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RESUMEN

El estrés prenatal (EP) en mamiferos, es un factor involucrado en la programacion
fetal de trastornos reproductivos a largo plazo. Al presentarse durante la etapa

critica del desarrollo fetal, causa alteraciones en los ejes adrenal y gonadal.

A la fecha se desconoce si dichas alteraciones involucran el control
neuroendocrino de la reproduccion, por lo que el objetivo de este trabajo fue
evaluar los cambios que se presentan en la expresion de la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH) y de la hormona inhibidora de gonadotropinas (GnlH)
en el hipotdlamo de ratas macho y hembra adultas sometidas a EP, asi como los
niveles de hormonas sexuales. Se utilizaron hembras gestantes asignadas a un
grupo control y otras a estrés por inmersion en agua fria (IAF). Las crias se
destetaron al dia 21, se sexaron y se separaron en machos y hembras. A los 3
meses de edad, los animales de ambos sexos se sacrificaron para obtener el
hipotadlamo y el suero sanguineo. A las hembras se les sacrificd en la etapa de
proestro y diestro. El contenido de GnRH y de GnlH del hipotalamo se evalud por
Western Blot y la expresion del RNAm para estas hormonas se cuantificd
mediante RT-PCR. Las hormonas sexuales se cuantificaron mediante la técnica
de ELISA. Los resultados muestran disminucién en el contenido hipotalamico y la
expresion de GnRH, asi como aumento en el de GnlH en las hembras del grupo
EP con respecto al control, tanto en la etapa de proestro como en el diestro. En
los machos EP también se observé un incremento del contenido y expresion de
GnIH asi como disminucion en el contenido y expresion de la GnRH. Estos
resultados indican que el EP es capaz de alterar el control neuroenddécrino de la

reproduccion, tanto en hembras como en machos, lo que puede repercutir en
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alteraciones enddcrinas que afectan diversos aspectos reproductivos en ambos

sexos en la etapa adulta.

ABSTRACT

Prenatal stress (PS) in mammals is a factor involved in fetal programming of long-
term reproductive disorders. When PE is present during critical stages of fetal
development it can cause alterations in adrenal and gonadal axes. Currently, it is
unknown whether these changes are involved in the neuroendocrine control of
reproduction. Therefore, the aim of this study was to evaluate changes in the
content and expression of gonadotropin-releasing hormone (GnRH), as well as
gonadotropin-inhibiting hormone (GnlH) in the hypothalamus of prenatally
stressed adult male and female rats, as well as their serum sex hormone levels.
Pregnant females were assigned to control or stress by immersion in cold water
group. The pups were weaned on day 21, sexed and separated into males and
females. At the age of 3 months, animals of both sexes were sacrificed to obtain
the hypothalamus and blood serum. Females were sacrificed at proestrus or
diestrus stages of the estrous cycle. The hypothalamic content of GnRH and GnIH
was evaluated by Western blotting and mRNA expression for these hormones was
quantified by semi-quantitative RT-PCR. Sex hormones were evaluated by ELISA.
A decrease in GnRH content and an increase in GnlH content was observed in the
hypothalamus of PE females at both proestrus and diestrus stages. In PE males
an increase in GnlH together with a decrease in GnRH was also observed. These
results indicate that PE can disrupt the neuroendocrine control of reproduction in
both, females and males, and these effects may cause endocrine disorders

impairing reproductive function in both sexes during adulthood.
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INTRODUCCION

La reproduccion es un proceso biolégico y una funcion esencial de los
seres vivos, que asegura la supervivencia de los organismos a lo largo del tiempo,
dando lugar a nuevos individuos semejantes a sus antecesores. Los organismos
han desarrollado mecanismos para multiplicarse y producir descendencia. El
habitat del organismo, su fisiologia interna y varios otros factores como los

climaticos, alimenticios, sociales, son responsables de su modo de reproduccion.

En los vertebrados, la reproducciéon es dirigida desde el sistema nervioso
central a través de estructuras nerviosas y endocrinas, las cuales se comunican
entre si mediante hormonas, neuropéptidos y neurotransmisores. La region
cerebral mayormente involucrada en este proceso es el hipotdlamo, que se
encuentra dividido en diversos nucleos hipotalamicos, los cuales controlan la
sintesis y secrecion de las gonadotropinas -hormona luteinizante (LH) y hormona
foliculoestimulante (FSH)- desde los gonadotropos hipofisiarios hacia la
circulaciébn sanguinea, tanto en hembras como en machos (Asimakopoulous,

2012).

Las gonadotropinas al llegar a sus 6rganos blanco, las génadas, estimulan
la secrecion de hormonas (andrégenos y estrégenos y progesterona) que
controlan y dirigen eventos reproductivos tales como la conducta reproductiva y el
correcto funcionamiento de los 6rganos sexuales, asegurando de este modo, el

éxito reproductivo de los individuos (Plant, 2015).

El estrés, tiene efectos perjudiciales sobre la reproduccién en individuos

adultos mediante la activacion del eje hipotdlamo-hipofisis adrenal (HHA) (Kirby
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et. al., 2009), pero también durante etapas criticas del desarrollo como lo es el
desarrollo prenatal. Esto puede causar un inadecuado desarrollo de estructuras
neuroendocrinas debido al incremento de los glucocortocoides maternos, los
cuales generan cambios en la morfologia y en el funcionamiento cerebral. Al
llegar a la madurez, los individuos expuestos a estrés prenatal presentan
alteraciones en diversas funciones, incluyendo la funcidon reproductiva y el
comportamiento sexual. Estas alteraciones pueden ser desde la inhibicién de la
funcién reproductiva hasta deficiencias en la secrecion hormonal y ausencia o
disminucién de la receptividad sexual (Del Cerro et. al, 2015).

A continuacién se mencionan los diferentes niveles del eje hipotalamo-
hipdfisis-gonadal, el cual es el responsable de dirigir la funcién reproductiva en los
mamiferos.

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAL (HHG)

Hipotalamo (GnRH)

El hipotdlamo es una estructura cerebral del cerebro que regula procesos
vitales y varios comportamientos viscerales y somaticos (Diaz, 2014). En los
vertebrados, se encuentra en la base del cerebro, rodeando al tercer ventriculo y
se extiende desde un plano inmediatamente anterior al quiasma Optico a uno
inmediatamente posterior a los cuerpos mamilares (Daniel, 1976).

El hipotalamo y la hipofisis se unen anatdmicamente por la eminencia media y
funcionalmente se conectan por vias neuronales (en el caso de la neurohipofisis)
y mediante un sistema venoso local denominado sistema portal hipotalamico-
hipofisial (en el caso de la hipdfisis anterior o adenohipofisis) (Mc Cartney y

Marshall, 2013). El area predptica (POA) y la region medio basal del hipotalamo,
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particularmente el nucleo arcuato (NA) contienen neuronas peptidérgicas que
secretan a la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) (Griffin y Wilson,
2003). Las neuronas GnRHérgicas envian proyecciones axonales a la eminencia
media (EM), en donde se localiza el sistema portal hipotalamo-hipofisario, el cual
estd compuesto por capilares que surgen de las arterias hipofisarias superiores y
atraviesan el tallo hipofisario formando una red capilar dentro de la hipdfisis
anterior (adenohipdfisis). Esta red capilar permite que la GnRH sea transportada

hacia los gonadotropos hipofisiarios (Ehlers y Halyorson, 2013).

El origen embrionario de las neuronas GnRHérgicas son las células
progenitoras ubicadas en el epitelio de la placa olfatoria. Las neuronas GnRH
nacientes migran a lo largo de los axones del 6rgano vomeronasal a través de la
lamina cribosa y llegan al hipotalamo mediobasal donde la migracién termina y
dichas neuronas se desprenden de las neuronas guia (Ehlers y Halyorson, 2013).
En muchas especies, incluyendo cabras, ratas, monos y ovejas, ademas de las
neuronas GnRHérgicas en el POA y en el NA, existe la presencia un pequefio
grupo de neuronas GnRHérgicas en la region medio basal del hipotalamo (MBH)

(Jiay Yang, 2014).

La filogenia molecular muestra que existen tres formas distintas de GnRH:
GnRH I, GnRHIl y GnRH Illl, las cuales proceden de un origen comun. Sin
embargo, la mayoria de los vertebrados, incluyendo a los mamiferos, anfibios y
teleosteos, presentan solamente GnRHI y GnRHII, mientras que la GnRHIII se ha
encontrado en algunos teledsteos y lampreas (Chen y Fernald, 2008, Liu y

Veldhius, 2013).
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Para la secrecion de la GnRH desde el hipotadlamo, se requiere de la participacion
de la dopamina (DA), de la noradrenalina y de la norepinefrina (NA y NE) asi
como del glutamato, el acido gama aminobutiruco (GABA), e incluso del 6xido
nitrico (NO) (McCartney y Marshall, 2013). Asimismo, las neuronas GnRH reciben
terminales axonicas de neuronas que liberan la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), el neuropéptido Y (NPY) y las B-endorfinas (Sagrillo et. al.,

1996).

En ratas ovariectomizadas se han realizado estudios en donde se ha demostrado
gue la administracion de la DA por via intravenosa estimula la liberacion de GnRH

y LH (Vijayan, 1985).

Por otro lado, las neuronas GnRHérgicas presentan receptores a-adrenérgicos,
los cuales han sido implicados en la estimulacion de la liberacion pulsatil y
preovulatoria de GnRH, mientas que la noradrenalina se encuentra relacionada

con la frecuencia de pulsos de LH (Ledn, 2014).

La administracion de glutamato in vivo, via intracerebroventricular es capaz de
inducir la liberacion de LH demostrando su accion directa a nivel hipofisiario.

(Brann et. al, 1994)

En el caso del NO, se ha comprobado que éste es capaz de estimular la
liberacion de GnRH in vitro en neuronas GT1-7; ademas, diversos estudios
farmacolégicos muestran que el NO incrementa los niveles de GnRH al

establecimiento del pico pre-ovulatorio de LH (Led6n, 2014).

En cuanto a los reguladores negativos, el GABA es un neurotransmisor que
participa en la inhibicion de la secrecion de GnRH. Algunos estudios realizados en
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ratas macho intactas muestran que el GABA disminuye los niveles de RNAm para

GnRH (Sagrillo et. al., 1996)

Los péptidos opioides enddgenos (EOPs) -que se clasifican en tres grupos:
encefalinas, B-endorfinas (B-END) y dinorfinas (Dyn)-, son también potentes
inhibidores fisiolégicos de la secrecion de GnRH y LH. No se ha detectado la
expresion de receptores para EOPs en las neuronas GnRH, pero dichos
receptores se localizan en el area preoptica del hipotalamo. El neuropéptido Y es
otro modulador de la funcién reproductiva y se ha demostrado en machos y

hembras su accion inhibitoria sobre GnRH (Leén, 2014)

A nivel central, también existe una inhibicibon de GnRH mediada por la liberacion

de CRH (Johnson et. al., 1992).

Desde que la kisspeptina fue descubierta en 1996 por Lee et. al. (como un gen
supresor de metastasis en células de melanoma maligno), comenz6 a estudiarse
la importancia de este neuropéptido sobre la regulacion de la liberacion de GnRH
y se demostré su importante papel sobre dichas neuronas, ya que estimula la
secrecion pulséatil de GnRH (Roseweir y Millar, 2009). Otra funciéon que se le ha
atribuido es la activacion del eje hipotadlamo-hipofisis-gonada (HHG) para el inicio

de la pubertad (Smith y Clarke, 2006)

Las neuronas kisspeptinérgicas hacen sinapsis con las neuronas
GnRHérgicas en la zona externa de la eminencia media, estimulando la exocitosis
de la GnRH (Mc Cartney y Marshall 2013). En el nucleo arcuato, las neuronas
kisspeptinérgicas coexpresan ademas neurokinina B (NKB) y dinorfina (Dyn), -por

lo que se les ha llamado neuronas KNDy (kisspeptina, Neurokinina B, dinorfina)-;
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mientras la NKB estimula, la Dyn inhibe la liberacidén de kisspeptina, lo cual influye
sobre la actividad de las neuronas kisspeptidérgicas que a su vez, tienen actividad

sobre las neuronas GnRH (Figura 1) (MacCartney y Marshall, 2013).

Hypothalamuss

ECF

Gha

Fig. 1 Eje hipotadlamo-hipofisis-gonadal. La GnRH es regulada centralmente por
diversos neurotransmisores. Al ser secretada en el sistema porta-hipofisiario es
transportada a la adenohipéfisis donde se une a sus receptores en los gonadotropos
hipofisiarios. De este modo, estimula la liberacion de LH y FSH, las cuales al unirse a sus
receptores en sus organos blanco, en las gonadas, estimulan la sintesis y secrecion de

hormonas sexuales. Adaptado de Pinilla et. al. (2012).
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La pulsatilidad en la secrecién de GnRH, es necesaria para la expresion de
sus receptores (GnRHR) en los gonadotropos adenohipofisiarios; mientras mayor
sea la frecuencia en los pulsos, se logra la estimulacion maxima. Por el contrario,
la administracién continua de GnRH disminuye la cantidad de los GnRHR en la
membrana celular de los gonadotropos, debido a un rapido desacoplamiento del
receptor para GnRH con sus moléculas de sefalizacion intracelular (Ehlers y
Halyorson, 2013).

Existen tres teorias sobre la pulsatilidad de la GnRH, la primera de ellas
considera que la pulsatilidad es intrinseca a las neuronas GnRH ya que se ha
demostrado en neuronas GnRH inmortalizadas la generacién de pulsos de
manera autbnoma y también sincronizada una vez que entraron en contacto con

otras neuronas GnRH (Tsutsumi y Webster, 2009).

La segunda teoria, sugiere que neuronas del hipotalamo medio basal
(MBH) tienen como blanco directo a la red neuronal de GnRH, dirigiendo la
liberacion intermitente de GnRH. La tercera teoria sefiala que la kisspeptina
localizada en el nacleo arcuato puede ser un componente generador de la
pulsatilidad de GnRH al coexpresar otros dos neuropéptidos, la Neurokinina By la
Dinorfina, las cuales que juegan un papel regulador positivo y negativo
respectivamente, en la liberacién de kisspeptina y ésta a su vez, influye en la
manera en que la GnRH es liberada (Plant, 2015). Las tres teorias aportan
elementos importantes al entendimiento de la fisiologia de las neuronas

GnRHérgicas y estan relacionadas a factores internos y externos.
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GnIH

La GnRH no es la Unica neurohormona hipotalamica que juega un papel
central en el control de la reproduccion en vertebrados (Retana et. al., 2012)

La hormona inhibidora de las gonadotropinas (GnIH) fue descubierta en el
hipotalamo de la codorniz japonesa en el afio 2000 (Tsutsui et. al., 2000).
Estudios subsecuentes mostraron que la GnlH también se sintetiza en el
hipotalamo de mamiferos tales como los roedores, las ovejas, los bovinos, los
monos Yy los humanos (Bentley et. al., 2009; Ubuka et. al., 2012)

La GnlIH, es un neuropéptido relacionado con la regulacién neuroendocrina
inhibitoria de la reproduccion y actua sobre la fisiologia reproductiva a diversos
niveles del eje HHG para regular la liberacion de gonadotropinas (Tsutsui et. al.,
2000; Bentley et. al.,, 2009). La GnlH forma parte del grupo de péptidos
relacionado con la RF amida (RFPR) por poseer un grupo amino R (arginina) F
(fenilalanina) (arg-phe-NH;) en su carbono terminal (Clarke et al., 2009; Ebling y
Luckman, 2008; Yang et al., 1985).

La GnlH no se expresa en el cerebro de los mamiferos a diferencia del
RFRP-1y el RFRP-3 gue si se producen y son codificados por un gen ortélogo al
de la GnlH (Plant, 2015). Por esta razon, a los homodlogos de la GnlH en
mamiferos se les conoce con el nombre de RFRPs*.

Los cuerpos celulares de las neuronas GnlH en mamiferos estan
localizadas en el area dorsomedial hipotalamica (DMH). En la rata, las fibras
neuronales se extienden a la eminencia mediay al area predptica,

donde

*En el presente trabajo, los RFRPs se denominan de este modo o como GnlH de manera indiferenciada para
referirse a la hormona hipotalamica estudiada.
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hacen contacto con las neuronas GnRH (Smith y Clarke, 2010).

Debido a su actividad, la GnlH, es modulador central muy importante de las
funciones reproductivas, ya que no solo participa en la reproalimentacion negativa
en la hipdfisis y las gbnadas, sino se demostré que no solo provoca un incremento
de la retroalimentacion negativa en el cerebro desde la hipdfisis y las génadas,
sino que tiene un papel antagénico al de la GnRH, disminuyendo directamente la
actividad de las neuronas GnRHérgicas y reduciendo la sintesis y liberacion de
gonadotropinas desde la adenohipdfisis y de hormonas sexuales desde las

gonadas (Figura 2) (Calisi, 2014).

/}&M
APO A GnlH
HIPOTALAMO NA GnRH

ADENOHIPOFISIS

Inhibina
E2, P4

Fig. 2 La GnlH actta en los tres niveles del eje HHG, directamente sobre las neuronas

GnRH disminuyendo su actividad, insensibilizando a los gonadotropos hipofisiarios y con
la presencia de receptores a GnlH en las gonadas. APO: area preodptica; NA: nlcleo

arcuato; DM: nucleo dorsomedial; EM: eminencia media
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Hipofisis

La hipdfisis es una glandula endocrina que produce distintas hormonas que tienen
importantes funciones en la regulacion del metabolismo, el crecimiento y la
reproduccion. Esta glandula se encuentra situada en una depresion central del
cuerpo del hueso basiesfenoides, llamada fosa hipofisaria de la silla turca
(Bernabé et. al., 2012). Es un 6rgano pequeiio, de distinto tamafio y morfologia
segun la especie animal, ya que las relaciones topograficas de las tres partes
principales que la conforman (adenohipdfisis, pars intermedia y neurohipéfisis)
presentan diferencias entre algunas especies como se ha observado en el
caballo, bovino, cerdo y perro (Dyce et. al, 2012). La adenohipofisis, participa en
la regulacion del eje HHG; los gonadotropos contienen receptores acoplados a
proteina G para GnRH. La union de la GnRH con su receptor estimula la sintesis
y liberacion de hormonas gonadotropicas, Hormona Luteinizante (LH) y Hormona
Foliculo Estimulante (FSH) hacia el torrente sanguineo. Este evento ocurre

mediante dos vias:

a) La union del ligando con su receptor activa a la proteina Gqq, cuya subunidad a
activa a la fosfolipasa C (PLC); esta enzima rompe al fosfatidil inositol bifosfato,
localizado en la membrana plasmatica, generando diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato  (IP3). El IP3 estimula la liberacion de Ca’+ desde el reticulo
endoplasmico liso, incrementando asi la concentracién intracelular de Ca®" y
activa a la proteina cinasa C (PKC), la cual su vez, activa a las proteinas cinasas
activadas por mitdgenos (MAPKs). El aumento de Ca®" intracelular estimula la
liberacion de gonadotropinas, mientras que otras proteinas cinasas, participan

estimulando la transcripcion de genes que codifican la subunidad B de las
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gonadotropinas. b) La GnRH se acopla a la proteina Gqs y activa a la adenilato
ciclasa (AC), la cual rompe ATP, provocando un incremento en los niveles
intracelulares de adenosin monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), el cual
estimulara a la proteina cinasa A (PKA) los cuales se uniran y estimularan a la
proteina cinasa A (PKA) para que lleve a cabo la regulacion de varios genes por
medio de la estimulacion de las proteinas CREB (Figura 3) (Bedecarrats et. al.,

2009).

Los efectos rapidos de la GnRH sobre la secrecion de gonadotropinas son
mediados por la elevacion citoplasmatica de Ca2+, mientras que los productos
intermedios de sefalizacion y efectores incluyen a las proteinas cinasas
dependientes de calmodulina (CaMK) que también median los efectos crénicos de
la expresion génica de la GnRH. La sintesis de gonadotropinas es mediada en
gran parte a través de MAPK/ERK, los cuales median la trascripcion de los genes

que codifican para las subunidades ay B de la LH y de la FSH (Perren y McArdle,
2013).
C) Fig. 3 Esquema de la activacion del receptor de GnRH.
nRH

El GnRHR activa Gs y Gq conduce a la activacion de AC

y PLC. AC genera cAMP, la estimulacion de PKA que

/ \ activa el factor de transcripcion CREB. PLC conduce a la
E<A EI’ - activacion de la PKC que activa al factor de transcripcion
ErR ERK. Los productos intermedios de sefializacién y
efectores incluyen a las proteinas cinasas dependientes

[cree
\ de calmodulina (CaMK) Adaptado de Perret and Mc

Ardle (2013).
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Mecanismo de accion de GnlH

La GnlH actia mediante receptores acoplados a proteina G (GPCR) los
cuales se expresan en multiples regiones cerebrales incluyendo las neuronas
GnRHérgicas del APO, la hipdfisis y las gbnadas (Bentley et. al., 2009).

En el afio 2000, se identificaron dos receptores denominados NPFF2R
(antiguo GPR147) y NPFF2R (antiguo GPR74) (Yoshida et. al., 2003). Ese mismo
afo, otros investigadores indicaron que, en ratas, el RFRP-1 y el RFRP-3 ejercen
Sus acciones tras su interaccion con un receptor al que denominaron OT7T022.
Estudios posteriores demostraron que el denominado NPFF1R era al mismo que
el OT7T022 ya que se asociaron las acciones de los péptidos RFamida de la
familia GnIH/RFRPs (Yoshida et. al., 2003).

En ratas, el ARNm del receptor para GnlH se expresa en el SNC,
concretamente en el hipotalamo, en la médula espinal, en la amigdala, en el
hipocampo y en la sustancia negra, asi como en la hip6fisis, génadas y el ojo
(Bonini et. al, 2000). Estudios en aves demostraron su expresion en el cerebro y
en la hipdfisis (Ubuka et. al., 2010), asi como en los gonadotropos en la oveja y
en el humano (Ubuka et. al., 2012), mientras que en el hamster se ha observado
también en las células germinales y en los espermatozoides (Tsutsui et. al.,
2014). En el mono, se ha encontrado en las células de Leydig, en las
espermatogonias y y en los espermatocitos, ademas en células de la granulosa,
en los foliculos preantrales y en el cuerpo lateo en el humano(Bonini et. al, 2000).

La union de GnIH a su receptor inhibe la AC a través de la proteina Gg;.
Esta inhibicion da como resultado una disminucion en la concentracion de AMPc

inducida por GnRH (Bedecarrts et. al, 2009; Tsutsui et. al., 2010). Adicionalmente,
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puede inhibir el incremento de calcio intracelular y la fosforilacion de las MAPK, lo
gue provoca decremento en la transcripcion de genes inducida por GhnRH y en la
secrecion de gonadotropinas (Bedecarrts et. al., 2009) (Figura 4). La
administracion central o periférica de GnlH inhibe la liberacién de gonadotropinas
en los gorriones de corona blanca, en los hamsteres sirios, en las ratas y en los

hamsteres siberianos (Ubuka et al, 2012).

Fig. 4 Interacciones entre el receptor de GnRH vy el receptor de GnlH en un gonadotropo

hipofisiario. Adaptado de Bedecarrats et. al. (2009).

Gonadotropinas

Cada gonadotropina consiste de 2 subunidades proteicas, a y B. La
subunidad a de 92 aminoacidos es comun a LH y FSH. La subunidad 3 de LH y
FSH contiene 121 y 117 aminoacidos respectivamente y a ella se debe la

especificidad biolégica de esas dos hormonas (McCartney y Marshall, 2013).
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Antes de la pubertad, la secrecion de FSH en respuesta a GhnRH es mayor
que la de LH. La secrecion pulsatil de GnRH en el sistema portal hipofisiario
causa la secrecion pulsatili de LH (Dufau et. al., 1983). Los pulsos de baja
frecuencia de GnRH favorecen la secrecion de FSH, mientras que los pulsos mas
frecuentes favorecen la secrecion de LH (Marshall y Griffin, 1993). La secrecién
pulséatil de FSH esta acoplada en tiempo a la de LH, pero es de menor amplitud
(Veldhuis et. al., 1987). La vida media de la LH es mas corta que la de FSH, por lo

gue sus pulsos son de mayor amplitud (Beshay y Carr, 2013).

Gonadas

Los testiculos y los ovarios son glandulas bipotenciales ya que por un lado son
capaces de producir gametos maduros a partir de células germinales
(gametogénesis) y de la sintesis y liberacion de hormonas esteroides, las cuales
se encargan de la produccion de dichos gametos, asi como los caracteres
sexuales secundarios en machos y hembras y la expresion de la conducta sexual
(Ledn, 2014).

Testiculos

Los testiculos son estructuras pares y ovaladas que constan de cientos de tubulos
seminiferos contorneados muy plegados, que se encuentran revestidos de epitelio
seminifero (Figura 5). Producen tanto los gametos como las hormonas sexuales
masculinas (andrégenos y estrogenos). La espermatogénesis y la
esteroidogénesis se lleva a cabo en dos compartimentos morfolégica vy
funcionalmente distinguibles entre si: los tubulos seminiferos, donde se sitlan las
células de Sertoli y el espacio intersticial entre tubulos seminiferos, donde se
sitlan las células de Leydig (Figura 6). Aunque ambos compartimentos estan
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estrechamente relacionados entre si, su regulacion hormonal y la
espermatogénesis es controlada por el hipotalamo y la adenohipéfisis mediante la

secrecion de la LH y la FSH (Weinbauer et. al., 2010).

Cordén espermatico

Fig. 6 Seccion transversal de tubulos seminiferos y células de sostén. Tomado de Hill

(2016).

En los machos, las cantidades de LH y FSH liberadas en respuesta a la
GnRH dependen de su edad y estatus hormonal (Dufau et. al., 1983). En la rata
se ha demostrado que los niveles de GnRH hipotalamica, gonadotropinas y

testosterona se reducen en machos viejos en comparacién con ratas macho
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jovenes, debido a factores hormonales testiculares de retroalimentacion
(Gruenewald y Matsumoto, 1990).

La LH es el principal estimulo para la biosintesis de androgenos en las
células de Leydig localizadas en el testiculo. La transduccion de sefales de LH se
inicia con la union de la hormona a sus receptores especificos en la membrana de
las células de Leydig, que activa a la proteina Gs para que se promueva la
estimulacién de la AC con la subsecuente formacion de AMPc a partir de ATP
(Griffin y Wilson, 2003) el cual provoca la sintesis de testosterona (Dong and
Hardy, 2004).

La biosintesis de testosterona se lleva a cabo mediante 2 vias que se han
designado como A5 y A4, segun la localizacion del punto de instauracién (doble
enlace) de los compuestos intermediarios. La primera predomina en humanos y
conejos y la segunda en roedores (Lemus y Pérez, 2000). El primer paso en la via
de biosintesis de andrdégenos lo constituye la conversién a nivel mitocondrial, de
colesterol a pregnenolona, que tiene como paso limitante la hidroxilacion
enzimatica en el C20 mediante la enzima cP450scc. Este paso limitante se activa
selectivamente en el testiculo del adulto por medio de la LH (Lemus y Pérez,
2000). Posteriormente, en el reticulo endoplasmico liso, la pregnenolona se
transforma a 17-hidroxi-pregnenolona, dihidroepiandrosterona, androstendiol y

androstendiona, y finalmente en testosterona (Figura 7) (Ferran, 2011).
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Fig. 7 La biosintesis esteroide en célula de Leydig es inducida por LH a través de la
activacion de adenilato ciclasa. La proteina StAR es la encargada del transporte del
colesterol de la membrana externa mitocondrial a su membrana interna. Inicia con
colesterol 0 acetato el cual sufre diversas modificaciones enzimaticas y es convertido por
P450scc a pregnenolona. Posteriormente, a través de la accion de otras enzimas sufre
una serie de modificaciones estructurales hasta la formacion de testosterona. Adaptado

de Weinbauen et. al. (2010).
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Por su parte, la FSH, se une a sus receptores membranales en las células de
Sertoli y junto con la testosterona, regula la espermatogénesis (Jin y Yang, 2014).
Ademas, las células de Sertoli, sintetizan numerosas proteinas esenciales para el
correcto funcionamiento del testiculo como a las activinas e inhibinas que, una
vez liberadas a la circulacion general, actian a nivel hipofisario regulando
especificamente la liberacién de FSH (Ledn, 2014).

La FSH se une a receptores acoplados a proteina G, localizados en la
membrana de las células de Sertoli (Walstrom et. al., 1983) y activa la sintesis del
AMPc, el cual activa a la proteina cinasa A para estimular la sintesis de la
proteina unidora de andrégenos (ABP), necesaria para el transporte de la
testosterona a los tubulos seminiferos (Means et. al., 1976).

La secrecion de LH y FSH estan bajo un control por retroalimentaciéon
negativa que ejerce la testosterona a nivel hipotaldmico e hipofisiario (Anawalt et.
al., 1996). Adicionalmente, la inhibina, una hormona peptidica testicular, tiene un
rol importante en la regulacion de la secrecion de FSH por accién de
retroalimentacion negativa a nivel de la hipodfisis (Mc Cartney y Marshall, 2013;

Plant, 2015).

OVARIOS

Los ovarios son dos cuerpos ovalados alojados en la cavidad pélvica fijados
mediante un ligamento y un pliegue peritoneal denominado mesovario, que junto
con estructuras fiboromusculares, mantienen al ovario anexado a la entrada de las
trompas de Falopio. Esta glandula recibe un aporte nervioso, vascular y linfatico a

través del mesovario. Sus principales funciones son la produccion de gametos

28



fertilizables (ovogénesis) y la sintesis y secrecion de hormonas sexuales
femeninas, principalmente estradiol (E2) y progesterona (P4) (Tresguerres y
Castillo, 2005).

En el caso de las hembras, la amplitud y frecuencia de los pulsos de
GnRH, asi como la retroalimentacion por parte de la P4 y E2, controla los
procesos de sintesis y secrecion de LH y FSH. La secrecion de ambas
gonadotropinas es fundamental para el crecimiento folicular (Ehlers y Halyorson,
2013). La FSH comienza a elevarse tiempo después de que se ha producido la
ovulacion, siendo responsable del reclutamiento de foliculos ovaricos y de
seleccionar al foliculo dominante del que posteriormente sera liberado el ovocito.
La FSH induce el crecimiento de las células de la granulosa y activa a la enzima
aromatasa la cual convierte los andrégenos en estrégenos (Beshay y Carr, 2013).
Los niveles de FSH declinan debido a la concentracion de los estrégenos
circulantes y a la inhibina. A pesar de la caida en el nivel de FSH, el foliculo
dominante continla creciendo a medida que se adquiere una mayor
concentracion de receptores para FSH lo cual lo hace més resistente la caida de
FSH. (Beshay y Carr, 2013). Ademas, diversos nucleos hipotaldmicos, controlan
la retroalimentacion negativa de esteroides gonadales en las hembras, ya que las
neuronas kisspeptinérgicas del NA estan involucradas en la retroalimentacion
negativa, mientras que las neuronas del ndcleo anteroventral periventricular
(AVPV) patrticipan en la oleada preovulatoria de LH mediante la retroalimentacion
positiva del estradiol (E2). En otras palabras, el E2 ejerce efectos de

retroalimentacion opuestas sobre el hipotalamo (Ehlers y Halyorson, 2013).
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Por otro lado, el incremento en los niveles de LH durante la fase folicular del ciclo,
es gradual. Inmediatamente antes de la ovulacion, la LH tiene un incremento
conocido como pico preovulatorio en respuesta al E2 producido por el foliculo
dominante, disminuyendo después de la ovulacion.

Los receptores para FSH y LH pertenecen a la familia de GPCR. Los de FSH se
pueden encontrar exclusivamente en la membrana de las células de la granulosa,
mientras que los receptores de LH se encuentran en las membranas de las
células de la teca. (Beshay y Carr, 2013). La activacion del receptor de LH
estimula principalmente la produccién de androstendiona en las células de la teca,
la cual se transporta a las células de la granulosa en donde es aromatizada a
estrona y finalmente convertida en estradiol. Esta es la base de la teoria de las

dos células del ovario. (Figura 8) (Beshay y Carr, 2013).

17BHSD

cAMP (( FSH
/

/
/
¥
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e

Fig. 8 La teoria de las dos células en la esteroidogénesis ovérica. La LH se une a
su receptor en las células de la teca y estimula la conversion de colesterol en
androstendiona. La FSH unida a su receptor en células de la granulosa del ovario
estimula la aromatizacion de andrégenos a estrogenos. cAMP: Adenosina monofosfato
ciclico; CYP11Al: enzima que escinde la cadena lateral, CYP17: 17-hidroxilasa; HSD:
hidroxiesteroide deshidrogenasa; 170H pregnenolona: 17 hidroxi pregnenolona. Tomado
de Beshay y Carr (2013).
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La rata hembra presenta variaciones ciclicas en su actividad reproductora y
cambios tanto a nivel del epitelio vaginal, ovarico, en la secrecion de hormonas y
hata en el comportamiento sexual. Esas variaciones se van produciendo durante
diferentes fases denominadas proestro (P), estro (E), metaestro (M), diestro (D), las
cuales se repiten cada 4 o 5 dias debido a la falta de cuerpo IUteo funcional. Durante
el proestro, los niveles séricos de estrogenos se elevan provocando un pico
preovulatorio de LH (Goldman et. al., 2007). Posteriormente, en la mafiana del estro
(con una duracién aproximada entre 10 y 12 h) se presenta un incremento en las
concentraciones séricas de P4 que provoca que la hembra pueda copular con el
macho al tiempo que se esta produciendo la ovulacién. Por lo tanto, el término estro
significa “calor” o receptividad sexual y ésta receptividad es paralela al inicio de la

aparicion de células cornificadas en la vagina (Figura 9) (Goldman et. al.,2007)

Estradiol — — Progesterone @ -------- Luteinizing Hormone ‘

10 =12 hrs
P

Ovulation

] T [ | T [ — — ]
Diestrus 1 Diestrus 2 Proestrus Estrus
Day of Cycle

Fig. 9 Patrones del ciclo estral de la rata (4 dias). Se representan las concentraciones de
estradiol y progesterona y su relacion con el surgimiento del pico preovulatorio de LH. La
ovulacion puede ocurrir durante las primeras horas del estro, aproximadamente 10 a 12
horas después del pico de LH. Los bloques de la base indican la porcién oscura del

fotoperiodo. Tomado de Goldman et. al. (2007).
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El eje hipotdlamo-hipdfisis-gbnada puede ser inhibido o alterado no sélo por
aspectos relacionados a sus mecanismos intrinsecos, sino que ademas puede sufrir
diversas alteraciones por factores externos como el fotoperiodo, la nutricion o el
estrés (Millar et. al., 2012)

Concepto de estrés

El estrés, se ha definido como una respuesta fisiologica ante la alteracién de la
homeostasis (Chrousos, 2009). Actualmente, el término se ajusta a condiciones
donde las demandas ambientales exceden la capacidad reguladora natural del
organismo frente a estimulos (estresores) que son impredecibles e incontrolables
(Koolhaas et. al., 2001). Los estresores, pueden ser fisicos o psicologicos y
dependiendo de su magnitud y duracion activan una respuesta de estrés aguda o
crénica (Jhonson, et. al., 1992).

La respuesta del estrés es dirigida por el sistema de estrés, el cual esta
constituido por estructuras del sistema nervioso central y por érganos periféricos. Los
dos componentes principales son: a) el sistema locus coeruleus (LC)- sistema
nervioso simpatico (SNS) -médula adrenal y b) el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal
(HHA). Ambos componentes interaccionan entre si para responder a las demandas
del medio (Figura 10) (Habib et al., 2001; Charmandari et al., 2005).

El sistema de estrés recibe e integra diversas sefiales cognitivas, emocionales,
neurosensoriales y periféricas que llegan a través de diferentes vias. La activacion
del sistema de estrés provoca cambios conductuales y fisicos que son
marcadamente consistentes y en conjunto se definen como el sindrome de estrés

(Selye, 1946).
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Al recibir un estimulo estresante, se activan las neuronas noradrenérgicas del
LC las cuales liberan noradrenalina a distintas areas cerebrales y asi aumenta el
estado de alerta y vigilancia del organismo (Jhonson, et. al, 1992).

Mediante el sistema nervioso simpatico, también se estimula la liberacion de
adrenalina y noradrenalina de la médula adrenal, lo cual conduce a diversos cambios
conductuales y fisiologicos que permiten al organismo responder (reaccion de lucha o
huida) ante un estimulo que pueda poner en riesgo la supervivencia del individuo.
(Jhonson, et. al, 1992). Simultdneamente, se activan las neuronas del nucleo
paraventricular del hipotdlamo (PVN) encargadas de la sintesis y liberacion de
hormona liberadora de corticotropinas (CRH), lo que provoca que el eje HHA se
active. Por otro lado, la CRH estimula a las células corticotropicas en la
adenohipofisis para liberar a la hormona adrenocorticotropica (ACTH), que a su vez,
estimula la produccién de glucocorticoides (GC) desde la corteza adrenal (Mc

Cartney y Marshall, 2013).

Los GC, la adrenalina y la noradrenalina, que son liberadas desde las
glandulas adrenales, disminuyen el almacenamiento de energia, de acidos grasos y
la sintesis de proteinas, evento que promueve la liberacion de sustratos energéticos
como la glucosa, aminoacidos y acidos grasos libres del muasculo, tejido graso e
higado.

Estos cambios en la disponibilidad de energia son paralelos a la estimulacién
cardiovascular y la funciéon pulmonar, los cuales incluyen el incremento en la
frecuencia cardiaca, la presion sanguinea y la respiracion. Simultaneamente, los
procesos anabdlicos como la digestién, el crecimiento, el sistema inmune vy la

reproduccion son suprimidos (Johnson et., al., 1992).
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Los glucocorticoides pueden ejercer un efecto permisivo para mantener la
homeostasis en un nivel basal, pero si se exceden en la respuesta regulatoria
durante el estrés cronico, la activacion catabdlica cronica puede dar como resultado

procesos destructivos (Johnson et., al., 1992).
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Fig. 10 Representacion de los componentes del sistema del estrés y su relacion con

otros componentes del sistema nervioso. Tomado de Charmandari et. al. (2005).
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Efecto del estrés en la reproduccion.

El estrés cronico disminuye la actividad del eje hipotalamo-hipdfisis gbnada
(HHG) (Selye, 1946). Esta supresion es causada por las acciones de las hormonas
del eje HHA (hormona liberadora de corticotropinas [CRH], hormona
adrenocorticotropica [ACTH], B-endorfinas y glucocorticoides) sobre la funcion del
HHG, ya que ambos sistemas estan interconectados (Tsigos y Chrousos, 2002).

En el hipotalamo, la liberacién de GnRH del MPOA es suprimida por la CRH a
través de conexiones directas entre las neuronas secretoras de CRH y las neuronas
secretoras de GnRH (MacLusky et al., 1988). En la hipofisis, la secreciéon de la LH
disminuye como resultado de la reduccion en la capacidad de respuesta a la GnRH,
la cual es mediada por los GC (Hagino et. al., 1969). Los GC también ejercen efectos
directos sobre las gonadas, alterando en consecuencia, la secrecion de esteroides
sexuales (Hardy et al., 2005). Adicionalmente, los GC inducen resistencia a las
hormonas sexuales en los tejidos periféricos; esto es, que pueden inhibir el efecto de
las hormonas sexuales sobre sus 6rganos blanco ya que disminuye la expresion de
sus receptores (Rabin et. al., 1990).

Algunos estudios han mostrado que hembras expuestas a estrés psicosocial pueden
desarrollar retraso de la pubertad, falta de receptividad sexual, alteraciones en la
ovulacion o implantacion embrionaria, abortos espontaneos e incremento de
mortalidad en las crias (Jhonson et. al., 1992). En los machos, se puede presentar
una supresion o disminucion en la secrecion de testosterona, la espermatogénesis,

asi como una marcada disminucion de la conducta sexual (Jhonson et. al., 1992).
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GnlH y estrés

La investigacion reciente en el contexto del control de la reproduccién
involucra la participacion de GnlIH en la inhibicion del eje HHG durante el estrés.
Kirby y colaboradores (2009) demostraron que el estrés inducido por
inmovilizacion estimula aumento en la expresion de la GnlH en el hipotalamo
dorsomedial (DMH) de ratas adultas. Este mecanismo incluye a los GC,
esteroides liberados durante el estrés que actian sobre los receptores para
glucocorticiodes (GR) en las neuronas GnlH del hipotalamo, en donde aumentan
la transcripcion del gen para GnlH y por ende, su expresion en el DMH (Figura
11). La GnlH liberada de esta area hipotalamica inhibe la liberacion de la GnRH a
través de un mecanismo postsinaptico directo, hiperpolarizando a las neuronas
GnRH (Wu et. al., 2009) y disminuyendo la sensibilidad de la hipdfisis a la GnRH
(Kirby et al., 2009; Murakami et. al., 2008) suprimiendo al hipotalamo y por ende,
a la funcion reproductiva.

Se ha demostrado que, en ratas macho, el 53% de las neuronas GnlH
expresan receptores a GC y que en situacion de estrés se incrementa la actividad

de esas neuronas (Ledn, 2014).
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Fig.11 Vias neuroenddcrinas que suprimen el eje gonadal. Durante el estrés se
activa el eje HHA. El eje HHG es inhibido a todos los niveles por el HHA. Directamente en
el POA por la CRH. Los GC producidos disminuyen la capacidad de respuesta de los
gonadotropos a la GnRH y reducen la esteroidogénesis en las génadas. También inhiben
la liberacién de GnRH directa o indirectamente a través de la GnlH. Adaptado de Retana-

Marquez et. al. (2012).
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Antecedentes

Estrés prenatal (EP) y reproduccién

El estrés prenatal (EP) ha sido definido como la influencia o factores que
perturban el adecuado desarrollo del feto y representa un factor de riesgo para el
desarrollo de futuras patologias (Del Giudice, 2012). Ademas, el EP ha sido
relacionado con el mecanismo de programacion fetal (PF), que se ha establecido
como un proceso de predisposicion para generar ciertos desérdenes o
enfermedades durante la madurez (Remedi, 2010)

Barker y Osmond (1986) definieron la PF como acontecimientos que se
producen durante la gestacién y pueden afectar la salud y el desarrollo del
individuo a largo plazo. Actualmente, también se considera como un proceso
adaptativo o de readecuamiento fisiolégico durante un periodo sensible del
desarrollo (Remedi, 2010).

El proceso por el cual acontece la PF es mediante la induccion, delecion e
impedimento del desarrollo de estructuras como resultado de un dafio en un
periodo critico. Los mecanismos comprenden cambios en la expresion génica, en
la diferenciacidn tisular y en la expresion enzimatica (Remedi, 2010).

Durante la gestacion, la hembra presenta elevados niveles de cortisol,
glucocorticoide esencial para el crecimiento fetal. Sin embargo, bajo condiciones
particulares de excesivo estrés, las concentraciones de cortisol materno
(corticosterona en el caso de las ratas), pueden alcanzar niveles elevados
anormales y llegar a la sangre del feto en altas concentraciones, lo cual puede
desencadenar respuestas fisiolégicas que alteran potencialmente el desarrollo y

crecimiento fetal (Ward y Weisz 1984; Takahashi et al., 1998; Charil et. al., 2010).
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En condiciones basales, los GC activos en la placenta de la hembra
gestante son oxidados por la enzima 11 beta hidroxiesteroide desidrogenasa tipo
2 (11BHSD) a esteroides inactivos (cortisol a cortisona o corticosterona a 11
dehidrocorticosterona) para reducir los niveles de glucocorticoides intracelulares.
Sin embargo, la actividad y la expresion de esta enzima placentaria se encuentra
reducida en las madres estresadas lo que permite que los GC activos pasen al
feto y modifiquen los procesos de organizacién y maduracién neuronal (Charil et.
al., 2010).

Los GC son hormonas que ejercen su efecto a través de receptores
intracelulares que se encuentran en el citoplasma unidos a un complejo
multiproteinico. Una vez que se unen al receptor, se disocian las proteinas y
dimeros de complejo GC-receptor y se traslocan al nucleo. En el nucleo, se unen
a los elementos de respuesta localizados en las regiones promotoras de genes
blanco y regulan la expresion de la respuesta a GC de manera positiva 0 negativa
(Charmandari et. al., 2005). Asi, la presencia de altos niveles de GC durante el
establecimiento del sistema neuroenddcrino reproductivo durante la etapa
prenatal, puede traer consecuencias adversas en su correcto desarrollo.

El EP afecta diversas regiones cerebrales en los individuos en desarrollo
dentro de las cuales, se encuentra el hipotadlamo. Asimismo, la exposicion fetal a
altos niveles de GC, retarda y/o, altera el desarrollo de neuronas en el cerebro
incluyendo procesos como proliferacion celular, migracion, diferenciacion,

sinaptogénesis, mielinizacion y apoptosis (Charil et. al., 2010).

En el caso de los procesos reproductivos, las hormonas sexuales

organizan los circuitos neuronales implicados en las funciones neuroendocrinas y
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la conducta sexual y son responsables de las diferencias de género en el tamafio
de ciertas areas del cerebro como el ndcleo sexual dimérfico del area preoptica
(SDN-POA), las conexiones sinapticas, las concentraciones de neurotransmisores
y su actividad (Weinstock, 2007).

Ratas que durante su desarrollo estuvieron sujetas a estrés prenatal,
muestran un incremento en la respuesta del eje HHA ante situaciones estresantes
durante la vida posnatal (Morley-Fletcher et. al., 2003) de las cuales se recuperan
lentamente (Maccari et. al., 1995).

La diferenciacion sexual gonadal en las ratas se produce por la secrecion
de hormonas esteroides desde las gbnadas fetales durante el ultimo trimestre de
la gestacion (dias 14-21) y se extiende hasta las dos primeras semanas de vida
posnatal (Segarra et. al., 1991).

Durante este periodo de diferenciacion sexual, la testosterona, es
fundamental para masculinizar o desfeminizar la expresion de la conducta sexual
y para establecer los futuros patrones de secrecion de las gonadotropinas.
Cuando la testosterona es producida y liberada en el SNC, se aromatiza a
estradiol mediante la enzima aromatasa.

Asi el estradiol es la hormona responsable de diferenciar sexualmente el
cerebro a masculino y establecer un dimorfismo en etapas tempranas del
desarrollo, que en el caso de la rata es del dia 15 al 21 de la gestacién (Garcia,
2014).

En la rata, el ndcleo sexual dimérfico del hipotalamo es mayor en los
machos que en las hembras. Una vez que la testosterona ha sido convertida a

estradiol, en lugar de promover el crecimiento celular en futuras regiones sexuales
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dimérficas, determinan qué células pueden someterse a apoptosis (Charil et. al.,

2010).

Diferencias volumétricas en el nucleo sexual dimorfico del area predptica
(SDN-POA) del hipotalamo estan ausentes entre el macho y la hembra al
nacimiento, pero durante la primera semana postnatal, las células de esa region
se someten a apoptosis en el caso de las hembras, resultando consecuentemente
en un volumen menor (Charil et. al., 2010). En cambio en los machos, existe un
incremento en el tamafio del SDN-POA por la accién que ejercen las hormonas
sexuales masculinas en este nucleo (Hutchison et al, 1999). Otra region que
presenta diferencias dimorficas es el nacleo AVPV hipotalamico, el cual es mas
grande en el caso de las hembras, lo cual se atribuye al papel de los estrégenos
cuyos receptores se localizan en mayor cantidad en ésta area si se le compara

con los machos (Ehlers y Halyorson, 2013).

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, se ha observado que
los machos estresados prenatalmente presentan menor concentracion de
testosterona plasmética, ademas de una disminucién de la conducta sexual y una
disminucién en el tamafio de los 6rganos sexuales durante la vida adulta, asi
como menor calidad espermatica, presentando disminucion de la motilidad y
viabilidad (Garcia Vargas, 2014). Por otro lado, las hembras muestran niveles
altos de estradiol con ciclos estrales alterados presentando proestros y estros
prolongados, asi como una disminucion en la conducta de lordosis e infertilidad
(Garcia Vargas, 2014).

Otros estudios de mamiferos han demostrado que el EP afecta muchos

aspectos de la reproduccion incluyendo el desarrollo de érganos reproductores, el
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comienzo de la pubertad, la conducta reproductiva, la funcion gonadal y la
concentracion de hormonas reproductivas (Ashworth et. al., 2016). Asimismo,
modifica patrones fisicos como la distancia anogenital en el caso de las ratas —
que debe ser mayor en el caso de los machos que en las hembras-, la
concentracion de hormonas reproductivas, perfiles de neurotransmisores y
expresion geénica. También reduce la diferencia entre la conducta sexual y la

fisiologia reproductiva en machos y hembras (Figura 12) (Ashworth et. al., 2016).

Con base a lo anterior, se confirma que el EP genera efectos adversos en
las crias y que se expresan hasta la vida adulta afectando de manera importante

aspectos sexuales y reproductivos (Del Cerro et. al., 2015)

Corticeg Alteraciones en
Jefona e desarrollo
Fig. 12 El estrés materno genera un incremento anormal de GC, los cuales
rebasan la capacidad de la enzima placentaria 118-HSD para inactivarlos. De este modo,
los GC activos alcanzan al feto, provocando alteraciones en su desarrollo. Esquema

adaptado de Sale, et. al. (2012,); Keverne y Curley (2008).

42



JUSTIFICACION

El EP genera alteraciones reproductivas en los individuos al alcanzar la
edad adulta. Sin embargo, en la actualidad, no existen reportes acerca de los
cambios que se presentan en la expresion de la GnRH y la GnlH, asi como la
relacion entre su expresion con los niveles de hormonas sexuales en ratas macho
y hembra adultos que fueron estresados prenatalmente. ES necesario que se siga
investigando acerca de las consecuencias que genera el estrés materno en la
descendencia, ya que los estudios en animales y en humanos sefialan que el EP
puede inducir el desarrollo de alteraciones metabdlicas y neuroquimicas, lo cual
involucra aspectos reproductivos, hormonales y conductuales.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Qué efecto tendra el estrés prenatal sobre la expresion de la GnRH y GnIH en
ratas macho y hembra al alcanzar la madurez sexual?

HIPOTESIS

La regulacién neuroenddcrina en ratas estresadas prenatalmente se vera
afectada con la disminucion de la expresion y el contenido de GnRH y el aumento
de la GnIH en el hipotdlamo. Ademas, los niveles de hormonas sexuales seran
menores que en los animales control.

OBJETIVOS:
General:
Determinar las alteraciones neuroendocrinas que existen en la expresion de
GnRH y de GnlH en ratas adultas cuando la madre fue expuesta a estrés

prenatal.
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Particulares:
« Evaluar las alteraciones del control neuroendocrino del eje testicular en
ratas macho adultas que fueron estresadas prenatalmente
* Evaluar las alteraciones del control neuroendocrino del eje ovarico de ratas
hembra adultas que fueron estresadas prenatalmente.
MATERIALES Y METODOS
Disefio experimental
Animales de laboratorio. Se utilizaran 10 ratas hembras de la cepa Wistar
(Ratus novergicus albinus) de 250 gramos de peso, las cuales presentaban estro
natural y 10 machos sexualmente expertos de aproximadamente 300gramos,
adquiridas del bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa, donde permanecieron. Los animales se separaron en sexos en cajas
plexiglas transparente (50x30x20cm) antes del inicio del apareamiento, a
temperatura constante (22+2°C), en ciclo invertido de luz/oscuridad (12/12h), con
agua y alimento ad libitum. EI manejo de los animales y los experimentos se
sujetaron a las normas oficiales mexicanas (NOM-062-Z00-1999), asi como a la
reglamentacion de animales domésticos y de laboratorio, publicado en los
Lineamientos para la conduccion ética de la investigacion, la docencia y la
difusion en la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud (Mayo 2010).
Las hembras en estro copularon con machos sexualmente expertos durante
media hora aproximadamente. Permitiendo que los machos eyacularan de 2 a 3

veces. Ese dia se consideré como el dia cero de gestacion.
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Estrés por inmersion en agua fria

Una vez apareados los animales, las hembras gestantes se asignaron al
azar al grupo control (CON) o al grupo de EP y se colocaron en cajas individuales
de plexiglas transparente.

Las hembras gestantes asignadas al grupo de EP, durante la ultima
semana de gestacion (dias 16 al 21), fueron sometidas a dos sesiones de estrés
por inmersion en agua fria, la primera a las 09:00 h y la segunda a las 15:00 h. El
estrés consistié en colocar a las ratas de forma individual en una caja de plexiglas
con agua a 15°C y una profundidad de 15 cm, durante 15 minutos (Retana-
Marquez et. al., 2003). La caja se cubri6 con una reja para evitar que se
escaparan y los animales permanecieron de pie o sujetos a la reja. Al terminar las
sesiones de estrés, los animales se secaron con un trapo y se regresaron a sus
cajas.

Las hembras asignadas al grupo control se mantuvieron en sus cajas de
forma individual y solamente recibieron la limpieza de rutina.

Obtencion de las muestras
Al momento del nacimiento, las camadas del grupo control y el grupo con EP se
homogeneizaron para que cada hembra contara con el mismo nimero de crias
(en promedio 8 crias por hembra). En el destete (21 dias de vida postnatal), los
animales se separaron por sexo.

A las hembras se les realizaron frotis vaginales para examinar las etapas

del ciclo estral y sacrificarlas en la etapa de proestro y a otras en etapa de diestro,
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mientras que los machos permanecieron en sus cajas. A los 3 meses de edad,
tanto los machos como las hembras fueron sacrificados.

Los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobartbital sodico
(25mg/kg IP) e inmediatamente decapitados. Se obtuvieron los cerebros y se
disecd el hipotalamo, los cuales se mantuvieron a una temperatura de -70°C
hasta el momento de la evaluacion de las proteinas por western blot y para la
extraccibn de RNA para RT-PCR. Asimismo, se obtuvo la sangre para la
cuantificacion de hormonas sexuales en suero. Se utilizO una n=5 para cada

grupo C y EP tanto en machos como en hembras (Figura 13).

Limpiezay | Homogenei- Destete
QGestantes | / allmente.:cmn H zacion de «{ dia2ly = 3 meses )
f de rutina camadas sexado . [ Western Blot,
“Ratas | /| CONTROL - Sacrificio o .
Wistar ) ) @ Frotis:PyD | semicuantitativo
106y \ —  (Dia15-21 IAF /| Hipotalamo :
102 | \| 9Gestantes o Homogenei-|  Destete ’ T
S S 15 ,l15cmt,:| zaciénde | —dia21y/ | Suero
E.PRENATAL| | 1>minx7 camadas | | sexado |

(2 veces x dia)

Fig. 13. Esquema del disefio experimental que sefiala grupo C y EP, realizacién del
estrés por IAF y pruebas realizadas.

Como controles fisiolégicos para nuestros experimentos, se utilizaron hembras y
machos de 3 meses de edad que fueron gonadectomizados y sacrificados dos
dias después para tomarlos como control positivo (C+) de las hormonas
hipotalamicas estudiadas. Otras fueron sacrificadas un mes después para

emplearse como control negativo (C-).
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Western blot
Extraccion de proteinas
Los hipotadlamos se descongelaron sobre hielo. Posteriormente se afiadieron 100
pul de buffer de extraccion de tejido (T-PER) para lisar el tejido. Una vez
homogeneizados se incubaron 15 min sobre el hielo; después las muestras se
centrifugaron a 12000 RPM a 4°C por 10 min (Kim et. al, 2001). Se obtuvieron los
sobrenadantes, los cuales contienen el total de proteinas extraidas en tubos
nuevos. Con ellos se cuantificaron las proteinas en el espectofotometro (The
Thermo Scientific Nanodrop 2000c) en un rango de absorbancia de 280nm.
Preparacion de las proteinas
Se colocaron 2 pl de buffer de muestra (SDS Protein Gel Loading Solution 2x,
Quality Biological, Inc) en tubos eppendorf de 0.2 ml, se agrego el volumen de la
proteina equivalente a 100ug de proteinas totales de cada muestra y se incubaron
en bafio maria a 95°C durante 5 minutos.
Preparacion de los geles
Se consideraron las cantidades indicadas mas adelante para el gel de corrida
al12%: agua desionizada 3.34ml, Tris HC| 1.5M p.H 8.8 2.5ml, SDS al 10% 100
microlitros, Acrilamida 4ml, TEMED 10 microlitros, Persulfato de amonio 50
microlitros y para el gel concentrador: agua desionizada 3.05ml, Tris HCI 0.5M p.H
6.8 1.25ml, SDS al 10% 50 microlitros, Acrilamida 650 microlitros, TEMED 10
microlitros, Persulfato de amonio 25 microlitros.
Electroforesis y transferencia de proteinas
El analisis electroforético fue realizado de acuerdo al método reportado por

Laemmli en 1970. Una vez listos los geles, se colocaron en la camara de
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electroforesis y se lleno tanto el exterior como el espacio entre los cristales con el
buffer de electroforesis (Tris-base 25mM, glicina 190mM, SDS1%). Enseguida, se
colocaron cada una de las muestras en los carriles del gel y se corrié la
electroforesis a 120 V en una camara de Mini-protein 1l Cell (Bio-Rad) en
presencia de un marcador de peso molecular (See Blue 2-500-UL) durante 90
min.

Terminada la electroforesis, se despegaron los geles de los cristales y se
colocaron en un recipiente con buffer de transferencia (Tris base 25mM, glicina
190mM, metanol 20%) y las proteinas se transfirieron a una membrana PVDF
(Invitrogen), de acuerdo con los métodos reportados por Towbin en 1979. El
procedimiento inicié apilando sucesivamente papel filtro, la membrana en contacto
directo con el gel y mas papel filtro, empapados en buffer de transferencia.

Una vez listos todos los componentes, se colocaron en el sistema de
transferencia de proteinas Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) y se llevé a cabo a 120 V
durante 30 min. Terminada la transferencia, se sacaron las membranas y se
incubaron en solucién de blogqueo con 0.5% de leche sin grasa (w/v) en buffer
TBS-T (20 mM Tris-HCI, NaCl 137 mM, 0.5% Tween 20 (v/v), pH 7.6) por una
hora a temperatura ambiente. Después de un lavado con TBS-T por 5 min, las
membranas se incubaron con el anticuerpo primario (GnRH polyclonal antibody
1:1000 Sta. Cruz Biotechnology y RFRP polyclonal antibody 1:1000 Sta Cruz
Biotechnology, respectivamente) diluido en 10ml de TBS-Tween 20 (para 2
membranas) a 4°C toda la noche en agitacion constante.

Al dia siguiente, después de 3 lavados de 10 min con TBS-Tween 20, las

membranas se incubaron con su anticuerpo secundario peroxidasa-conjugated
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goat antirabbit (Vector Laboratories) a una diluciéon 1:10:000 (1ul de anticuerpo
secundario en 10ml de TBS-Tween 20), durante 2 horas en agitacion constante a
temperatura ambiente.

Al terminar, las membranas se lavaron 3 veces durante 10 minutos con TBS-
Tween 20. Como controles positivos se utilizaron hembras ovariectomizadas y
machos castrados que fueron sacrificados 2 dias después para extraer las
muestras.

Se utilizé6 B-actina monoclonal como control de carga (Sigma Aldrich, (A3854),
1:3000). Las bandas se visualizaron utilizando un sistema digital de imagen

KODAK Gel Logic 1500.

RT-PCR para evaluar la expresion del gen de GnlH y GnRH

Elaboracién del primer para GnRH y GnlH

Para el disefilo de los primers se utilizaron distintas paginas electronicas. La
secuencia de los genes de GnRH y GnIH se obtuvieron del acceso al GenBank:
NM_012767.2 (MRNA GnRH1) y NM_023952.1 (mRNA GnIH [RFRP]) ubicado en
la pagina e!'Ensembl
(www.ensembl.org/index.htmlhttp://www.ensembl.org/index.html)

Posteriormente se consideraron los siguientes softwares:

Primer 3. Input: http://primer3.ut.eel y Sigma Aldrich Oligo Evaluator:
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/oligo-
evaluator.html, disponibles en la red.

Los primers utilizados para el RT-PCR fueron los siguientes:
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Tamano

Hormona Secuencia (pb)

Forward agcactggtcctatgggttg

GnRH Reverse tctgccatttgatcctcctc 100
GnIH Forward ccaaaggtttgggagaacaa
(RFRP) Reverse gggtcatggcatagagcaat 110

Extraccion de RNA para la realizacion de RT-PCR

Se extrajo RNA total de hipotdlamos obtenidos de animales control y del grupo de
EP. Siguiendo las instrucciones del reactivo TRIZOL® (Ambion™), se procedi6
de la siguiente manera: los hipotalamos fueron homogeneizados en 1ml de
TRIZOL® (1ml/50-100 mg de tejido), incubados a temperatura ambiente durante 5
minutos y se les agregé 200ul de Cloroformo/ml. Luego de agitar vigorosamente e
incubar a temperatura ambiente por 15 min, los tubos se centrifugaron a 12,000
RPM durante 15min a 4°C. A la fase acuosa obtenida se le agregaron 500ul de
Isopropanol y se agitaron invirtiendo suavemente los tubos, incubandolos a -20°C
toda la noche. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12 000RPM
durante 10 min a 4°C y se descartd el sobrenadante. El pellet obtenido se lavo
con 1ml etanol al 75%. Nuevamente se centrifugaron a 12,000 RPM durante 5 min
a 4°C. El pellet se resuspendié en 25 ul de agua DEPC y un dia después se
calculo la concentracion de ARN en el espectrofotometro midiendo absorbancia a

260/280 nm.
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Electroforesis en gel de agarosa con formaldehido para determinar la
integridad del RNA.

Para preparar el gel se colocaron 0.4g de agarosa en 34.8ml de agua DEPC y la
mezcla se fundié en el microondas. Entre 50-55°C, se le agregaron 4 mL de MAE
10X, 1.2ml de formaldehido y 1.5uL de GelRed. Tras gelificacion, se coloco dentro
del tanque de electroforesis buffer MAE 1X. Se prepararon las muestras de
RNA/Buffer de carga para RNA 1:1 (formamida, formaldehido, MAE10X, glicerol
80%, azul de bromofenol), se pusieron dentro de cada pocillo y se corrié el gel 1
hora con 20 min a 60 V. Las bandas se visualizaron con la luz UV en el
fotodocumendador utilizando el sistema digital de imagen KODAK Gel Logic
1500.

RT-PCR semicuantitativo para la amplificacion de un segmento del gen para
GnRH y GnlH de hipotalamo de rata

Se llevo a cabo RT-PCR semicuantitativo de un paso y la mezcla de la reaccién
se preparé con el estuche comercial RT-PCR (Access RT-PCR System Promega).
Las reacciones se llevaron a cabo en presencia de: Agua desionizada 14
microlitros, Buffer 5x 5 microlitros, dNTP’s 0.5 microlitros, MgSO4 1.5 microlitros,
AMV (transcriptasa reversa) 0.5 microlitros, Tfl (polimerasa) 0.5 microlitros, Primer
(F) 1 microlitro, Primer (R) 1 microlitro, RNA 1 microlitro

Colocando 1000mg/ul de RNA de cada muestra, llevando la mezcla a 25ul en
total y colocandola en el termociclador con las siguientes condiciones: 1 ciclo 45
minutos a 45°C; 1 ciclo 2 minutos a 95°C; 35 ciclos de 95°C por 30 segundos,

62°C (GnRH) por 60 segundos (68°C en el caso de la GnlH), 72°C por 50
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segundos; 1 ciclo 10 minutos a 72°C.EI tamafio de los productos se comprobd en
un gel de agarosa al 1%. Como gen de referencia se empled el gen 18S (220pb).
Electroforesis en gel de agarosa

Para separar fragmentos de ADN se corrieron las muestras en gel de agarosa al
1%. Se pesaron 0.50 gr de agarosa y se diluyeron con 50 ml de TBE al 1X, la
mezcla se fundié en microondas, se agrego al molde de electroforesis alineado,
colocando el peine adecuado. Una vez gelificada la agarosa, se agregé el molde a
la camara de electroforesis y se rellené con buffer de corrida TBE 1X. Para cargar
las muestras, se colocaron 5 uL de LB (glicerol al 80% y azul de bromofenol) con
5 uL de muestra de DNA y se utilizé el marcador de peso molecular GeneRuler™
100pb (Thermo Scientific). La electroforesis se llevo a cabo a 60 V durante 1hr. El
producto de la electroforesis se observo en el fotodocumentador con luz UV y una

exposicion de 0.17 segundos para observar las bandas amplificadas.

Prueba de ELISA

Las muestras fueron recolectadas al momento del sacrificio de los animales y se
centrifugaron para la obtencion del suero los cuales se recolectaron en tubos de
ensayo y se congelaron a -20° C, el dia del ensayo se descongelaron a

temperatura ambiente y se homogenizaron cuidadosamente antes de su uso.

La concentracion de testosterona se determinG0 mediante el método de ELISA,
con un kit comercial marca DRG especifico para testosterona (EIA-1559) y se
trabajo de acuerdo a las especificaciones del proveedor. El ensayo incluyoé una
curva estandar, el limite de deteccion para testosterona fue de 0.10pg/mL. Se
determiné una absorbancia de cada pocillo a 420 nm con un lector de placa de
microtitulacion.
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La concentracidon de estradiol y progesterona se determind mediante el método de
ELISA, con ensayos comerciales marca DRG especificos para cada hormona
progesterona (EIA-1561), estradiol (EIA-2693), y se trabajaron de acuerdo a las
especificaciones del proveedor. El ensayo incluy6 una curva estandar, el limite de
deteccidn para estradiol fue de 0.49 ng/mL. Se determiné la absorbancia de cada

pocillo a 420 nm con un lector de placa de microtitulacion.

Analisis Estadistico

Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces. El analisis estadistico
utilizado en el caso del Western Blot y el RT-PCR fue ANOVA de una via. Los
resultados se muestran como la media + error estandar (E.E.). Las diferencias
entre los grupos se analizaron con una prueba post-hoc de Tukey. Valores de

p<0.05 fueron considerados significativos.

Para medir los niveles hormonales, el analisis estadistico fue U-Mann-Whitney

para comparacion multiple de medianas.
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RESULTADOS

Contenido hipotalamico de GhRH y GnlH en machos EP

Los resultados del western blot sefialan que los machos adultos cuyas madres
fueron expuestas a estrés por inmersion en agua fria (IAF), muestran un
contenido hipotalamico de GnRH con disminucion significativa (Figura 14A) en
comparacion con los machos control cuyas madres no fueron estresadas durante
la gestacion. Por el contrario, el contenido hipotalamico de GnlH tuvo un
incremento significativo en animales con EP en comparacion con los machos
control (Figura 14B). El control positivo gonadectomizado muestra un incremento
excesivo del contenido hipotalamico de GnRH y GnIH fungiendo como control
fisiolégico positivo adecuado para las hormonas estudiadas. El negativo por su
parte, sefiala escaso contenido de ambas hormonas hipotalamicas (Figuras 14A 'y
14B).

14A

GnRH &

B

' *
-
EP
EP C+

GnRH/P-actina
[Incremento con respecto al control]

C+ C-
GnRH (16kD)

C C-

54



14B

GnlH &

GnlH/B-actina
[Incremento con respecto al control]

C EP C+ c

I o

IR o0
C EP C+ o

Figura 14 (A y B). Contenido hipotalamico de las hormonas GnRH (A) y GnlH (B) en
machos control, estresados prenatalmente (EP), C+, y C-. Los datos son presentados
como la expresion relativa de proteina (DO: densidad Optica) normalizada con B-actina.
Los datos se presentan como la media *E.E. *Los asteriscos sefalan diferencias

significativas con respecto al control.
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Expresion del RNAm para GnRH y GnIlH en machos

El gel de integridad muestra la calidad del RNA extraido de las muestras del
hipotalamo. La expresion del RNAm de la GnRH es mayor en animales control
gue en animales estresados prenatalmente (Figura 15A). Ademas, los resultados
indican que los machos que fueron estresados prenatalmente muestran un
aumento significativo de la expresion de GnlH en comparacioén con los animales
control (Figura 15B) (p<0.05). El control positivo gonadectomizado muestra una
gran expresion hipotalamica de GnRH y GnlH, lo cual nos indica que se trata de
un control fisiolégico positivo adecuado a las hormonas en estudio. El negativo
por su parte, sefiala muy poca expresidon de ambas hormonas hipotalamicas

(Figuras 15A y B).
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Figura 15 (A 'y B). Gel de integridad de muestras de RNA. Expresion del RNAm para
GnRH (15A) y del RNAm para GnlH (15B) en hipotalamo de ratas macho adultas control,

EP, C+ y C-. Los datos se presentan como la media +E.E. *Los asteriscos sefialan

diferencias significativas respecto al control.
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Concentracion de testosterona

Los machos adultos expuestos a estrés prenatal, presentaron concentraciones
séricas de testosterona inferiores en comparacion con los machos control (Figura

16) (p<0.05)
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Figura 16. Concentracion de testosterona en sueros de machos control y EP. *Los

asteriscos sefalan diferencias significativas.
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Contenido hipotalamico de GnRH y GnlH en hembras EP

Las hembras expuestas a EP por IAF presentan un incremento significativo en el
contenido hipotalamico de GnlIH (Figura 17B) en comparacion a la GnRH, la cual
disminuye producto del EP tanto la etapa de proestro como diestro (Figura 17A),
Los niveles de GnRH permanecen mas elevados a los de la GnlH en el caso de
las hembras control (Figura 17A y B) (p<0.05). EI control positivo
gonadectomizado muestra un incremento excesivo del contenido hipotalamico de
GnRH y GnlIH por lo que es un control fisiolégico positivo adecuado para ambas
hormonas estudiadas. El negativo por su parte, sefiala escaso contenido de
ambas hormonas hipotalamicas (Figura 17 Ay B).
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Figura 17. Contenido hipotalamico de las hormonas GnRH (17A) y GnlH (17B) en
hembras C, EP, C+, y C-. Los datos son presentados como la expresion relativa de
proteina (DO: densidad 6ptica) normalizada con -actina. Los datos se presentan como la

media +E.E. *Los asteriscos sefialan diferencias significativas.
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Expresion de RNAmM de GnRH y GnlH en hembras

El gel de integridad muestra la calidad del RNA extraido de las muestras del
hipotalamo. Las hembras con EP presentan un aumento significativo en la
expresion de la GnlH en el hipotdlamo tanto en etapa de proestro como en diestro
en comparacion a los animales control (Figura 18B). En el caso de la GnRH,
disminuye al tratarse de hembras EP y se presentan niveles mas elevados al
tratarse de hembras control (Figura 18A) (p<0.05). EI control positivo
gonadectomizado muestra una gran expresion hipotalamica de GnRH y GniH, lo
cual nos indica que se trata de un control fisiol6gico positivo adecuado a las
hormonas en estudio. El negativo por su parte, sefiala muy poca expresion de

ambas hormonas hipotalamicas (Figuras 18A y B).
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Figura 18 (A y B) 5. Gel de integridad de muestras de RNA. Expresion del RNAm para
GnRH (18A) y GnIH (18B) en hembras adultas C, EP C+, C-. Los datos se presentan

como la media zE.E. *Los asteriscos sefialan diferencias significativas.
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Concentracion de Estradiol y Progesterona (P4)

En el caso de las hembras adultas cuya etapa del ciclo estral se encontraba en
proestro, el estradiol disminuye significativamente cuando fueron sometidas a
estrés prenatal en comparacion a las hembras control (p<0.05). En el caso de las
hembras que se encontraban en etapa de diestro, tanto las que fueron estresadas
prenatalmente como las hembras control, no presentaron diferencias significativas
(Figura 19).
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Figura 19. Concentracion de estradiol en hembras en P y progesterona en hembras en

D, tanto control como EP. *Los asteriscos sefialan diferencias significativas.
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DISCUSION

En el presente estudio se demostr0 que el estrés prenatal generado por la
exposicion de hembras gestantes a estrés por IAF, provocdé un aumento en
expresion y el contenido hipotalamico de la GnlH en descendencia adulta, tanto
en machos como en hembras y disminuyé la expresion y el contenido de GnRH
en la misma estructura nerviosa. Lo anterior muestra que la IAF es un tipo de
estresor de alta intensidad (Retana-Marquez et. al., 2003), que al ser aplicado a la
madre provoca modificaciones en las crias durante etapas criticas del desarrollo y
éstas se ven reflejadas como alteraciones neuroenddcrinas en las hormonas
hipotalamicas que regulan la reproduccion; una vez que estos individuos alcanzan
la madurez. Dicho evento se denomina programacion del desarrollo, la cual se
define como una respuesta del organismo a un desafia especifico durante una
ventana de tiempo critica del desarrollo, que altera la trayectoria del mismo, con
efectos persistentes sobre el fenotipo de la descendencia (Zambrano et. al., 2014)
Los fetos expuestos a EP son sensibles a modificaciones en su medio durante el
desarrollo, lo cual puede generar alteraciones reproductivas y afectar de manera
importante las estructuras neuroenddécrinas responsables de la actividad sexual

una vez que se alcanza la madurez.

Bock et. al., (2015), puntualizaron que los mecanismos neuronales subyacentes al
EP pueden estar relacionados con cambios en los circuitos sinapticos,
dependiendo de la region cerebral afectada, por lo que las neuronas de esa area
pueden estar expuestas a cambios fisiolégicos durante la neurogénesis, tales

como la migracion o la diferenciacion neuronal.
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La migracion de las neuronas GnRH de los roedores, ocurre del bulbo olfatorio
hacia el area preodptica después del dia 15 6 16 de gestacion (Veldhius et. al.,
1987). Si el EP esta presente durante esta etapa del desarrollo, a través del
aumento en las concentraciones de glucocorticoides maternos, y puede alterarse
dicha migracién, lo que consecuentemente modificara los patrones de secrecion
neuroenddcrina una vez que el individuo alcance la madurez, pues la cantidad de
GnRH que se secrete podrd no ser suficiente como resultado de las
modificaciones ocasionadas en etapas muy tempranas y criticas del desarrollo y
la diferenciacion sexual hipotalamica. En efecto, se ha demostrado que la
administracion del glucocorticoide sintético dexametasona en ratas gestantes
disminuye la migracion y el nimero de neuronas GnRH en el APO (Lim et. al.,
2014), lo cual se ha relacionado con la disminucion de GnRH hipotalamica y de
LH en la hipdfisis en la descendencia (Lalau et. al., 1990), lo cual puede resultar
en la disminucién de la fertilidad en la etapa adulta. También se ha reportado que
la administracién neonatal de dexametasona puede inhibir la expresion del gen
para GnRHen las neuronas GnRHérgicas del APO (Soga et. al, 2012). Estos
datos, aunados a los resultados de este trabajo, sugieren que los glucocorticoides
maternos liberados durante el estrés en la gestacién pueden inhibir la expresion
de GnRH directamente (a través de receptores para glucocorticoides tipo Il) e
indirectamente (mediante el aumento en la expresion de receptores para GnlH) en
las neuronas GnRHérgicas. Debe también considerarse que las neuronas GnRH
tienen receptores para glucocorticoides (Dondi et. al., 2005), los cuales podrian
también inhibir directamente la expresion de los genes que codifican GnRH. Por lo

tanto, el estrés por IAF puede modificar los patrones de secrecion de GnRH.
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Ademas, esta neurohormona tiene ciertos patrones de secrecion durante diversas
etapas de la vida del individuo y no es constante a lo largo del desarrollo. por lo
gue la alteracion en la secrecion de GnRH en el ultimo tercio de la gestacion,
puede influenciar también el adecuado desarrollo de los ndcleos hipotalamicos
(POA y NA, principalmente) involucrados en la regulacion central de la

reproduccion mediante la liberacion de GnRH.

Los resultados de este trabajo muestran que el EP causa ademas disminucién de
las hormonas sexuales, testosterona en el caso de los machos y estradiol en el
caso de las hembras. Estos resultados indican que el EP modifica el
funcionamiento de los érganos que constituyen al eje HHG durante la etapa critica
del desarrollo y estos efectos son reflejados en la madurez. En el caso de la
GnRH y la GnlH, los patrones de secrecion son modificados por efecto del EP, ya
gue a pesar de no sufrir otro estresor mas que durante el desarrollo gestacional,
estos individuos presentan alteraciones hormonales con una mayor expresion y
contenido de la hormona GnlH, que inhibe la funcion del eje reproductivo,
trayendo como consecuencia una menor produccion de hormonas sexuales, lo
cual puede traer como consecuencia un desempefio sexual deficiente y por lo

tanto afectaciones reproductivas graves.

Otro aspecto a considerar es que la ultima semana de gestacion que es en la cual
se aplico el estrés prenatal, es crucial para el adecuado desarrollo del eje HHG.
La exposicion del feto a hormonas sexuales como los estrogenos y los
androgenos tiene un impacto en organos tales como el cerebro, el Gtero y las
gonadas, no sélo en el numero de células y la morfologia, sino también en la

regulacion (activacion o inactivacion) de los receptores de esteroides (Zambrano
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et. al., 2014). Por lo anterior, es importante considerar que la exposicion a estrés
durante la ultima semana de gestacion en las ratas, ocasiona que la exposicion a
testosterona que debe ocurrir durante este periodo no se lleve a cabo y por lo

tanto las estructuras sexualmente dimorficas no se desarrollen adecuadamente.

En el caso de la hembra, la exposicion prenatal a testosterona aumenta la
distancia ano-genital, provoca hipogonadismo y la masculinizacion de los
genitales internos y externos, se altera el ciclo estral y se presenta anovulaciéon e
infertilidad (Zambrano et.al., 2014). Dichos antecedentes nos muestran que el EP
tiene fuertes repercusiones en el desarrollo reproductivo de las crias no sélo en
cuestiones neuroldgicas y hormonales, sino que alcanzan aspectos conductuales
y morfoldgicos indispensables para el desarrollo de la actividad sexual. Esto nos
muestra que el EP ejerce una fuerte influencia sobre la regulacién central del eje
HHG y como consecuencia se ven alterados otros niveles del mismo; ya que al
encontrarse en menores cantidades a la GnRH se tiene una produccion menor de
las hormonas encargadas de la correcta funcién reproductiva y el comportamiento
sexual, testosterona en el caso de los machos y estradiol en el caso de las

hembras.

Los resultados de este trabajo, muestran que el EP, ademas de estar involucrado
en la diferenciacion de estructuras nerviosas sexualmete dimorficas, también
causa dismoinucion de las concentraciones hormonales en los machos y en las
hembras, lo que conduce a un menor desarrollo de los Organos sexuales
reproductivos, asi como diferencias en la conducta sexual (Ashworth et. al., 2016).
Ademas el EP es capaz de modificar el contenido y la expresion y por lo tanto los

patrones de secrecion hormonal de los dos reguladores centrales de la
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reproduccion, la GnRH y la GnIH. Al existir una mayor expresion de GnlH en ratas
adultas EP, existe una inhibicibn mayor en la sintesis y secreciéon de la GnRH, lo
que genera una disminucion considerable de la liberacion de hormonas

gonadotropicas (Ubuka et. al., 2012; Calisi, 2014).

A la par de la accion de GnlH sobre las neuronas GnRH y la adenohipdfisis, la
GnIH puede ejercer un efecto directo sobre los testiculos de los mamiferos,
actuando de manera autécrina o paracrina suprimiendo la secrecion de
testosterona (Ubuka et. al., 2014), por lo que observamos en el caso de las ratas
macho adultas expuestas a EP, la GnlH elevada puede estar actuando en
diversos niveles del eje gonadal, a nivel de hipotalamo e hipofisis disminuyendo la
secrecion de GnRH y LH respectivamente, trayendo como consecuencia la
disminucién en la sintesis y liberacion de testosterona. También, en roedores
como el hamster, se ha observado expresion de GnlH en células germinales,
mientras en el mono se ha detectado en células de Leydig, espermatogonias y
espermatocitos.

En el caso de las hembras, la disminucién del estradiol puede deberse al efecto
inhibitorio de la GnlH. Se ha mostrado que la GnlH juega un papel inhibitorio en el
desarrollo folicular ovéarico (Maddineni et. al., 2008), en el cual el estradiol
participa de manera muy importante y qgue cémo se observé en las ratas hembra
adultas EP, se encuentra disminuido en la etapa de proestro, donde se observan
los niveles mas elevados de esta hormona. En monos y en el humano, la GnlH se
expresa en células de granulosa, foliculos preantrales y cuerpo lateo (Ledn,
2014). Dicha expresion de GnIlH en los testiculos y ovarios generan que

disminuyan las hormonas sexuales en ambos sexos.
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En el caso de la progesterona no existieron diferencias significativas entre las
hembras C y EP, esto puede deberse a que en la etapa de proestro y no en la de
diestro donde juegan un papel mas relevante la GnRH y GnIH en el caso de las
especies de reproduccion continua como lo es el caso de la rata. Ademas, se ha
reportado que la elevacion de la P4 en la rata parece estar mas relacionada con la
posterior disminucién de FSH (Meijs-Roelofs et. al. 1975).

En los mamiferos, las proyecciones de las neuronas GnlH se encuentran
ampliamente distribuidas en el cerebro. En la rata, estudios de inmunotincién
pusieron de manifiesto que el 75% de las neuronas GnRH se encontraban muy
proximas a las fibras y terminaciones nerviosas de las neuronas GnlH. También
se han identificado terminales axoOnicas de las neuronas GnlH en las
proximidades de las neuronas GnRH en el cerebro humano, aunque el alcance de
estas proyecciones no ha sido cuantificado (Le6n, 2014). Estos datos validan el
hecho de que en el caso de las ratas EP existe una disminucion en la GnRH ya
que las neuronas GnlH muy préximas a éstas, ejercen su efecto inhibitorio sobre
la secrecién de GnRH vy los estimulos adversos a los que fueron sometidos las
ratas en el Gtero puede programar que la GnlH esté actuando mayormente que la

GnRH.

En este estudio, una expresién mayor de GnlH en animales EP puede deberse a
la existencia de los altos niveles de glucocorticoides (GC) que llegan activos via
sanguinea de la madre al feto durante el estrés prenatal (Burton and Waddell,
1999; Charmandari et. al.,, 2005) y éstos activan genes que promuevan mayor

sintesis y liberacion de GnlH, ya que los acontecimientos adversos que ocurren
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durante la gestacion generan un readecuamiento fisiolégico (que se refiere a
consecuencias funcionales especificas producto de un estimulo durante el
desarrollo), y suceden mediante mecanismos de expresiOn génica o0 expresion
enzimatica (Barker y Osmond, 1986; Remedi, 2010, Recabarren et. al, 2006).
Estos mecanismos son lo que pueden estar determinando la mayor expresion de

GnlIH.

La potencializacion de la accién de las neuronas GnlH por efecto de los GC se ha
reportado en adultos (Kirby et. al., 2009) y puede ser que los GC actuen no sélo
durante la edad adulta aumentando la liberacion de GnIH sino que incluso,
podrian estar generando alteraciones desde el desarrollo uterino modificando los
patrones de secrecidén no sélo de la GnRH y de las propias neuronas GnlH, las
cuales estaran determinadas a tener una mayor actividad y estaran influenciadas
por los GC que tienen un efecto de aumento en su sintesis y secrecion (Gojska y

Belshman, 2014).

Otros efectos de los GC maternos en concentraciones elevadas excesivas
durante la gestacién ha sido ampliamente estudiado. Por ejemplo, el periodo
critico para la diferenciacion sexual del cerebro de roedores se extiende desde los
dias 14-21 dias de gestacion. Hay un aumento de la secrecion de testosterona
testicular en el 18 y los dias 19 fetales, lo cual es esencial para la masculinizacion
del cerebro (Reznikov et al., 2001). Cuando se expone prenatalmente a crias
macho de rata a GC sintéticos (betametasona) disminuye este pico de
testosterona (Zambrano et. al.,, 2014) y tambiéen el dimorfismo sexual cerebral
caracteristico en la vida postnatal temprana (Reznikov et al., 2001). Por lo que los

GC pueden estar influyendo directa o indirectamente en la programacion
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neuroenddcrina fetal no so6lo en la morfologia sino en la funcidon secretora de
hormonas centrales reproductivas del hipotalamo. En la etapa adulta se ha
demostrado que la exposicion de ratas macho adultas a glucocorticoides
disminuye los niveles de RNAm de GnRH, y decrementa las concentraciones
séricas de LH sin cambios en la expresion génica (Zambrano et. al., 2014) y en
ratones hembra recién nacidas expuestas a la ACTH aumenta la longitud del ciclo
estral y la sobre exposicion a los corticosteroides genera retraso en la maduracion
sexual y disminuye la tasa de fecundidad (Zambrano et. al., 2014). Por otro lado,
crias de rata macho expuestas a dexametasona (potente GC sintético con
acciones semejantes las hormonas esteroides) durante la gestacion, muestran
disminucién de los niveles de testosterona en suero y la produccién de
testosterona, ademas, perjudica los parametros del esperma disminuyendo el
porcentaje de espermatozoides vivos y la movilidad, ademas disminuye el peso
testicular y longitud de los testiculos, dafiando con esto la fertilidad (Zambrano et.
al., 2014) y en el caso de la descendencia femenina, lo que se ha reportado es
que la exposicion a dexametasona en la rata hembra después del nacimiento
disminuye el nimero de foliculos en el ovario y las células germinales y aumenta
la apoptosis (Zambrano et. al., 2014). Lo anterior indica que los GC pueden
generar efectos adversos también en el individuo en desarrollo y en el presente
trabajo se observd que el EP modifica la secrecion hormonal en el hipotalamo y
las gonadas, lo cual tiene como resultado una disfuncidbn a nivel ovarico y

testicular.

Los mecanismos epigenéticos se definen como procesos responsables de

alteraciones en las funciones de genes, pero no pueden ser explicados por los
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cambios en la secuencia del ADN en si mismo. El cerebro de los mamiferos es
muy especial en este contexto y se diferencia de la de otros vertebrados en que
intimamente desarrolla dentro de un ambiente materno en el Gtero y después del
nacimiento. En el cerebro humano, se ha demostrado que el desarrollo continda
postnatalmente y partes de la corteza se someten a una reorganizacion radical

durante el periodo post-puberal (Keverne y Curley, 2008).

A nivel molecular, los mecanismos epigenéticos son modificaciones bioquimicas
del ADN, pueden ser modificaciones a través de la metilacion del ADN vy
modificaciones especificas de histonas tales como acetilacion, fosforilacion, y
metilacion en torno a distintos genes. En general, estos mecanismos pueden
inducir alteraciones en la accesibilidad de factores de transcripcion a genes
especificos y, dependiendo del tipo de modificacién, esto se traduce en

transcripcion de genes o silenciamiento de genes (Bock et. al., 2015).

Esto implica que las neuronas inmaduras estresadas generan una “memoria” a
largo plazo, que interfiere con el desarrollo del cerebro en curso para una
duraciéon mucho mas larga que la del factor de estrés. Asi, incluso una experiencia
de estrés agudo puede desencadenar una avalancha de cascadas moleculares y
de ese modo afectar el desarrollo del cerebro, incluso después de la terminacion
del factor estresante (Bock et. al, 2015). La memoria que generan estas neuronas
puede indicarle al feto el ambiente adverso al cual fue expuesto y por lo tanto

programarlo a una menor funcion sexual la cual es regulada desde el cerebro.

Los resultados obtenidos nos sefialan que en el caso de la GnRH y la GnlIH, los

patrones de secrecion fueron modificados por el EP, ya que la expresion de la
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GnRH disminuye por el estrés por IAF a diferencia de la GnlH que aumenta, y
ademas de los mecanismos descritos anteriormente, también factores
epigenéticos y mecanismos bioquimicos que se desarrollan por la gran cantidad
de GC que este estimulo estresante genera en el feto, de este modo, el EP pudo
generar la activacion o inactivacion de ciertos genes que pueden modificar el
patrén de secrecion de GnRH vy sintetizandose mas GnlH como nos lo indica el
incremento en la expresion del RNAmM de esta hormona. A su vez el aumento en
la expresion y sintesis de GnlH en ratas EP puede relacionarse con los otros
niveles del eje gonadal trayendo consecuencias fisioldgicas desfavorables para la

reproduccion.

CONCLUSION

La descendencia expuesta a EP presenta alteraciones neuroenddcrinas del eje
HHG en las cuales se presenta una mayor expresion de GnlH. El aumento de
ésta hormona puede deberse a un mecanismo de programacion fetal generado
por el incremento de glucocorticoides maternos, afectando asi la regulacion
neuroenddcrina de los ejes ovarico y testicular, disminuyendo la concentracion de
hormonas sexuales reproductivas, testosterona y estradiol, lo cual puede traer
como consecuencia, disfunciones en érganos y conductas sexuales dependientes

de dichas hormonas.
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