras que en ratas macho no

se observan cambios estadisticamente significativos (Grafico 8B).
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Efecto de la administracion neonatal de EV o TP sobre la expresién génica de PkcB2 en VTA de ratas
adultas de ambos sexos. Los datos son expresados como el promedio + EEM. Los datos fueron

analizados por ANOVA de una via (****P<0,0001).
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6) DISCUSION

6.1) Caracterizacion del modelo de estrogenizacion y androgenizacion neonatal: Curvas
de crecimiento y parametros de funcién reproductiva.

Los resultados obtenidos muestran que los animales tratados con EV y los machos tratados
con TP al DPN1, presentan una disminucion significativa de peso en comparacion a sus
respectivos grupos control cuando son adultos (Grafico 1). De acuerdo con esto, es posible
que la administracion neonatal de EV o TP al DPN1 afecte receptores especificos a nivel
hipotaldmico e hipofisiario. Lo que modificaria el desarrollo de otros ejes endocrinos
involucrados en la regulacién del crecimiento, como las hormonas tiroideas y los factores

de crecimiento, entre otros.

Por otra parte, resultados previos obtenidos en el laboratorio demostraron que la
exposicion a hormonas sexuales al DPN1 produce efectos a largo plazo en tejidos sensibles
a la accion de estas hormonas. Por ejemplo, la administracién neonatal de EV, TP y DHT
produce una hipoactivacién del eje HPG en ratas hembras al DPN60, lo que se traduce en
una disminucidn significativa del tamafio de los ovarios al compararlos con el grupo control
(Gréfico 2). De acuerdo con esto y al igual que en publicaciones previas (Sotomayor-Zarate
et al., 2008), se observo que la desregulacion del eje HPG producida por la administracién
neonatal de EV puede generar alteraciones en la ciclicidad estral (Gréfico 4).
Funcionalmente, esto se relaciona a alteraciones reproductivas tales como anovulacion,
ausencia de cuerpos luteos y niveles bajos de progesterona séricos (Sotomayor-Zarate et

al., 2008, Cruz et al., 2014), por lo que la medicidn de estos pardmetros confirma la correcta
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administracion neonatal de las hormonas sexuales. En cuanto a las ratas macho, al DPN60
se observa que la administracién neonatal de EV y TP produce una reduccién significativa
del tamafio de los testiculos (Grafico 3), esto se relaciona a una disminucién de los niveles
plasmaticos de testosterona, por lo que la medicidn de este parametro en ratas macho al
igual que en ratas hembras comprueba la efectividad de la correcta administracidn de las

hormonas al DPN1.

6.2) Efecto de la administracion neonatal de EV y TP sobre la expresion de RGS9-2 en NAcc
y VTA de Ratas Adultas de ambos sexos.

Segun los resultados obtenidos en esta tesis, los niveles de ARNm de Rgs9-2 tanto en NAcc
como VTA de ratas hembra adultas, solo se vieron afectados por la administracidon neonatal
de TP. Mientras que en ratas macho no se observaron cambios estadisticamente
significativos con respecto a la serie control (Grdficos 5 'y 6).
El aumento de la expresion génica de Rgs9-2 implicaria una menor activacion de los
receptores D, y con esto un efecto menos pronunciado en presencia de drogas de abuso,
dado que aumentaria la inactivacion de la transduccidn de sefiales mediadas por D2R y con

esto disminuiria la sefializacion de dopamina [39] (véase Figura 3).
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Figura 3
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RGS9-2

PGEL

Figura adaptada de [40]. Rol de RGS9-2 en la regulacién de la via de sefalizacion de las Proteinas Gi/o de
neuronas estriatales. Abreviaturas: D2R, receptor D2 dopaminérgico; GTP, guanosin trifosfato; PGL,
fosfodiesterasa gamma like; RGS9-2, regulador de sefializacién de proteina G 9-2.

En relacidon con la serie control, se ha observado que el estradiol disminuye los niveles de
ARNm de Rgs9-2 al cabo de 10 a 14 dias en NAcc y VTA de ratas OVX luego de su
administracion Unica. Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles de ARNm de
Rgs9-2 en presencia de estradiol. Al parecer estos cambios descritos en literatura no se
traducen en cambios sostenibles en el tiempo, ya que al administrar EV al DPN 1, los niveles
de estradiol estardn elevados no mas de 10-12 dias [41]. Entonces si los estudios se realizan
al DPN 60 no se pueden atribuir los cambios al efecto directo de EV o TP. Por lo que quizas
ocurren cambios postraduccionales que reviertan esta situacién, asi aumentando la

expresion de RGS9-2 al cabo de 60 dias.
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Es por esto por lo que habria que complementar estos resultados con una técnica analitica
como Western-blot que permita cuantificar los niveles de proteina de RGS9-2 para
determinar sila administracién neonatal de una dosis Unica de EV o TP afecta efectivamente

su expresion.

6.3) Efecto de la administracion neonatal de EV y TP sobre la expresion de PKCB2 en NAcc
y VTA de Ratas Adultas de ambos sexos.

En cuanto a PKCB2, sus niveles de ARNm aumentaron tanto en NAcc como VTA de ratas
hembra adultas, y al igual que con Rgs9-2, solo se vieron afectados por la administracidon
neonatal de TP. Mientras que en ratas machos no se observaron cambios estadisticamente

significativos con respecto a la serie control (Graficos 7 y 8).

El aumento de la expresion génica de PKCB2 implicaria un aumento de la fosforilacion del
DAT y por tanto una mayor activacién. Lo que conlleva a una disminucion del Vmax
(capacidad) del transporte de dopamina, mayor eflujo de dopamina e internalizacion del
DAT [42]. Cada uno de estos efectos se traduciria en un aumento de los niveles
extracelulares de dopamina. Asi, en presencia de psicoestimulantes como anfetamina,
aumentaria el eflujo de dopamina a través del DAT, (véase Figura 4), potenciando de esta
manera sus efectos sobre el circuito de la recompensa y alterando la capacidad del DAT
para realizar el clearance de dopamina. Por otro lado, se recomienda contar con los datos
de la expresion de DAT para saber si este esta siendo fosforilado por PKCB2 y asi tener una
vision mds detallada de lo que ocurre rio abajo de los receptores en neuronas

dopaminérgicas tanto de NAcc como de VTA. Se sugiere utilizar la técnica de Westernblot,

35



utilizando un anticuerpo especifico para DAT fosforilado, y correlacionar esta fosforilacién

con los niveles de PKCPB2.

Figura 4
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Figura adaptada de [42]. Via de Fosforilacién del DAT en presencia de anfetamina. En la figura se aprecia el
DAT como proteina integral expresada en la membrana plasmatica de una neurona dopaminérgica (en

azul); y los sitios de fosforilacion de PKC y MAPK (MAPK/SH3 Domain y PKC Domain). Abreviaturas: PKC,
proteina kinasa G; AMPH, anfetamina.

En cuanto a las ratas macho, estas no mostraron cambios significativos en los niveles de

ARNm en ninguna de las condiciones estudiadas.
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7) CONCLUSIONES
e Lareprogramacion neonatal con TP aumenta la expresién del mensajero de Rgs9-2
y PkcB2 en ratas hembra adultas.
e Laadministracidon neonatal de EV o TP no altera la expresion del mensajero de Rgs9-

2 0 PkcB2 en NAcc ni VTA de ratas macho adultas.
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