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Resumen

El estrés es una reaccion fisioldgica del organismo en el que entran en juego
diversos mecanismos de defensa para afrontar una situacién que se percibe
como amenazante o demanda incrementada. La intensidad y duracién del
estresor son determinantes en la respuesta de dicho organismo, por lo que la
exposicion prolongada a un factor estresante puede traer como consecuencia
una respuesta patoldgica. Alteraciones en el ambiente intrauterino durante la
etapa fetal puede influir en la susceptibilidad a enfermedades de tipo
neurologico, metabdlico o endocrino de la descendencia en la edad adulta. El
estrés prenatal se ha relacionado con alteraciones permanentes sobre algunos
patrones reproductivos de las crias en la edad adulta, pero atin se requiere
mayor informacién al respecto. El objetivo de este trabajo fue evaluar los
efectos del estrés prenatal sobre algunos parametros reproductivos de las ratas
machos y hembras y su repercusion en la fertilidad. Se utilizaron ratas
gestantes de la cepa Wistar y se dividieron en dos grupos: Control (CON) y
estrés prenatal (EP). El grupo CON se mantuvo sin perturbacién. El grupo EP
se sometid a estrés por inmersion en agua fria del dia 16 al 21 de gestacion, dos
veces al dia. Una vez que nacieron las crias, se homogenizaron las camadas, se
destetaron y se determind el sexo el dia 22 de edad. A los tres meses de edad, se
inicié la evaluaciéon de parametros reproductivos. En las hembras estresadas
prenatalmente, las concentraciones de corticosterona fueron mayores que en
las hembras control; el porcentaje de hembras EP que presentaron ciclos
estrales anormales fue mayor que en el control, asi como mayores niveles de
estradiol en las etapas de estro y proestro. El cociente lordético de las hembras
EP fue similar al grupo CON, pero la intensidad de lordosis fue menor. El peso
ovarico en las etapas de proestro fue menor en el grupo EP. En el caso de los
machos, el porcentaje de sujetos que eyacularon fue menor en los EP; las
latencias de monta e intromisién fueron mayores que las del grupo CON. El

peso testicular y los niveles de testosterona fueron menores en los machos EP;



el nimero de células de Leydig y células germinales en apoptosis, asi como el
porcentaje de tubulos con células apoptoéticas fue mayor en los machos EP. La
viabilidad, la movilidad y la concentraciéon espermatica fueron menores en los
macos EP en comparacion a los machos control. Asi mismo, en los machos EP
la concentracion de corticosterona fue mas alta que en los control. La tasa de
fertilidad tanto en los machos como en las hembras EP fue menor que en los
grupos control. Finalmente, las hembras EP tuvieron un menor nimero de
crias por camada. Los resultados de este trabajo muestran que el estrés
prenatal altera diversos aspectos reproductivos en la descendencia,
probablemente a través de los elevados niveles de glucocorticoides maternos a
los que se exponen los fetos. Todo ello repercute en una menor fertilidad, tanto

en los machos como en las hembras en la edad adulta.



Abstract

Stress 1s a physiological reaction of the body which allows coping with a
situation that is perceived as threatening. The intensity and duration of the
stressor are important determinants in the response of the organism, so that
prolonged exposure to a stressor may result in some pathology. The
intrauterine environment on fetus may also influence susceptibility to
neurological, metabolic or endocrine diseases in adulthood. Prenatal stress has
been linked to early programming of brain function, because it causes
permanent changes on some reproductive patterns of offspring in adulthood, so
more information is required. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the effects of prenatal stress on some reproductive parameters in males and
females and its consequences in fertility. Pregnant Wistar rats were used and
assigned to one of two groups: Control (CON) and prenatal stress (PS). The
CON group remained undisturbed. The EP group underwent stress by
1immersion in cold water from day 16 to 21 of gestation, twice daily. After birth
the litters were homogenized; they were sexed and weaned at 22 days. At three
months of age, reproductive parameters mentioned assessment began. Female
offspring showed higher corticosterone levels than control; the percentage of PS
females with abnormal estrous cycles was higher than in control females, as
well as higher estradiol levels in Proestrus and Estrus. Lordotic quotient in PS
females was similar to the control group, but the intensity of lordosis
wasmlower. Ovarian weight in proestrus stage was lower in PS group.
Regarding males, The percentage of ejaculating males was lower in PS; mount
and intromission latencies were higher than in controls Testicular weight and
testosterone levels were lower in PS males. The number of apoptotic Leydig
and germinal cells, as well as percentage of apoptotic cell per tubule were
higher in PS males. Sperm viability, motility and count were lower than in

controls.



Likewise, corticosterone levels were higher in PS males compared with control
males. Fertility rate in both PS males and females was lower than in the
control groups. Finally, PS females had fewer pups per litter. The results of
this work show that prenatal stress disrupts several reproductive patterns in
offspring, probably by exposing them to high levels of maternal glucocorticoids,

leading to a decreased fertility, both in males and females in adulthood.
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1. INTRODUCCION
1.1 Reproduccion

La reproducciéon es un proceso biolégico que permite la creacion de
nuevos organismos, siendo una caracteristica comin de todas las formas
de vida conocidas, asegurando asi, la perpetuacion de la especie y el incremento
en el numero de individuos para aumentar la capacidad colonizadora de dicha
especie (Lépez, 2008). La reproduccién consiste en una serie de mecanismos
encaminados a lograr un nuevo individuo mediante la trasmisiéon de
informacién genética. Cada nuevo individuo se genera a partir de una nueva
dotacién genética. El nuevo genoma puede conseguirse por réplica del material
genético de un solo individuo (reproduccién asexual); o también puede existir
intercambio, o fusion del ADN, procedentes de individuos distintos

(reproduccién sexual) (Lépez, 2008).

Los mamiferos, incluida la rata, se reproducen de manera sexual, en donde
intervienen células especiales originadas por procesos de meiosis, los gametos
masculino (espermatozoide) y femenino (ovocito), caracterizados por contar con
una carga genética haploide. Los gametos son producidos en las génadas tanto
masculinas (testiculos) como femeninas (ovarios). Para que se genere una
nueva vida, debe producirse la interacciéon entre los gametos en donde el
espermatozoide puede fecundar a un ovocito (fertilizacién) (Lépez, 2008). La
produccion de gametos se lleva a cabo cuando un organismo alcanza la
madurez sexual, en la rata esto ocurre alrededor de los 3 meses de edad
presentando un periodo de vida media de 3 anos aproximadamente y un
periodo de vida reproductiva de 1 afio (Hafez, 1970). Tanto en machos como en
hembras, esta produccion de gametos es controlada por un sistema

neuroendocrino.


http://es.wikipedia.org/wiki/Proceso_biol%C3%B3gico
http://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Vida

1.2 Neuroendocrinologia reproductiva de la rata hembra

La reproduccion en las hembras esta sujeta a un fino control de eventos
neuroendocrinos que tienen como finalidad la produccién de células germinales
femeninas susceptibles a ser fecundadas para generar nuevos individuos. La
producciéon de estos gametos femeninos esta bajo el control del eje hipotalamo-
hipoéfisis-ovario y se activa a través de la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH o GnRH I en mamiferos) (Anjum et al., 2009). Es un
decapéptido producido por una red de neuronas hipotalamicas y tiene un papel
fundamental en la regulacion del control neuroendocrino de la reproducciéon, ya
que es la principal senal cerebral responsable de la sintesis y liberacion de la
hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) (Gore et
al., 2000; Smith y Jennes, 2001; Pawson et al.,, 2003). La funcién del eje
hipotalamo-hipofisis-ovario inicia con la secrecion pulsatil de GnRH desde las
neuronas parvicelulares neurosecretoras localizadas en el nucleo arcuato, el
nucleo periventricular y el 4rea preéptica (Tanriverdi et al., 2003). Se ha
reportado que los neuropéptidos como la kisspeptina regulan la secreciéon de
GnRH en el hipotalamo. Este es un péptido secretado principalmente por las
neuronas del Area Ventral Periventricular (AVPV) y estimula la secrecién de
la GnRH en el hipotalamo, participando tanto en el inicio de la pubertad como
en el funcionamiento normal del eje reproductivo (De Roux et al.,, 2003,
Seminara y Kaiser, 2005; Messager, 2005a; Messager, 2005b; Tena-Sempere,
2005; Aparicio, 2005; Vogel, 2005; Popa et al., 2005; Dungan et al., 2006). La
kisspeptina actia a través de un receptor acoplado a proteina G, llamado
GPR54 o KiSS-1R, localizado en la membrana plasmatica de las neuronas
GnRH (Stafford et al., 2002). Aproximadamente el 90% de estas neuronas
expresan el receptor GPR54 (Han et al., 2005). La unién de la Kisspeptina a su
receptor Kiss-1R activa a la proteina Gq y a la fosfolipasa C para romper el 4,5
fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) en inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG) (d’Anglemont de Tassigny y Colledge, 2010). El1 IP3 causa la liberacién



intracelular de calcio desde el reticulo endoplasmico y activa a la proteina
cinasa C (PKC) y una cascada de fosforilacién para la estimulacién de tres
proteinas cinasas (RAF Y MEK) que actian de forma secuencial y que culmina
con la activacién de la MAP cinasa también denominada como ERK (via de
cinasas activadas por mitégenos). La despolarizacién de la neurona GnRH es
causada por la activacién de un canal de cationes no selectivo (TRPC-
receptores denominados TRP por sus siglas en inglés Transient Receptor
Potential Cation Channel, estan constituidos por proteinas transmembrana
que forman un canal por donde puede transitar el calcio y otros cationes) asi
como a la inhibicion de la entrada de potasio mediante el DAG. La liberacién de
Kisspeptina es pulsatil y controla asi la secrecién de la GnRH (d’Anglemont de
Tassigny y Colledge, 2010). La GnRH liberada del 4rea preéptica es
transportada a los axones localizados en la eminencia media y es liberada hacia
el sistema porta-hipofisiario, a través del cual es transportado hasta llegar a la
adenohipodfisis, donde se une a receptores membranales acoplados a Proteina G
en los gonadotropos adenohipofisiarios. Esta neurohormona estimula a su vez
la sintesis y liberacién de LH y FSH al torrente sanguineo (Tanriverdi et al.,
2003). La amplitud y frecuencia de los pulsos de GnRH, junto con la
retroalimentacion por parte de la progesterona y estréogenos, controlan los
procesos de sintesis y secrecion de LH y FSH desde los gonadotropos
adenohipofisiarios. Una baja frecuencia y alta amplitud de pulsos de GnRH
lleva a la liberaciéon de FSH, mientras que los pulsos de alta frecuencia y baja
amplitud estimulan la liberacion de LH. Sin embargo, en la hembra la
frecuencia de los pulsos de GnRH varia durante el ciclo estral, siendo mas alta
durante la oleada pre-ovulatoria de LH y mas baja durante la fase luteal del

ciclo estral (Herbison, 1997; Turkstra y Meloen, 2006).

La FSH actua sobre las células de la granulosa en el ovario y estimula el
crecimiento y el desarrollo de los foliculos, los cuales durante su crecimiento

sintetizan estradiol (Turkstra y Meloen, 2006). La LH estimula a las células de



la teca para producir androgenos, los cuales son captados por las células de la
granulosa para ser aromatizados a estrogenos, por medio de la enzima
aromatasa. Los estrégenos actian a dos niveles: 1) hipotaldmico, estimulando y
aumentando la descarga de GnRH, y 2) a nivel de adenohipéfisis, aumentando
la sensibilidad de los gonadotropos a la GnRH, lo que resulta en un aumento
importante en la descarga de LH, disparando asi la ovulacién (Redondo, 2003;
(Turkstra y Meloen, 2006). De esta manera, el aumento en el nivel sanguineo
de estradiol proveniente del foliculo maduro tiene un efecto de
retroalimentacion positiva directamente sobre las neuronas Kisspeptinérgicas
en el AVPV del hipotalamo y sobre los gonadotropos adenohipofisiarios,
induciendo la liberacion de GnRH y en consecuencia, la oleada preovulatoria de
LH. Adicionalmente, los esteroides gonadales pueden inhibir la secrecién de
kisspeptina actuando sobre las neuronas localizadas en el nicleo arcuato para
inhibir su secrecién y por lo tanto la liberaciéon de GnRH, dando como resultado
efectos de retroalimentacién negativa (d’Anglemont de Tassigny y Colledge,
2010; Smith y Jennes, 2001; Turkstra y Meloen, 2006). Ademis de la
Kisspeptina, que tiene un efecto estimulante en la secrecion de GnRH,
recientemente se ha identificado en aves y otros vertebrados e invertebrados,
un pequeno péptido hipotalamico de 12 aminoacidos, el cual actua
directamente sobre la hipoéfisis inhibiendo la sintesis y liberacién de
gonadotropinas, por lo que se le denominé hormona inhibidora de las
gonadotropinas (GnIH) (Tsutsui et al., 2000). La GnIH pertenece a la familia
de péptidos RFamida (péptidos que tienen en comun una terminal c: arg-fen-
NH2 y que estan involucrados en la reproduccién de vertebrados), que estd
presente tanto en invertebrados como en vertebrados (Tsutsui et al., 2000;
Tsutsui y Ukena, 2006; Tsutsui et al., 2007) (Figura 1). Este neuropéptido se
sintetiza en forma de un precursor que, en los mamiferos, contiene la secuencia

de dos péptidos de la familia RFamida (Tsutsui y Ukena, 2006).



Fig. 1. Eje hipotalamo-hipéfisis-ovario. Estimulacién de los pulsos de GnRH por parte de la
kisspeptina en el Area Ventral Periventricular (AVPV). Retroalimentacién positiva por parte
de los esteroides ovaricos sobre las neuronas del AVPV para estimular la secrecién de
kisspeptina. Retroalimentacién negativa por parte de los esteroides ovaricos para inhibir las
neuronas kisspeptinérgicas en el ntcleo arcuato (ARC). Inhibicién del eje hipotdlamo-hipéfisis-
ovario por parte de la GnIH en el ntcleo dorsomedial hipotaldmico (DMH) (Modificado de: Han,
2013).

La distribucién de fibras de GnlH en el cerebro es particularmente evidente en
el nicleo dorsomedial hipotaldmico (DMH), la eminencia media hipotaldmica,
en el telencéfalo (septum y paleoestriaoventral), en el area preéptica (POA), en
el techo 6ptico y en el bulbo raquideo (Tsutsui y Ukena, 2006). En el area
preodptica, las fibras de GnIH aparecen en el entorno de las células GnRH-I, asi
como en la proximidad de las fibras GnRH-I presentes en la eminencia media
(Bentley et al., 2003). Estas evidencias sugieren que la GnIH puede modular la
sintesis y liberacion de GnRH en el hipotalamo, ademas de ejercer efectos
inhibitorios directos sobre la secrecién de gonadotrofinas hipofisiarias. De est
forma, el efecto en general de GnlIH, es inhibir la reproduccién a nivel del
hipotalamo, hipéfisis y ovarios (Kriegsfeld, 2006; Tsutsui et al., 2007). Por lo

tanto, funciéon reproductiva de la hembra de mamifero esta bajo el control de



todas estas hormonas y péptidos liberados por el hipotalamo y la
adenohipdfisis, regulando asi la funcién del ovario, del utero, de las glandulas
mamarias y del epitelio vaginal (Freeman, 2006). De esta manera, los cambios
hormonales a lo largo del ciclo reproductivo femenino se reflejan en la

progresion del ciclo estral.

Ciclo estral

El ciclo sexual o ciclo estral es un fenémeno ritmico, con periodos regulares
pero limitados de receptividad sexual, asociado, en la mayoria de los casos, con
la liberacién de 6vulos capaces de ser fertilizados (Freeman, 2006). En la rata,
el ciclo estral dura 4 dias aproximadamente y consta de las siguientes etapas:
proestro con duracion de 12 horas, estro con duracién de 12 horas, metaestro
con duraciéon de 21 horas y diestro con duraciéon de 65 horas aproximadamente
(Freeman, 2006). La corta duracién del ciclo estral en las ratas permite que
esta sea una especie ideal para la investigacion de los cambios que se producen

durante el ciclo reproductivo (Marcondes et al., 2001).

Durante el proestro, las células de la granulosa del ovario secretan inhibina, un
complejo proteico compuesto por un subunidad beta y una alfa que pertenece a
la familia TGF-8 (Factores de crecimiento), este complejo regula a la baja la
sintesis de FSH inhibiendo su secrecién. Al final del proestro, se produce el pico
de FSH y LH debido al aumento significativo de estréogenos y en el estro se
desencadena la ovulacion y los niveles de LH y estréogenos bajan a sus niveles
minimos basales (Figura 2). En esta etapa los estrégenos también estimulan el
epitelio vaginal y la queratinizaciéon del mismo, presentandose en la etapa de
proestro un proceso de proliferacién en el que se observa una gran cantidad de
células nucleadas en el exudado vaginal. En la etapa de estro a través de frotis
vaginales se pueden observar células de forma irregular y queratinizadas. En
el ttero, los estrégenos producen hiperemia (aumento en la irrigacién del titero)

y acumulacién de fluido. Después de la ovulaciéon, bajo el estimulo de la LH las



células de la granulosa y de la teca se luteinizan formando el cuerpo lateo (fase
de metaestro y diestro) que produce progesterona, la cual a su vez inhibe la
secrecién de GnRH y en consecuencia de LH y FSH (Tanriverdi et al., 2003). En
la etapa de metaestro o diestro 1 (fase litea temprana) comienzan a detectarse
un aumento en los niveles de progesterona (producida por el cuerpo liteo). Hay
presencia de leucocitos que realizan una funcién protectora al impedir la
presencia de otras bacterias y hongos; y también se observan células
queratinizadas en el exudado wvaginal. Durante el diestro los niveles
hormonales permanecen bajos durante la mayor parte del ciclo. El cuerpo liteo
secreta progesterona y en menor grado estrogenos. La progesterona induce la
mucificacion del epitelio vaginal. En el ttero se inicia la degeneracion epitelial
presentandose en el exudado vaginal una gran cantidad de leucocitos. Si no hay
gestacion, el cuerpo liteo inicia su regresion como resultado de la produccién de
substancias luteoliticas (prostaglandinas) en el ttero (Turkstra y Meloen,
2006). El nivel de progesterona en la sangre disminuye, estimulando al
hipotalamo para que produzca GnRH, que actia sobre la adenohipdfis y causa
nuevamente secrecion de FSH y LH, reiniciando el ciclo. Si la hembra queda
gestante, el cuerpo luteo permanece, crece y se convierte en el cuerpo luteo de
la gestacién, y continta secretando progesterona hasta el final de la prefnez
(Prieto-Gémez y Veldzquez-Paniagua, 2002; Redondo, 2003; Turkstra y Meloen,
2006) (Figura 2).

La secrecion de esteroides ovaricos durante el ciclo estral también influye sobre
la conducta sexual de la hembra. Durante las etapas de estro y proestro la
hembra presenta una conducta receptiva, lo cual permite la aceptacion del
macho para copular. En las etapas de metaestro y diestro la hembra no

presenta una conducta receptiva (Hafez, 1970).

Conducta sexual femenina
La mayoria de los animales, especialmente las hembras, son selectivos al

copular. La eleccion de la pareja sexual refleja consideraciones relacionadas con



el éxito reproductivo. El cortejo permite que los animales se evalien

previamente antes de copular (Kirkpatrick, 1996).
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Figura 2. Secreciéon de hormonas hipofisiarias y ovaricas a lo largo del ciclo estral de la rata.
Se muestran las concentraciones de progesterona, prolactina, estradiol, LH, y FSH en plasma
periférico obtenido a intervalos de 2 horas durante cada dia del ciclo estral. Cada punto
representa la concentracién de la hormona media (= SE). Las barras negras representan el
intervalo de oscuridad en el cuarto de los animales (06: 00-18: 00) y los niimeros por debajo de
ellas representan la hora del dia en términos del reloj de 24 horas (Modificado de Freeman,
2006)

La conducta sexual de la hembra es regulado por un circuito neuroldogico
complejo, en el cual estd involucrada el ntcleo ventromedial (NVM) y se
muestra en la Figura 3. E1 NVM se encuentra presente en el hipotalamo y
participa de manera importante en el reflejo de lordosis, esta respuesta es
mediada por altos niveles de estrégenos y progesterona (Davis et al., 1979;

Pfaff y Sakuma, 1979).
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Figura 3. Circuitos neurolégicos del reflejo sexual de lordosis en la rata. La lordosis es
indispensable para llevar a cabo la cépula. Este reflejo sexual estd integrado por la médula
espinal, la cual recibe aferencias moduladoras del cerebro anterior que responden a estrégenos
y progesterona. a) nucleo preéptico medial; b) ntcleo anterior hipotaldmico; ¢) ntcleo
hipotaldmico ventromedial; d) formacién reticular mesencefalica; e) vias del vestibulo-espinal;
f) tracto reticulo-espinal; g) raices dorsales L1, L2, L5, L6 y S1. NB: el circuito neural es
bilateral (Tomado de: Gonzalez-Flores et al., 2007; Kow et al., 2007; Knobil and Neill, 2005 y
Haga et al., 2010).

Sobre la conducta sexual pueden influir las condiciones del medio ambiente
externo (fotoperiodo, temperatura, alimentos, depredadores, etc.) asi como
procesos reguladores intrinsecos que afectan por separado a cada individuo
(madurez sexual, ovulacién y gametogénesis) y procesos reguladores
extrinsecos que afectan a los dos individuos a la vez (cada comportamiento
sexual individual es una fuente de sefiales para el compafiero). En la conducta
sexual podemos distinguir dos componentes. En primer lugar, aparece una
conducta precopulatoria (procesos previos a la copulacién). Esta conducta
1implica en el animal la “motivacion sexual”. En el sistema nervioso central se

produce la integracion de todos los estimulos sensoriales como son los olfateos



ano-genitales, las vocalizaciones ultrasénicas por parte del macho, asi como el
contacto de los cuerpos entre si cuando el macho persigue a la hembra.
Ademas, existe una influencia hormonal, en donde las feromonas liberadas por
parte del macho estimulan sexualmente a la hembra (Mora y cabrera, 1994),
todos estos estimulos dan como resultado la motivacién sexual de la rata. En la
hembra, esta conducta precopulatoria, se conoce como conducta proceptiva. La
hembra durante este periodo estimula visualmente al macho presentando
movimientos rapidos de las orejas, correr en zig-zag o dar pequenos saltos. La
duracion de la conducta precopulatoria es variable, puede ser extremadamente
corta (escasos segundos) o larga (algunos minutos) (Madlafousek y HIinak,
1997). En segundo lugar se produce la conducta copulatoria, la cual implica la
ejecucion de diversas posturas y movimientos que permiten la insercion
peneana y la expulsiéon seminal. La hembra presenta un reflejo conocido como
lordosis, que consiste en el arqueamiento del dorso que se acompana de la
elevacién de la cabeza y grupa y desviacién lateral de la cola (Madlafousek y

Hlinak, 1997).

1.3 Neuroendocrinologia reproductiva de la rata macho

Las neuronas GnRH (productoras de GnRH) representan la ruta de salida final
de la red neural que integra diversas senales internas y ambientales que
regulan la secrecién de LH y FSH desde la adenohipéfisis (Smith y Jennes,
2001). La descarga neuronal pulsatil de GnRH, regulada en amplitud y
frecuencia, es esencial para el mantenimiento de los perfiles séricos de
gonadotropinas requeridos para la esteroidogénesis y gametogénesis normales
(Conn y Crowley, 1994). La Kisspeptina se libera de forma pulsatil y estimula a
su vez la secreciéon pulsatil de la GnRH, sin embargo, el area AVPV que
contiene neuronas que secretan kisspetina es mucho menor en los machos en
comparacion con las hembras, por tanto, existe una menor estimulaciéon de

GnRH por parte de la kisspeptina (Gottsch et al., 2004; Clarkson y Herbison,
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2006). En los machos la GnRH es secretada en pulsos a una frecuencia

constante (Herbison, 1997; Turkstra y Meloen, 2006).

La FSH y la LH liberadas en respuesta a la estimulacién de GnRH juegan un
papel fundamental en la espermatogénesis. La LH actiia sobre la membrana de
las células de Leydig mediante un receptor acoplado a proteinas G. La unidn al
receptor activa senales de transduccion mediante el AMP ciclico y el sistema
inositol trifosfato y fosfolipasa C. Esta activaciéon estimula la sintesis de las
enzimas necesarias para la sintesis de testosterona (T). Como el resto de los
esteroides, su estructura deriva de la molécula del
ciclopentanoperhidrofenantreno, hidrocarburo policiclico de 17 atomos de
carbono, constituido por cuatro anillos: un ciclopentano y tres anillos, resultado
de la saturacién del fenantreno (Ferran, 2011). De esta estructura se deriva la
molécula de colesterol, que es captado por las células de Leydig a través de
receptores de lipoproteinas de baja densidad o lipoproteinas de alta densidad, o
generado ex novo mediante vias de sintesis o a partir de ésteres de colesterol.
En el reticulo endoplasmico liso, el colesterol es transformado sucesivamente
por enzimas mitocondriales en pregnenolona, 17-hidroxi-pregnenolona,
dihidroepiandrosterona, androstenodiol y androstenodiona, y finalmente en
testosterona, cuya molécula esta formada por 19 atomos de carbono, con una
doble ligadura entre C4 y C5, un atomo de oxigeno en C3 y un radical hidroxilo

(OH) en C17 (Ferran, 2011) (Figura 4).

Por otra parte, FSH se une a receptores de membrana en la célula de Sertoli y
en las espermatogonias, estimulando la adenilciclasa con aumento de AMP
ciclico, con activaciéon de proteincinasas y fosforilacion de varias proteinas
involucradas en esta via de sefializacién (Dufau, 1998). La FSH es responsable
del inicio de la espermatogénesis, y en adultos puede participar, junto con la
testosterona producida por las células de Leydig, en el mantenimiento de la

produccion espermatica. La FSH actta en varios niveles: estimula la mitosis de
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células de Sertoli, por lo que aumenta su cantidad durante la pubertad, y
promueve la maduracion y el desarrollo de las denominadas uniones estrechas
entre las células de Sertoli. El efecto en las células de Sertoli se evidencia en un
aumento en la produccién de proteina unidora de andrégenos (ABP), asi como
de transferrina, inhibina, aromatasa y activador del plasminégeno, asi como un
incremento en la captacién de glucosa y su conversién a lactato (McLachlan et
al., 1996)
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Figura 4. Biosintesis de andrégenos (Tomado de Ferran, 2011).

Las células de Sertoli, por estimulaciéon de FSH, aromatizan parte de la

testosterona procedente de las células de Leydig convirtiéndola en estradiol. El
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estradiol también se ha postulado como necesario para el desarrollo de la
espermatogénesis, ya que se ha demostrado que estimula la multiplicaciéon de
las células madre en animales experimentales. La deficiencia del receptor a
estrogénico causa una marcada disminucién de la espermatogénesis (Eddy et
al, 1996). También se ha demostrado un efecto estrogénico en la secrecién de
inhibina B por las células de Sertoli. Es probable que dicha accién estrogénica
sea 1importante para el desarrollo celular y funcion de las células de Leydig
(O'Donnell et al., 2001). La ABP fija la testosterona en el testiculo, facilitando
su accidn en la espermatogénesis y sirve como transportadora de la misma en
el plasma. Del 97 al 99% de la testosterona circulante se encuentra unida ABP,
el resto se encuentra libre y es metabolizada (Stocco y McPhaul, 2006). Una
pequena parte es transformada en estrdgenos, otra es transformada en un
derivado mucho mas potente, la 5 dihidrotestosterona (5-DHT) y el resto es
metabolizado a  17-cetosteroides  (androsterona, epiandrosterona y
etiocolanolona) con un 20% menos de actividad (Stocco y McPhaul, 2006). La
excrecion se hace por la orina, donde los 2/3 son de origen suprarrenal y el resto
testicular (Kahn et al., 2002). Altos niveles de testosterona inhiben la secrecién
de LH por un mecanismo de retroalimentaciéon negativa que actiia sobre el
nucleo arcuato (secretor de Kisspeptina) en el hipotdlamo, inhibiendo asi la
liberacién de GnRH (Figura 5). Por su parte, la inhibina es el principal
regulador de la liberacion de FSH, ya que tiene un efecto de retroalimentacion
negativa sobre la adenohipoéfisis; cuando hay suficiente, la adenohipéfisis deja
de producir FSH. Por otro lado la activina actia sobre la adenohipdfisis pero
estimulando la liberacién de FSH (Haughian y Wiltbank, 2002; Turkstra y
Meloen, 2006).

La GnIH modula la sintesis y liberacion de GnRH en el hipotalamo, ademas de
ejercer efectos inhibitorios directos sobre la secrecion de gonadotrofinas
hipofisiarias. Experimentos con aves, demostraron que la GnIH también es

capaz de inhibir el desarrollo gonadal, la sintesis de esteroides y la actividad
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espermatogénica, lo que sugiere que este neuropéptido puede actuar a distintos

niveles del eje reproductivo masculino (Tsutsui et al., 2007) (Figura 6)
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Figura 5. Mecanismo de retroalimentacién negativa por parte de la testosterona que actua
sobre el nucleo arcuato (secretor de Kisspeptina) en el hipotdlamo para inhibir la liberacién de
GnRH (Tomado de: Kauffman et al., 2007).
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Figura 6. Retroalimentacién entre las hormonas testiculares y el eje hipotalamo- hipdfisis.
Estimulacién de la GnRH por parte de las kisspeptinas liberadas en el nicleo arcuato (ARC).
Inhibicién a distintos niveles del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo por parte de GnIH liberada

en el nicleo dorsomedial hipotaldmico:

http://202.207.136.56/kesb/yundongshenglixue/picture/Image_Bank/CH23/FG23_11.jpg.
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Las principales funciones de los andrégenos son estimular las primeras etapas
de la espermatogénesis (espermatocitogénesis) y aunado a esto, la funcién del
epididimo es andrégeno dependiente (O'Donnell et al., 2006). En la
espermatogénesis se presentan 3 etapas. 1) La etapa de espermatocitogénesis:
reduccién cromosémica de células diploides en la fase espermatogénica, 2) la
fase espermatocitica, y 3) la espermiogénesis: formacién de células haploides
(Chenoweth, 1997). En la fase espermatogénica, las espermatogonias tipo A se
dividen solo para formar otra espermatogonia idéntica y las espermatogonias
tipo B2 se diferencian para formar espermatocitos primarios. Los
espermatocitos primarios a través de una primera divisién meiética (meiosis I)
originan dos espermatocitos secundarios en la fase espermatogdnica. Los
espermatocitos secundarios llevan a cabo la segunda divisién meiética (meiosis
II), de esta divisién resultaran cuatro espermaétidas. Las espermdtidas siguen
el proceso de maduracién conocido como espermiogénesis, donde en dicha fase
las espermatidas se convierten en espermatozoides sufriendo las siguientes
transformaciones: el ntcleo se hace mas pequefo y denso (compactacién del
ADN), el acrosoma se dispone en el extremo apical, se reduce el citoplasma;
tanto el nuicleo como el acrosoma forman la cabeza del espermatozoide y se

forma el flagelo o cola del espermatozoide (Hafez, 1989) (Figura 7).
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Figura 7. Etapas de la espermatogénesis en la rata. Cada columna vertical muestra la
secuencia de las generaciones en las células germinales que se observan en un corte histolégico
de un tdbulo seminifero de la rata en cada etapa. I-XIV (las 14 etapas). Espermatogonias: A
(tipo A), In (intermedia), B (tipo B), R ("reposo", el tiempo de replicacién del ADN final), m
(etapas durante las cuales se produce la mitosis de espermatogonias). Espermatocitos
primarios: L (leptoteno), Z (zygoteno), P (paquiteno), Di (diacinesis). II (espermatocito
secundario). 1-19 (fases de diferenciacién de esperméitidas = espermiogénesis) (Tomado de
Perey et al., 1961).

Cuando ya se ha completado la formacion de los espermatozoides, estos
abandonan el testiculo y pasan al epididimo para adquirir la maduracion y ser
capaces de fertilizar a un ovocito. Una vez que los espermatozoides adquieren
la maduracién son liberados del epididimo y se mezclan, antes de llegar a la
uretra, con las secreciones de las glandulas accesorias; el conjunto de estas
secreciones con los espermatozoides constituye el semen. El liquido seminal
sirve de vehiculo pero también proporciona sustancias necesarias para el
metabolismo energético del espermatozoide. Durante la copula el semen es
depositado directamente dentro del tutero, formando un tapén vaginal
gelatinoso que impide la salida del semen de la vagina. La eyaculacion es
consecuencia de las contracciones de la musculatura uretral, estimuladas por
las contracciones de la vagina (Hafez, 1989). La testosterona también es
responsable de promover el crecimiento, el desarrollo y la actividad secretora
de los 6rganos sexuales accesorios del macho, como la préstata, las glandulas
seminales, las glandulas bulbouretrales, el conducto deferente y los genitales

externos (Stocco y McPhaul, 2006).

Conducta sexual masculina

El Area predptica media (MPOA, por sus siglas en inglés) es un sitio integrador
fundamental para el comportamiento sexual de la rata macho. Las conexiones
del MPOA permiten modificar el procesamiento de la informacién sensorial.
(Hull et al., 2006). Por otra parte, el MPOA y sus principales aferentes
contienen receptores a esteroides que proporcionan los medios para una

entrada sensorial y asi favorecer estimulos sexuales (Hull et al., 2006). Las
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conexiones eferentes desde el MPOA son criticos para el inicio y el patrén de la
copula. Las conexiones proyectan al hipotalamo, mesencéfalo, y nucleos del
tronco cerebral que regular los patrones autonémicos o somato-motriz y estados
motivacionales (Yahr, 1995).
Los receptores a hormonas esteroides sexuales, principalmente T y estradiol
(E2), se localizan principalmente en:
® MPOA
® Amigdala (Los ntucleos cortical medial y posteromedial también tienen
receptores abundantes de andrégenos y estrégenos).
® También se concentran en los nucleos de la linea media de la zona
preodptica e hipotalamo
® En el bulbo olfatorio los receptores se localizan preferentemente en los
subnucleos anteriores.
® Cama de la estria terminal (BST) tiene abundantes receptores de
esteroides
Diversos estudios demuestran que la administracion de T restaura la conducta
sexual en ratas castradas actuando de forma inmediata en el cerebro
(Davidson, 1966). Sin embargo, los estrégenos en el MPOA también estimulan
la actividad sexual en ratas machos castradas (Resko et al., 1999). El principal
metabolito de T es la dihidrotestosterona (DHT), que se forma por la enzima
S5a-reductasa. Aunque tanto la T y la DHT se unen a receptores de androgenos
(ARs), éstos tienen aproximadamente cinco veces una mayor afinidad por DHT
(Wilbert et al., 1983). Por otra parte, la DHT no puede ser aromatizada a E2, y
por lo tanto se considera que ésta tiene una acciéon androgénica "pura". La
"Hipotesis de aromatizacion" establece que la aromatizacion de T a E2 que es
fundamental para el mantenimiento o la restauracion de la céopula en las ratas
macho (Kaplan y McGinnis, 1989). Sin embargo, E2 no es suficiente para
mantener todos los aspectos de la conducta sexual. La mayoria de los machos
castrados y que fueron tratados con Es fueron incapaces de eyacular o tenian

menos eyaculaciones que los machos tratados con T o con una combinaciéon de
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E2 y DHT (Putnam et al., 2003). Esto indica que DHT tiene una actividad a
nivel periférico, contribuyendo a las erecciones, mientras que la accién
sinérgica de E2 y DHT restablece totalmente los patrones de la conducta sexual

(Resko, 1999, Hull et al., 2006) (Figura 8).

Figura 8. Circuito quimiosensorial fundamental en la conducta sexual masculina. MPOA-Area
predptica medial, Me-Nucleo medial amigdaloide, BST-Cama de la estria terminal. Diagrama
del ntcleo limbico principal y las conexiones en el cerebro de la rata que transmiten sefiales
quimiosensoriales y hormonales para controlar el comportamiento sexual masculino. El area
sombreada indica las areas con abundantes neuronas receptoras de esteroides. ac, comisura
anterior; ACo, nucleo cortical amigdalino anterior, AOB, bulbo olfativo accesorio, BL, ntcleo
amigdalino basolateral; BNST, cama nucleo de la estria terminal; BNSTpi, subdivisién
posterointermediate de BNST; BNSTpm, subdivision posteromedial de BNST, Ce, centro de
nucleo amigdalino, fx, fondo de saco, lote, el tracto olfatorio lateral; Me, nucleo amigdalino
medial; MEA, subdivisién anterior; MeP, subdivisién posterior; MOB, bulbo olfatorio principal;
MPN, nucleo predptico medial; MPOAI, subdivision lateral del area predptica medial; oc,
quiasma Optico, OM, mucosa olfativa, ot, tracto éptico; PLCO, nucleo cortical amigdalino
posterolateral; PMCO, ntcleo amigdalino cortical posteromedial; st, estria terminal; VAF, via
ventral amigdalofugal; VNO, 6rgano vomeronasal (Tomado de Hull et al., 2006).
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La ereccion y eyaculacion estan controladas por circuitos de neuronas
localizadas en la médula espinal. Los mecanismos cerebrales ejercen un control
excitador e inhibidor sobre estos circuitos. El circuito encargado de la respuesta
eyaculatoria, MPOA-PAG-nPGi-médula espinal (MPOA- drea predéptica medial,
PAG- sustancia gris periacueductal , nPGi - Nucleo paragigantocelular,
neuronas que inervan al  bulbo cavernoso y musculo isquiocavernoso,

esenciales para la eyaculacién) (Hull et al., 2006) (Figura 9).

Area preéptica
medial

Sustancia gris
periacueductal

Visceras pélvicas

Figura 9. Circuito MPOA-PAG-nPGi- médula espinal. PAG- sustancia gris periacueductal,
nPGi - Nucleo paragigantocelular. Las neuronas inervan el bulbo cavernoso y musculo
isquiocavernoso, y son esenciales para la ereccién del pene y la eyaculacién (Tomado de Hull et
all., 2006).

La conducta sexual masculina se divide en conductas que se reconocen como
precopulatorias, copulatorias y postcopulatorias. Durante la conducta
precopulatoria, el macho realiza numerosos olfateos ano-genitales y
vocalizaciones ultrasénicas (Lucio y Tlachi-Lépez, 2008). El macho persigue a
la hembra repetidamente. En algunos casos, puede rozar a la hembra, pasar
debajo de ella o por encima. La conducta copulatoria implica diversas posturas

y movimientos que permiten la insercion peneana y la expulsion seminal. Tales
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movimientos copulatorios se identifican como patrones conductuales
copulatorias. El patron copulatorio de la rata macho es innato y esta compuesto
de secuencias de actividad estereotipada. Este patrén consta de montas e
intromisiones repetidas que culminan con la eyaculacién. En la monta, el
macho abraza con sus miembros anteriores los flancos de la hembra y presenta
movimientos pélvicos ritmicos de empuje, finalizando cuando el macho la
desmonta lentamente (Lucio y Tlachi-Lépez, 2008). La intromisién implica la
monta mas la insercion del pene en la vagina, la monta se caracteriza por
movimientos pélvicos mas prolongados y profundos, luego del cual el macho
desmonta a la hembra, rapida y bruscamente hacia atras y se acicala el pene.
Después de varias intromisiones se produce la eyaculacién (Lucio y Tlachi-
Lépez, 2008). La eyaculacién es una intromisién que termina con un
movimiento pélvico profundo e intenso, mantenido por algunos segundos. El
acto de desmontar a la hembra es lento y se caracteriza por un movimiento
lateral de las patas delanteras. La expulsion del liquido seminal y
espermatozoides esta asociada con contracciones espasmodicas de los musculos
esqueléticos, especialmente de la cadera, la region perineal asi como de los
cuartos delanteros y traseros (Lucio y Tlachi-Lépez, 2008). Durante la conducta
copulatoria el macho puede presentar o no montas, y el numero de
intromisiones varia entre 6 y 12 antes de eyacular (Lucio y Tlachi-Lépez, 2008).
Un macho sexualmente experto puede eyacular en menos de 5 minutos después
de aparearse con una hembra receptiva, completando asi una serie
eyaculatoria. La eyaculaciéon es seguida por un periodo refractario, denominado
intervalo posteyaculatorio (conducta postcopulatoria), en el que el macho entra
a una etapa de inactividad sexual, presentando muy poca locomocién y
acicalamiento genital, donde comunmente permanece echado lejos de la
hembra. Este periodo dura de 5 a 10 minutos después de la primera
eyaculacion y se prolonga de 1-2 minutos mas con cada eyaculacion sucesiva de
manera regular. Después del periodo refractario, el animal puede reiniciar la

copula y completar asi una serie copulatoria. Los patrones copulatorios que

20



conforman una serie copulatoria son: Latencia de monta (tiempo en segundos
desde la introduccién de la hembra a la jaula hasta la primera monta), latencia
de intromisién (tiempo en segundos desde la introduccién de la hembra hasta la
primera intromisién), latencia de eyaculacién (tiempo en segundos desde la
primera intromisién hasta la primera eyaculacién) y el intervalo
posteyaculatorio (tiempo que trascurre entre la eyaculacién hasta que se
presenta la monta o intromisién de la siguiente serie eyaculatoria) (Lucio y
Tlachi-Lépez, 2008).

La conducta sexual tanto del macho como de la hembra, esta relacionada con la
diferenciacién sexual que ocurre en etapas prenatales. El sexo cromosémico de
un individuo se establece en el momento de la fertilizacién, con la aportacion
por el espermatozoide de un cromosoma X o un Y. El cromosoma determina si
la génada embrionaria se diferenciara hacia un ovario o un testiculo. Las
etapas subsiguientes del proceso de diferenciacion sexual derivan de la accion
de las hormonas. Si un cromosoma Y esta presente, se desarrollan los testiculos
y su secrecion hormonal conducira al desarrollo de un fenotipo masculino. Si
solo estan presentes los cromosomas X, se desarrollan los ovarios y aparecera
un fenotipo femenino. Una vez que se ha llevado a cabo la diferenciacion

gonadal, posteriormente ocurre la diferenciacion sexual del sistema nervioso

central (SNC) (Kandel et al, 1997).

1.4 Diferenciacién sexual del Sistema Nervioso Central (SNC) en la rata

Las diferencias sexuales en el SNC son el resultado de la secrecién de
hormonas por parte de las génadas durante periodos criticos del desarrollo
prenatal (Neil et al., 1981). Dicho proceso conocido como diferenciacién sexual
cerebral, se lleva a cabo por la secrecion de testosterona en el testiculo fetal
(Kandel et al., 1997) en donde las células de Leydig se activan por estimulacién
de la HCG para sintetizar y liberar la testosterona. Sin embargo, esta
activacion ocurre durante un corto periodo en la etapa de gestacion, el cual se

conoce como un periodo critico de la diferenciacién sexual cerebral, ocurre en
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los dias 18 y 19 de gestacion. Una vez que se ha liberado la testosterona, dicha
hormona sera aromatizada a estradiol mediante la enzima aromatasa en el
SNC, por tanto, el estradiol es el responsable de diferenciar un cerebro
sexualmente masculino (Neil et al.,, 1981). La mayoria de los circuitos
dimorficos del cerebro son parte del hipotdlamo o estan intimamente
relacionados con él. El hipotalamo representa una interfase anatémica y
funcional entre el sistema nervioso y el sistema endocrino. De hecho, la mayor
concentracién de los receptores para las hormonas sexuales (andrégenos,
estrégenos y progesterona) en el cerebro se encuentra en el hipotdlamo. La
hormona considerada como principal responsable de las diferencias
estructurales y bioquimicas en el hipotalamo entre machos y hembras es el

estradiol (Pfaff et al., 1988).

En el SNC de machos y hembras se encuentran diferencias estructurales y
funcionales. El dimorfismo sexual en el SNC es un conjunto de diferencias
morfolégicas, bioquimicas y conductuales entre machos y hembras que son
mediados por la accion de estradiol durante el periodo critico antes
mencionado, y que al interactuar entre si en condiciones normales, son capaces
de establecer estructuras sexualmente dimorficas en etapas tempranas del
nacimiento (Neil et al., 1981). En el SNC se presentan diferentes nucleos y
areas que muestran dimorfismo sexual y que pueden relacionarse directamente
con la fisiologia y la conducta reproductiva, estos son: el area predptica (APO),
elnicleo ventromedial (NVM), el ntcleo paraventricular anteroventral (NPV-
AV), el ntcleo supraquiasméatico (NSQ), la amigdala y la estria terminal (ST)

(Goy y McEwen, 1980; Délher et al., 1986).

1.5 Diferencias morfolégicas de ntcleos hipotalamicos relacionados con la
conducta reproductiva entre la rata macho y hembra.
Los estudios realizados en ratas hembras y machos han demostrado que las

areas cerebrales relacionadas con el control de la conducta sexual, asi como con
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la regulacién del ciclo reproductivo en las hembras presentan diferencias entre

los machos y las hembras. Dentro de éstas se pueden mencionar las siguientes:

El tamano de APO es seis veces mayor en los machos que en las hembras
(Gorski, 1978) (Fig 10). El Area Preéptica (APO) es un 4rea del hipotdlamo que
es considerada como el sitio donde probablemente reside el mecanismo de
regulacion diferencial de las caracteristicas dimorficas relacionadas con el sexo,
incluyendo el control de la conducta sexual masculina, la liberacién ciclica del
factor liberador de gonadotrofinas y el mecanismo necesario para la ovulacion
en las hembras (Montano et al., 1995). Se ha demostrado el papel fundamental
que Jjuega esta area en el establecimiento de la conducta y fisiologia
reproductiva de la rata (Montano et al., 1995). Las conexiones del 4rea
preoptica medial (MPOA) permiten modificar el procesamiento de la
informacién sensorial mediante la estimulacion de receptores a esteroides
sexuales (T y E2), los cuales estan presentes en el MPOA, favoreciendo asi, la
estimulacién sexual, por lo que estas conexiones eferentes desde el MPOA son
criticos para el inicio y el patrén de la cépula (Hull et al., 2006). Por lo tanto, el
MPOA es esencial para la copula, y también contribuye a la motivacién sexual.
Se ha demostrado que las lesiones del MPOA eliminan la cépula en ratas
macho, haciéndolos incapaces de montar a una hembra receptiva (Agmo et al.,
1977; Bermond, 1982; Brackett y Edwards, 1984; Chen y Bliss, 1974; Edwards
y Einhorn, 1986).

Male Female

Fig. 10. Area prebptica en el macho y en la hembra. Nucleo sexualmente dimérfico-area
preéptica (SDN-POA) ahttps://brainandgender.wordpress.com/neuroanatomy/
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El dimorfismo sexual en el nicleo ventromedial (NVM) se debe a la estructura

neuronal. En los machos, la densidad sinaptica en este ntcleo es menor que en

las hembras (Miller y Aoki, 1991) (Fig. 11).

Female Male

Fig. 11. Ntcleo ventromedial en la rata. http://www.cell.com/

El area ventral periventricular (AVPV) es mayor en las hembras que en los
machos (Fig. 12). Este ntcleo se caracteriza por presentar una amplia
distribucién de las neuronas que liberan kisspetina. Interesantemente, se ha
llegado a establecer que existen diferentes grupos neuronales kisspeptinérgicos
que interaccionarian con los somas o terminales de las neuronas GnRH,
demostrandose, que las neuronas originadas del AVPV realizan sinapsis con
las neuronas GnRH ubicadas en la eminencia media (Gottsch et al., 2004;

Clarkson y Herbison, 2006).

FEMALE = °

Fig. 12. Area ventral periventricular (AVPV) en la rata hembra y macho. (Tomado de Orikasa
et al., 2001).
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En el ntcleo supraquiasmatico (NSQ) el tamafio del ntcleo de las neuronas,
asi como el volumen del area supraquiasmatica, son aproximadamente dos
veces méas grandes en la hembra (Dérner y Staudt, 1968; Robinson et al., 1986)
(Fig. 13). E1 NSQ regula los ritmos ciclicos o ritmos circadianos del organismo,
por tal motivo, es de suma importancia en la fisiologia reproductiva de la
hembra. Este ntucleo genera y coordina ritmos hormonales, fisiolégicos y
conductuales con una periodicidad que puede ser de horas hasta dias o meses.

Este nucleo estd bajo el control de las hormonas sexuales (Sordersten et al.,

1981) uRIIEY o \"{

Male Female

Fig.13. Nucleo supraquiasmatico (SCN) en ratas hembras y machos. Se observa en posicién
superior al quiasma 6ptico (QC). https://brainandgender.wordpress.com/neuroanatomy/

La amigdala medial es 85% mayor en los machos que en las hembras (Hines et
al., 1992) (Fig. 14). La amigdala es considerada como el centro de las emociones
y regulador de las reacciones de agresividad, miedo y ansiedad. La amigdala
esta subdividida en varios nucleos, en donde la porcion anterior aumenta la
receptividad en las ratas hembras, mientras que la porcién posterior del nicleo

lateral reduce la receptividad. (Masco y Carrer, 1980).

Fig. 14. Amigdala posterodorsal medial (MePD). Su volumen es 1.5 veces mayor en el macho
(A) que en la hembra (B). Tomado de Morris et al., 2004
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Se ha demostrado que la amigdala medial contribuye a la excitacion sexual del
macho por el incremento de erecciones espontaneas sin algin contacto sexual

(Kondo et al., 1997).

La estria terminal (ST) es 97% més grande en volumen en el cerebro de los
machos que en el de las hembras (Hines et al., 1992) (Fig. 15). La ST es la
conexion eferente principal de la amigdala, se puede dividir en varias regiones:
la porcion basal de la ST, que incluye los nucleos de la cama de la estria
terminal (BST). En las ratas, la lesién de BST altera la secuencia de copulacién
en machos, aumentando el nimero de intromisiones antes de la eyaculaciéon e

incluso los machos no eyaculan (Liu et al., 1997).

A.MALE B. FEMALE

N\

Figura 15. La estria terminal (ST) tiene un volumen mayor (97%) en el macho en comparacién
con las hembras.
http://www.int-ornith-union.org/files/proceedings/durban/Symposium/S14/S14.2.htm

Las estructuras mencionadas anteriormente estan relacionadas principalmente
con el control neuroendocrino de los ejes ovarico y testicular, asi como con el
control de la conducta sexual tanto femenina como masculina. Se ha
establecido que la exposicién a situaciones estresantes puede influir en la
aparicion y el desarrollo de diversas patologias, alterando aspectos psicologicos
y fisiolégicos como el crecimiento, el sistema inmunoldgico y la funciéon

reproductiva (Chrousos y Gold, 1992)
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1.6 Concepto de estrés

El estrés (del inglés stress, ‘tensién’) es una reaccién fisiolégica del organismo
en el que entran en juego diversos mecanismos de defensa para afrontar una
situacion que se percibe como amenazante o de demanda incrementada, la cual
se conoce como estresor (Valdés y Flores, 1990). En los vertebrados, una
situacion de estrés involucra inicialmente al hipotalamo, que integra la
informacién procedente de las vias sensoriales y viscerales, este a su vez activa
dos rutas paralelas: el eje Simpéatico-Adreno-Medular (SAM) y el eje
Hipotdlamo-Hipéfisis-Adrenal (HHA) (Sirera et al., 2006).

1.7 Respuesta al estrés
Eje hipotalamo-hipdtisis-adrenal (HHA)

El eje HHA esta compuesto por el hipotalamo, que es una glandula situada en
la base del cerebro por debajo del talamo que actiia como enlace entre el
sistema endocrino y el sistema nervioso autéonomo, estimula la hipodfisis por
medio de la liberacion de hormonas; la hipoéfisis es una glandula situada
también en la base del cerebro, que actiia en respuesta al hipotalamo liberando
hormonas que estimulan a distintos érganos blanco presentes en todo el cuerpo;
y las glandulas suprarrenales, que se encuentran sobre el polo superior de cada
uno de los rifiones y que estdn compuestas por la corteza y la médula (Valdés y
Flores,1990). Para la activacién del sistema HHA, los estimulos estresantes
activan la produccién de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el
hipotdlamo, particularmente en el ntdcleo paraventricular (NPV). La CRH
desencadena en el 16bulo anterior de la hipéfisis (adenohipéfisis) la secrecién de
la hormona adrenocorticotrépica (ACTH), que, por via sanguinea actda sobre la
corteza de las glandulas adrenales, lo que hace que éstas liberen las hormonas
corticosteroideas especificamente los glucocorticoides (Rosenzweig y Leinman,

1992; De Kloet, 2000). Los glucocorticoides ejercen retroalimentacién negativa
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(Harbuz et al, 1999) a nivel de la hipéfisis y del hipotdlamo, de esta manera
pueden ayudar a finalizar la respuesta al estimulo estresante y permitir la
adaptacion y la preparacion del organismo para enfrentar futuras situaciones

similares (De Kloet, 2000) (Fig. 16).

Retroaccion $
negativa

v
Hormona liberadora de
corticotropina CRH

9.

hipofisis
Inhibicion de la
respuestaala CRH

Inhibicion la
liberacion de la CRH

Glucocorticoides
CORTISOL Y CORTICOSTERONA

Fig. 16. Eje hipotalamo-hipdéfisis-adrenal y su regulacién por retroalimentaciéon negativa. CRH-
Hormona liberadora de corticotropina, ACTH-Hormona adrenocorticotrépica
http://victorgrupob.blogspot.mx/2014/03/eje-hipotalamo-hipofisis-suprarrenal.html

La intensidad y duracion del estresor son determinantes en la respuesta de un
organismo, por lo que la exposiciéon prolongada a un factor estresante puede
traer como consecuencia una respuesta patolégica (Angelucci, 2000). Por
ejemplo, se ha reportado que la exposicion cronica al estrés puede tener efectos
negativos ocasionando supresion de la reproduccion y del crecimiento, asi como
problemas en la funcién de la tiroides y del sistema inmune, lo cual puede
aumentar la vulnerabilidad a enfermedades tales como la obesidad (sindrome
metabélico X), el hipertiroidismo y la diabetes mellitus (Pasquali et al., 2006).

Ademas, se ha relacionado la disfuncién del eje HHA y la secrecién elevada de
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glucocorticoides, con el aumento en la susceptibilidad a los trastornos

depresivos y de ansiedad (Holsboer, 2001).

1.8 Efectos fisiologicos de los glucocorticoides

Metabolismo proteico-glucidico. Los GC inhiben la utilizacién periférica de
glucosa, estimulan la gluconeogénesis y activan el catabolismo proteico,
principalmente en el musculo. El receptor tipo 2 o glucocorticoide (GR, por sus
siglas en inglés) interviene en estas acciones. La unién de los glucocorticoides
con su receptor (GR) estimula todas las fases del proceso: movilizacién de
proteinas a partir del muisculo, entrada de los aminoacidos liberados en la via
gluconeogénica hepatica, conversion de piruvato en glucégeno y eliminacién del
amonio liberado por el metabolismo de los aminoécido precursores (Serra et al.,
2012). La presencia de cortisol o corticosterona es indispensable para mantener
los niveles plasmaticos de la glucosa y para la supervivencia durante el ayuno
prolongado (Serra et al., 2012).

Metabolismo lipidico. Los GC facilitan el efecto lipolitico de las catecolaminas,
con el consiguiente aumento de los acidos grasos libres en plasma. El cortisol
representa también un complejo papel en el metabolismo de las grasas. La
presencia de cortisol permite la movilizacion maxima de las grasas por la
hormona de crecimiento, la adrenalina y otros factores lipoliticos durante el

ayuno (Serra et al., 2012).

Procesos inflamatorios. Los GC tienen influencia sobre el namero de leucocitos
circulantes y las células inmunes accesorias. Los GC suprimen la activacion
inmunolégica de estas células, inhiben la produccion de citoquinas y otros
mediadores de la inflamacién, y producen resistencia a las citoquinas. Los
glucocorticoides disminuyen o previenen la respuesta de los tejidos a los

procesos inflamatorios (Chrousos, 1995).
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Efectos conductuales. Los GC generan diversas acciones indirectas sobre el
sistema nervioso central (SNC) mediante la conservacién de la presién arterial,
de la concentracion plasmaticas de glucosa y de electrolitos. El receptor tipo 1
para los glucocorticoides esta presente en todo el encéfalo y en mayor
concentracion en el hipocampo, la sustancia reticular activadora y los ntcleos
autonémicos del tronco encefalico. El cortisol modula el funcionamiento
perceptual y emocional. La deficiencia de cortisol acentiia la agudeza aditiva,
olfatoria y gustativa; estas acciones sugieren que esta hormona puede tener
normalmente un efecto amortiguante (Berne, 1998). Generalmente los
glucocorticoides son estimulantes, provocando insomnio, excitacion, euforia, y
muy raramente confusién y alucinaciones (psicosis corticoides) (Serra et al.,
2012).

Por otro lado, la secrecién prolongada de GC puede desencadenar numerosos
desérdenes (Charmandari et al., 2005). La funcién reproductiva es una de las
mas afectadas durante el estrés cronico disminuyendo la actividad del eje
hipotalamo-hipéfisis-génada (HHG) (Selye, 1946). En ratas macho sometidas a
estrés croénico, disminuye la secrecién de testosterona (T) afectando
negativamente la motivacion sexual y el patréon de ejecucion de la conducta
sexual (Retana-Marquez et al., 2003), la espermatogénesis (Almeida et al.,
2000) y la fertilidad (Phillips et al., 1989). Asimismo, el estrés durante el
periodo de gestacion puede afectar los procesos de diferenciacién sexual en el
cerebro fetal, ocasionando alteraciones en la edad adulta de la descendencia
tales como la feminizacién de la conducta sexual masculina (Clarke et al., 1994;

Weinstock, 1997; Huizink, 2000).

El estrés se puede presentar en cualquier etapa de la vida, por ejemplo,
durante la gestacion. Diversos estudios han demostrado que situaciones
estresantes durante el periodo de gestacién, puede traer como consecuencia
alteraciones metabdlicas (Barker, 1998; Seckl, 1997), neuroquimicas,

neuroendocrinas, de tipo conductual (Seckl, 2001) y sobre la funcién
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reproductiva (Chen et al, 2013) de las crias en la edad adulta. Se ha propuesto
que el mecanismo mediante el cual el estrés prenatal puede afectar el
desarrollo del cerebro fetal y programarlo para desarrollar diversas patologias
en la edad adulta (Barbazanges et al., 1996, Welberg y Seckl, 2001) es a través
del acceso de corticosterona proveniente de la madre hacia el feto, el cual esta
regulado por la enzima 11-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (118-HSD)
presente en la placenta, la cual inactiva rdpidamente a la corticosterona (en
ratas) y el cortisol (en seres humanos) convirtiéndola en sus metabolitos
inactivos (11- dehidrocorticosterona y cortisona respectivamente) para brindar
proteccion al feto (Seckl y Meaney, 2004). Sin embargo, en situaciones de estrés
gestacional crénico, la actividad de la enzima 118-HSD disminuye (Welberg et
al., 2005). En tal condicién los glucocorticoides pueden atravesar la barrera
placentaria y el feto queda expuesto a niveles excesivos de glucocorticoides

maternos (Sampath-Kumar et al., 1998).

2. ANTECEDENTES

2.1 El estrés prenatal y la programacion fetal.

De acuerdo a la teoria desarrollada David Barker, el concepto de “programacion
fetal” esta vinculado con los acontecimientos que se producen durante la
gestacion y pueden afectar la salud del individuo a largo plazo, asi como

diferentes aspectos de su desarrollo (Barker y Osmond, 1986).

El estrés gestacional da lugar a una tasa de recambio celular mas lenta, con
una disminucién de los procesos de muerte celular y de la proliferaciéon en el eje
hipocampo-hipotalamo-hipodfisis, afectando asi procesos de aprendizaje y
memoria a corto plazo en la etapa adulta (Baquedano et al., 2011). Un evento
fundamental en la respuesta de estrés es la alta secreciéon de corticosterona,

este esteroide se ha convertido en un buen candidato para el papel de “factor de
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programacion” en el paradigma del estrés prenatal. Algunos estudios proponen
que la exposicion prenatal a las hormonas ACTH y corticosterona dan como
resultado una programacion anticipada en el cerebro fetal que conlleva a
desarrollar enfermedades en la etapa adulta (Dupouy et al., 1980). Por ejemplo,
en los seres humanos se ha estudiado la relacion que hay entre el estrés
materno y el déficit en el comportamiento de los nifios (Weinstock, 2005; Austin
et al., 2005; Van den Bergh et al., 2005). Muchos estudios demuestran que los
hijos de madres que experimentaron algin tipo de estrés durante el embarazo,
presentan un mayor riesgo de que sus hijos experimenten trastornos de
ansiedad (O'Connor et al., 2003; Van Den Bergh y Marcoen, 2004), déficit de
atencién y trastornos de hiperactividad  (TDAH) (O'Connor et al.,
2003;.Huizink et al., 2007).

Partiendo de la hipdtesis de que un estresor intenso causa reducciéon en las
hormonas que tienen efectos virilizantes, se realiz6 un estudio en hombres
adultos para determinar si el estrés prenatal al que estuvieron expuestos tuvo
repercusion en su preferencia sexual. Se hizo una comparacién de los hijos de
madres alemanas de la ciudad de Berlin que durante los anos 1944 y 1945
estuvieron embarazadas y sufrieron los continuos bombardeos durante la
segunda guerra mundial, y madres alemanas de otros lugares que no
estuvieron expuestas a los bombardeos, pero que estuvieron embarazadas
durante los mismos anos. Los resultados mostraron que el numero de hijos
homosexuales de las madres que estuvieron sometidas a los bombardeos fue
mucho mayor que el de los hijos de las madres que no estuvieron sometidas a
ese estrés (Dorner, 1980). La diferenciacién del cerebro depende de las
hormonas sexuales asi como de neurotransmisores. Si existen concentraciones
anormales de alguno de ellos durante el periodo critico del desarrollo cerebral,
puede llevar a discapacidades del desarrollo permanentes en los procesos

basicos de la vida (Dérner, 1981).
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Considerando que no es posible desarrollar estudios aplicando algtin tipo de
estresor en mujeres gestantes, debido a cuestiones éticas y a las graves
consecuencia sobre la salud que esto podria traer, se han desarrollado modelos
animales, principalmente roedores, para estudiar los efectos de la exposiciéon al
estrés durante del desarrollo prenatal. Debido a que la mayoria de los estudios
se han realizado en la descendencia masculina, esto ha representado una
limitacién, ya que las diferencias de sexo son muy importantes al evaluar las
alteraciones endocrinas que genera el estrés prenatal y otras manipulaciones

en el ambiente fetal.

2.2 Glucocorticoides en la etapa fetal

Los glucocorticoides pueden ocasionar alteraciones en el desarrollo del cerebro
fetal que afectan la funciéon reproductiva. Existe evidencia de que el estrés
prenatal durante la Ultima semana de gestacion en las ratas ocasiona una
disminucién en el volumen del area predptica media (ndcleo sexualmente
dimérfico) en la descendencia en la edad adulta. Asimismo, se han encontrado
niveles reducidos de testosterona (T) en el plasma de los machos estresados
prenatalmente (Chen et al.,, 2013). Estos hallazgos se han atribuido a la
supresion del pico de T por efecto de los glucocorticoides durante el desarrollo
prenatal, lo que conduce a una masculinizacién incompleta o incluso a la
desmasculinizacién del area preéptica media en las ratas macho (Kerchner y
Ward, 1992). En contraste, se ha reportado que el estrés prenatal no ocasiona

alteraciones sobre el tamano del area predptica de la descendencia femenina en

la edad adulta (Anderson et al., 1985).

La diferenciacion sexual del cerebro depende de la presencia o ausencia de
androgenos durante las primeras etapas del desarrollo perinatal. En el ser
humano, dichas etapas se manifiestan en el primero y segundo mes de

gestacién, en estos meses empileza a funcionar el sistema circulatorio,
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formacién de 6rganos sensoriales y canal medular de las vesiculas cerebrales y
6ptica (Sadler, 2007). En la rata, el pico de testosterona en los dias 18-19 de
gestacion es critico para la diferenciacién y el comportamiento sexual de los
machos en la etapa adulta (Ward y Weisz, 1980). Se ha demostrado que la
diferenciacién sexual en el cerebro fetal estd intimamente relacionada con los
niveles de estradiol derivados de la aromatizacién de la testosterona, siendo el
estrégeno el principal responsable de dicha diferenciacién (Chantal et al.,

1996).

2.3 Efectos del estrés prenatal en las ratas macho.

Se han estudiado los efectos de diferentes métodos de estrés materno sobre el
comportamiento sexual en la descendencia masculina. E1 método de estrés mas
comunmente utilizado, es el de inmovilizacién combinada con una iluminaciéon
intensa (Dérner et al., 1983; Ward 1972; Dunlap et al., 1978); pero también hay
informes sobre la eficacia de otros estresores como el frio (Dahlof et al., 1978),
la malnutricién (Rhees et al., 1981), e incluso factores de estrés leves, tales
como la manipulacién (Peters, 1989). Se ha reportado que los animales
estresados prenatalmente (monos y ratas) muestran retraso en el desarrollo
motor en la edad adulta, exploraciéon reducida, problemas conductuales
adaptativos, reacciones de ansiedad en un ambiente desconocido, deterioro de
las funciones cognoscitivas (aprendizaje y memoria), asi como alteraciones en el
comportamiento social y sexual, como es la feminizacion de la conducta sexual
masculina (Clarke et al, 1994; Weinstock, 1997; Huizink, 2000). Otros
hallazgos han demostrado que las situaciones de estrés durante el ultimo tercio
de la gestaciéon inducen cambios en el comportamiento sexual de la
descendencia en la edad adulta de la rata. Estos cambios se caracterizan por la
disminucién del comportamiento sexual masculino (desmasculinizacién), asi
como facilitacién del patrén de lordosis (feminizacién) (Ward, 1972). Asimismo,

el estrés prenatal ocasionado por inmovilizacién combinada con luz intensa
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causa reduccion de la motivacion sexual y la actividad copulatoria en la

descendencia masculina adulta (Wang et al., 2006).

Por otro lado, se ha doumentado que el estrés prenatal afecta la funcién del eje
hipotdlamo-hipéfisis-génada (HHG) del feto, provocando asi la reduccién en el
tamano de las génadas masculinas en la edad adulta (Rodriguez et al., 2007).
En relacion con lo anterior, se ha observado también que el estrés prenatal por
inmovilizacién aumenta los niveles de corticosterona e inhibe al eje HHG, ya
que se han reportado valores bajos de hormona luteinizante (LH) y de T en el
plasma de los machos estresados prenatalmente (Chen et al., 2013). Ademés, se
ha reportado aumento en la apoptosis de las células testiculares, lo cual podria

causar disminucién de la fertilidad en los machos adultos (Chen et al., 2013).

2.4 Efectos del estrés prenatal en las ratas hembras

Existen pocos estudios acerca de los efectos del estrés prenatal en las hembras.
En los primeros reportes se menciona que el estrés prenatal por inmovilizaciéon
no causa alteraciéon en la progresion del ciclo estral de ratas hembras al
compararlas con las control (Lars-Gosta et al, 1977). Sin embargo, Lorraine y
col. encontraron que el estrés inducido durante la gestacién genera aumento
significativo en la duracién del ciclo estral en las ratas hembras adultas, debido
principalmente al alargamiento de las etapas estro y metaestro (Lorraine et al,
1978). En otros estudios se ha observado que la incidencia y la intensidad de la
lordosis disminuye en las hembras estresadas prenatalmente (Frye y Orecki,
2002). Estos hallazgos indican que el estrés prenatal también puede alterar el
entorno hormonal del feto femenino durante una etapa critica de la

diferenciacién sexual del hipotdlamo (Lorraine et al., 1978).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El estrés prenatal es considerado hoy en dia como un problema implicado en la
programacion fetal de trastornos relacionados con aspectos reproductivos en los
mamiferos. La actividad reproductiva es esencial para la perpetuacién de las
especies, incluido el ser humano, Por lo tanto, los factores que impidan o
perturben dicha actividad pueden repercutir en la fertilidad de hembras y
machos, de ahi que los estudios en este tema sean importantes en la

actualidad.
4. JUSTIFICACION

Es importante investigar las consecuencias que genera el estrés materno en la
descendencia, ya que los estudios en animales y en humanos muestran que el
estrés prenatal puede inducir el desarrollo de alteraciones metabdlicas,
neuroquimicas y conductuales en la edad adulta. Asimismo, es probable que la
exposicion del feto a niveles excesivos de glucocorticoides maternos durante el
estrés sean los responsables de las alteraciones sobre la reproducciéon tales

como la infertilidad.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

,Qué efecto tiene el estrés prenatal sobre la actividad reproductiva y la

fertilidad de ratas hembras y machos en la etapa adulta?
6. HIPOTESIS

El estrés prenatal afecta la regulaciéon endocrina de la funcién reproductiva en
la descendencia, causando asi alteraciones en distintos parametros
reproductivos, tales como la conducta sexual, el ciclo estral, la
espermatogénesis, apoptosis en células testiculares y la concentracion
plasmatica de hormonas sexuales, lo que repercute en una menor fertilidad de

las hembras y los machos en la edad adulta.
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7. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el estrés prenatal causa alteraciones en los parametros

reproductivos de ratas macho y hembra.
8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar las alteraciones que el estrés prenatal ocasiona en la

fisiologia reproductiva de la rata hembra y sus consecuencias en la

fertilidad.

e Determinar las alteraciones que el estrés prenatal ocasiona en la

fisiologia reproductiva de la rata macho y sus consecuencias en la

fertilidad.
9. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras y machos de la cepa Wistar con una edad de 3
meses y peso en hembras de 250 g y 300 g en los machos. Los animales fueron
mantenidos en un cuarto con ciclo invertido de luz/oscuridad (la luz se apaga a
la 09:00). El alimento y el agua estuvieron ad libitum. La temperatura del

cuarto estuvo a 23 + 1°C.

Los procedimientos utilizados en este trabajo se realizaron de acuerdo con la
Guia para el estudio y uso de animales de laboratorio, de la Comisién de Etica
de la DCBS de la UAM-Iztapalapa y con la Reglamentacién Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999).

10.DISENO EXPERIMENTAL

Las hembras (n=16) adultas copularon con machos sexualmente expertos, los
cuales eyacularon en dos ocasiones para prenar a las hembras. Las hembras
gestantes se alojaron en jaulas individuales. Se dividieron en dos grupos:
control (CON, n=7) y estrés prenatal (EP, n=9). El dia de la cépula se considerd
el dia 0 (EP 0) de la gestacién, en el dia 16 de gestacién (EP 16) se inici6 la
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exposicion al evento estresante dos veces por dia. Las exposiciones al estrés
fueron desde el EP 16 hasta el EP 21 de gestacion, debido a que a partir del dia
16 al 21 de gestacion se considera un periodo critico para la diferenciacién
sexual por la secrecién de testosterona en el testiculo fetal. Las hembras
gestantes del grupo control se mantuvieron en sus cajas, sin perturbacién. Las
crias se destetaron en el dia 22 después del nacimiento y fueron separadas
hembras y machos. Se obtuvo una n= 37 hembras CON y n=39 hembras EP;
n=28 machos CON y n=36 machos EP. Una vez que nacieron las crias, las
camadas se homogenizaron en niumero. A partir de los 3 meses de edad se inici6
la evaluacion de parametros reproductivos ya que es la edad en la que alcanzan

completamente la madurez sexual (Hafez, 1970).
10.1 Método inductor de estrés prenatal

El método de estrés que se utilizé es el de inmersién en agua fria, el cual se ha
utilizado en trabajos anteriores de nuestro laboratorio ya que se considera un
estresor tanto fisico como psicolégico, y se ha demostrado que tiene efectos mas
nocivos sobre la conducta sexual de la rata macho (Retana-Marquez et al.,
1996). La hembra gestante se colocé a en una caja de acrilico con agua a una
temperatura de 15°C y con una altura de 15.5 cm. Inmediatamente después de
introducir a la hembra en el agua, se cerr6 la caja con una reja de acero por un
tiempo de 15 minutos. Después del tiempo transcurrido, las hembras se secaron
con una franela y se dejaron en sus jaulas habituales. La exposicion al estrés
realizé 2 veces por dia (a las 09:00 y a las 15:00 de la etapa de oscuridad del

cuarto de alojamiento)

10.2 Evaluacion de parametros reproductivos en las hembras

10.2.1 Ciclo estral.
Se tomaron frotis vaginales diariamente por 3 semanas y se realiz6 una tincién

con hematoxilina-eosina para identificar los tipos de células observadas al
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microscopio. Procedimiento: se esteriliz6 un asa bacteriana, se enjuagd con
agua destilada y se tomé solucién salina. Inmediatamente se tomé el frotis
vaginal y se coloco en un portaobjetos. Las preparaciones se tineron con
hematoxilina por 15 minutos, se enjuagd con agua, se tifieron con eosina por 5
minutos y se lavaron nuevamente con agua. Finalmente, se lavaron con
alcohol absoluto por 5 minutos y se dejaron secar. Los frotis se observaron en
un microscopio 6ptico (OLYMPUS modelo CX41), a un aumento de 400X y se

determiné la etapa del ciclo estral en base al tipo y porcentaje de células

observadas:
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10.2.2 Conducta sexual femenina

Para las evaluaciones conductuales, se utilizaron hembras que estuvieron en
Proestro natural. Las hembras se pusieron en contacto con machos
sexualmente expertos, a los cuales se les permitié montar en 10 ocasiones a las
hembras. Se cuantific6 el namero de veces que la hembra realiz6 lordosis y se
obtuvo el cociente lordético (1.Q), de acuerdo con la siguiente férmula:

LQ = (ntimero de lordosis/nimero de montas) x 100. Asimismo, se evalué la
intensidad de la lordosis (de acuerdo al grado de dorsiflexién) de acuerdo con la
escala propuesta por Erskine et al., 2004. La evaluacién de la intensidad de
lordosis se establecié de acuerdo con el grado de flexion del dorso y del grado

con el que la cabeza coincide con el plano vertical. La clasificacién se basa en
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una escala de: no dorsofelxién (0); ligera dorsoflexién acoplada con un ligero
movimiento de la cabeza hacia el plano vertical (1); dorsoflexién moderada,
acoplada con el movimiento vertical de la cabeza (2); dorsoflexién extrema

acoplada con el movimiento vertical de la cabeza (3).

10.2.3 ()rganos reproductores de las hembras

Se determiné el peso corporal de cada uno de los animales. Posteriormente las
hembras fueron anestesiadas con wuna inyeccién intraperitoneal de
pentobarbital sédico a una dosis de 60mg/kg de peso. Una vez anestesiadas se
realiz6 una incision en la linea media del abdomen inferior y se identificé el
aparato reproductor de la hembra. Los ovarios y los cuernos uterinos fueron
extraidos de la cavidad. Los érganos fueron pesados y se realizd el conteo de
foliculos maduros en los ovarios. Simultaneamente se realiz6 un corte en la
cavidad toracica para sacrificar al animal y realizar la extraccion de sangre

directamente del corazén para la evaluacién de hormonas.

10.2.4 Concentracion sérica de corticosterona, estradiol y progesterona.

Se cuantificé la concentraciéon de corticosterona en el plasma de las hembras
que estuvieran en las etapas del ciclo estral: proestro, estro, metaestro y
diestro. La concentracion de estradiol se cuantifico en las fases de proestro y
estro ya que son las fases en las que se encuentran los mayores niveles de
estradiol. La progesterona se cuantifico en el plasma de las hembras que
estaban en metaestro y diestro debido a que en estas fases, los niveles de
progesterona se encuentran en su maxima concentraciéon. Para las tres

hormonas se utilizé la técnica de cromatografia liquida de alta resoluciéon

(HPLOQ).
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Procedimiento cromatografico.

A 1ml de plasma se le agregan 100 ul de 19-Nortestosterona como estandar
interno. Los esteroides se extrajeron con 5 ml de éter dietilico-diclorometano
(60:40, v/v) y se agitaron en vértex. Se centrifugaron a 1000 g durante 5 min.
Se obtuvo la fase organica y se mezclé con 1 ml de agua HPLC. Después de
agitarla mezcla, se centrifugé a 1000 g durante 5 min y se extrajo nuevamente
la fase organica. Esta se evapord con nitréogeno a temperatura ambiente. El
residuo se redisolvié en 100 pl de agua-metanol (60:40 v/v). Para la evaluacién
de los esteroides, se utiliz6 un cromatégrafo liquido de alta resolucion,
utilizando como fase mévil una mezcla de acetonitrilo:agua (65:35 v/v) con un
flujo de 0.4 ml/min. Las separaciones se realizaron a temperatura de 40°C, en
una columna Symmetry C18 fase reversa (2.0 x 150 mm, Waters Co., USA).
Para bombear la fase movil se utilizé un sistema controlador marca Waters
600-MS

Los esteroides se evaluaron con un detector de absorbancia UV visible marca
Waters. La deteccién de progesterona y corticosterona se utilizé6 una A de 245
nm; para estradiol la A fue de 210 nm. Los resultados se analizaron con una

estacion de trabajo Milenium 32 marca Waters.

10.3 Evaluacion de parametros reproductivos en los machos

10.3.1 Conducta sexual masculina.

Para la evaluacion conductual, los machos se colocaron con hembras receptivas,
previamente ovariectomizadas y tratadas con estradiol (10 pg) y progesterona
(2 mg, 4 horas antes de la prueba de conducta). Los machos se colocaron en
redondeles de acrilico transparente de 3mm de espesor, se dejaron durante 5
minutos para permitir que el animal se habituara al lugar. Se registré la
latencia de monta (tiempo que el macho tarda en realizar la primera monta),
latencia de intromisién (tiempo que el macho tarda en realizar la primera

intromisién), latencia de eyaculacién (tiempo transcurrido desde la primera
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intromisién hasta la eyaculacién), nimero de montas (niimero de montas antes
de cada eyaculacién), nimero de intromisiones (nimero de intromisiones antes
de cada eyaculacién), nimero de eyaculaciones que los machos presentaron
durante el tiempo de prueba. Se obtuvo el porcentaje de animales que
copularon y el porcentaje de animales que eyacularon. Se realizaron 4 sesiones

de conducta sexual una vez por semana, con duracién de 30 minutos cada una. .

10.3.2 Evaluaciéon de 6rganos reproductores en los machos

Se obtuvo el peso de cada uno de los animales. Posteriormente los machos
fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital soédico a
una dosis de 60mg/kg de peso. Después de que la anestesia tuvo efecto se
realizé una incisién en la linea media del abdomen inferior, inmediatamente
ambos testiculos, las glandulas seminales y la préstata fueron disectados
cuidadosamente y pesados de inmediato. Inmediatamente se realizé un corte en
la cavidad toracica para sacrificar al animal y realizar la extracciéon de sangre

directamente del corazon para la evaluacion de hormonas

10.3.3 Analisis Espermatico

Obtencion de espermatozoides

Inmediatamente después de extraer los 6rganos reproductores, se obtuvo la
cauda del epididimo, se le realizaron dos cortes para obtener los
espermatozoides en 1 ml de solucion salina, atemperada a 37°C. Se realizé el
analisis espermatico analizando los siguientes parametros..

Movilidad. Se tomaron 10 ul de la suspensiéon de espermatozoides y se
colocaron en un portaobjetos atemperado a 37°C, se colocd un cubreobjetos y se
observaron con un microscopio de campo claro, a un aumento de 400X. Se
contaron los espermatozoides méviles (con movilidad progresiva) e inméviles.
La movilidad se expres6 en porcentaje de espermatozoides moviles del total de

espermatozoides contados (200 por preparacién).
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Viabilidad. La viabilidad espermatica se determiné por el método aprobado por
la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2010). Se tomaron 10 pl de la
suspension de espermatozoides, se colocaron sobre un portaobjetos y se tineron
con 10 pl de una solucién de eosina-nigrosina, se coloc6 un cubreobjetos y se
observaron con un microscopio de campo claro a un aumento de 400X. Los
espermatozoides no tenidos se consideraron vivos y los tefnidos en rojo se
consideraron muertos. La viabilidad se expres6 como el porcentaje de
espermatozoides no tefiidos del total de espermatozoides contados (200 por

preparacién).

Cuenta espermatica. Para realizar la cuenta espermatica, se tomaron 25 ul de
la suspension de espermatozoides y se mezclaron con 500 pul de agua destilada.
La mezcla se agité suavemente por inversion y se colocaron 10 pl en una
camara de Neubauer. Se contabilizaron los espermatozoides presentes en 8
cuadrados externos de cada una de las dos cuadriculas de la camara. La
concentracion espermatica se calculé multiplicando el nimero de
espermatozoides contados x 21 x 8 x 104 + 2. La cuenta espermatica se expreso

en espermatozoides x 106/ml.

Morfologia espermatica. Se tomaron 10 pl de la suspensién de espermatozoides,
se colocaron sobre un portaobjetos, se cubrieron con un portaobjetos y se
observaron con un microscopio de campo claro a un aumento de 400X. Se
observaron 200 espermatozoides por preparaciéon contando aquellos
espermatozoides que presentaron algin defecto en su estructura que fuese
distinta a la estructura tipica (cabeza en forma de hoz unido a un flagelo largo
que termina en punta), tales como el desprendiemieto de la cabeza o el

doblamiento de la cabeza.

10.3.4 Evaluaciéon de apoptosis en células testiculares por TUNEL.
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Fijacion del tejido. Se disecté uno de los dos testiculos de cada rata y se
perfundi6 con 1mL de PBS a través de la arteria testicular. Inmediatamente se
inyecto 1mL de para formaldehido al 4% y se dej6 reposar el testiculo por 24hrs
en un vial con para formaldehido al 4%. Posteriormente se realizé un corte
longitudinal en el testiculo y enjuago con PBS y alcohol al 70% dejando reposar

por 24hrs.

Deshidrataciéon. Para la deshidratacion del tejido se utilizé un histoquinet en
donde el tejido fue sumergido en alcoholes y xilenos en el siguiente orden:
Alcohol 80% 1.5hrs, Alcohol 96% 1.5hrs, Alcohol 96% 1.5hrs, Alcohol 96%
1.5hrs, Alcohol absoluto 1hr, Alcohol absoluto 1hr, Alcohol absoluto 1hr,
Alcohol absoluto-xilol (1:1) 1hr, Xileno 1, Xileno 2, Parafina 1 y Parafina 2.

Inclusion en parafina. Los tejidos se incluyeron en parafina para formar
bloques. Posteriormente se realizaron cortes del tejido en un micrétomo con un
grosor de 5u y se colocaron en un portaobjetos (laminillas) previamente tratado

con poli-L-lisina.

Técnica de TUNEL. Se utilizé el kit In Situ Cell Death Detection Kit(Vial 1,2 y
3), POD, ROCHE. Para la desparafinacién de las laminillas, se colocaron en
una estufa a 60°C durante lhr. Posteriormente fueron sumergidos en las
siguientes soluciones en el orden correspondiente: Xilol I 5min., Xilol I 5min. y
OH-Xilol 5min. En la hidratacién de los tejidos, los portaobjetos se sometieron
en banos de etanol en el siguiente orden: Etanol 100% 3min., Etanol 100%
3min, Alcohol 96% 3min., Alcohol 80% 3min. y Alcohol 70% 3min. Al terminar
las laminillas fueron lavadas con PBS y se dejaron reposar en la misma
solucion por 24hrs. Se delimité el area del tejido en el portaobjetos con un lapiz
punta diamante y se anadi6 50ul de proteinasa K a una concentracion de
20pug/ml disuelto en TrissHCI 10 mM / EDTA 0.1 mM con pH 8.0.

Inmediatamente se cubrid el tejido con un pequeno cuadro de parafilm y se
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incubo en una camara himeda en oscuridad a 37°C por 30min. Se retir6 el
parafilm y las laminillas fueron lavadas 2 veces con PBS por 5min/lavado. Las
laminillas se colocaron en un gel refrigerante congelado y se anadi6é 100ul de la
solucién de permeabilizacién (Triton X-100 al 0.1%/Citrato de Sodio al 0.1%).
Se anadié 25ul de la mezcla de reaccién de TUNEL (17.5ul del Vial 1y 157.5ul
del vial 2), se cubrié con parafilm y se incub6é en una cdmara himeda en
oscuridad a 37°C por lhr. Las laminillas fueron lavadas 3 veces con PBS. Se
anadi6 25ul de PBS sobre el tejido y se colocd un cubreobjetos para observar al
microscopio de fluorescencia a una longitud de onda de 450-500nm (luz verde).
Se contaron las células apoptéticas (color verde fluorescente) de 100 tibulos

seminiferos.

Para la observacion de las células apoptoéticas en campo claro, se anadié 50ul de
converted-POD (vial 3) directamente en el tejido. Se cubrié inmediatamente con
parafilm y se incubé en una cdmara humeda oscura a 37°C por 30min. Las
laminillas fueron lavadas 3 veces con PBS y se anadieron de 50 a 100ul de DAB
(diaminobencidina) manteniéndolo por 5min. Se lav6 inmediatamente con PBS.
Posteriormente se realizé una tincién con hematoxilina por 8min; se lavd con
agua de la llave, con agua destilada, con alcohol 96%, alcohol 100%, OH-Xilol
y Xileno. Se anadi6 una gota de glicerina y se coloc6 un cubreobjetos para
observar en un microscopio de campo claro a 400X. Las células apoptoéticas se

1dentificaron mediante una coloracién café.

10.3.5 Cuantificaciéon de testosterona y corticosterona.

Para la cuantificacién de testosterona y corticosterona se utilizé el mismo
procedimiento por HPLC descrito en la cuantificacion de hormonas femeninas.
Los esteroides se evaluaron con un detector de absorbancia UV visible marca
Waters. Para la deteccion de Testosterona y corticosterona se utilizé una A de
245 nm. Los resultados se analizaron con una estaciéon de trabajo Milenium 32

marca Waters.
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10.4 Prueba de fertilidad en machos y hembras

Esta prueba se realiz6 en hembras y machos

Se pusieron a copular los siguientes grupos:

Hembras Control — Machos Control

Hembras Control — Machos Estresados

Hembras Estresadas — Machos Control

Hembras Estresadas — Machos Estresados

En condiciones normales, con dos eyaculaciones se asegura la prefiez de una
hembra. Se permitié que los machos eyacularan dos veces sin ningtn limite de
tiempo. Se evalub el tiempo de gestacion y el nimero de crias por camada entre

los grupos.

11 ANALISIS ESTADISTICO

Los niveles de corticosterona en las hembras gestantes se analizaron ANOVA
de una via. Los parametros de conducta sexual femenina, las concentraciones
hormonales y el analisis espermatico se analizaron con una prueba t- student.
Los parametros de conducta sexual masculina se analizaron con ANOVA de
medidas repetidas, de dos vias, seguida de la prueba de Newman-Keuls. Los
porcentajes con Chi-cuadrada. El numero de crias se analiz6 con ANOVA
seguida de la prueba de Kruskal-wallis seguida de Dunn y el nnivel de

significancia se fij6 en p<0.05

12 RESULTADOS

12.1 Corticosterona en hembras gestantes

Las hembras gestantes del grupo control presentaron concentraciones séricas
de corticosterona menores, con valores de 250 ng/ml en comparacién con las
hembras gestantes que fueron sometidas a estrés por inmersién en agua fria,
las cuales presentaron mayores concentraciones séricas de corticosterona en los
dias 18 y 19 de gestacién con valores de hasta 550ng/ml (Fig.17).

46



HEMBRAS GESTANTES

750

P i

= i
= i *
S | #
-

Z S0

— -

b

z L

l'_-_\

.-_' L

:m L

)

- 2500

o i

—

: L

9]

0

CON STRd18 STRd19

Fig. 17. Efecto del estrés por inmersién en la concentracién sérica de corticosterona en hembras
gestantes. Se observa mayor concentracién sérica de corticosterona en las hembras STR en los
dias 18 y 19 de gestacién en comparaciéon con el grupo control. CON grupo control, STRd18-
grupo de estrés al dia 18 de gestaciéon y STRA19- grupo de estrés al dia 19 de gestacién con una
n=5 para cada grupo. Los datos se muestran como Media + E.E.M. y se analizaron con ANOVA
de 1 via. *p<0.01 comparado con el control.

12.2 Descendencia femenina y masculina.
Para el grupo control se obtuvo un total de 65 crias, de las cuales, 37 fueron
hembras y 28 machos. Para el grupo de estrés prenatal se obtuvo un total de 75

crias, de las cuales 39 fueron hembras y 36 machos.

12.3 Hembras

12.3.1 Ciclo estral (n=37 control, n=39 estrés prenatal)

Las hembras del grupo control mostraron una correcta progresién del ciclo
estral, presentando un bajo porcentaje (20%) de alteraciones (TABLA 1). La
ciclicidad a lo largo de las 3 semanas en que fueron tomados los frotis vaginales
fue adecuada y se observé el cambio de una etapa a otra, es decir, de metaestro
a diestro, de diestro a proestro, de proestro a estro y de estro a metaestro, esto,

para el grupo control (Fig. 18). Las ratas que fueron estresadas prenatalmente
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mostraron un mayor porcentaje (80%) de alteraciones en las etapas del ciclo
estral, ya que los tiempos de duracidon para cada etapa fueron se extendieron
por 2 y 3 dias, observandose principalmente un alargamiento en las etapas de
estro y proestro en comparacién con las del grupo control (TABLA 2). Por lo que
debido a estos alargamientos se observaron alteraciones en el patron ciclico de

las distintas etapas a lo largo de las 3 semanas. (Fig. 19).

TABLA 1.
Duracién de las etapas del ciclo estral tomadas mediante frotis vaginales por
tres semanas para el grupo control.
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TABLA 2.

Duracion de las etapas del ciclo estral tomadas mediante frotis vaginales por

tres semanas para el grupo estrés prenatal.
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con el macho. Las letras marcadas en azul representan el dia en que las hembras quedaron

alteraciones del ciclo. La flecha indica el dia en que tuvieron contacto sexual por primera vez
prenadas.

E:Estro, P: Proestro, M:Metaestro y D: Diestro. Las letras marcadas en rojo representan las
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Fig. 18. Las graficas representan la ciclicidad a lo largo de las distintas etapas del ciclo estral a
lo largo de 3 semanas, esto, para el grupo control (cada una de las graficas muestra el ciclo
estral de una rata). E. Estro, P. Proestro, M. Metaestro y D. Diestro. Se observa ciclicidad en
las etapas del ciclo estral en cada una de las graficas.
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Hembras Estrés Prenatal
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Fig. 19. Las graficas representan la ciclicidad a lo largo de las distintas etapas del ciclo estral a
lo largo de 3 semanas, esto, para el grupo estresado prenatalmente (cada una de las graficas
muestra el ciclo estral de una rata). E. Estro, P. Proestro, M. Metaestro y D. Diestro. Se
observan alteraciones en la ciclicidad y duracién de las etapas del ciclo estral, Grafica 1:
alargamiento en la etapa de estro, Grafica 2 y 3: alargamiento en las etapa de estro y proestro.
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En el grupo de EP, como ya se menciono, se observd un 80% de alteraciones en
el ciclo estral en comparacion con las hembras control que mostraron un 20%

(Fig. 20).
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Fig.20. Efecto del estrés prenatal (EP) sobre el porcentaje de ciclos estrales anormales. Se
observa un mayor porcentaje de ciclos estrales anormales para el grupo EP en comparaciéon con
el control. Los datos fueron analizados con una prueba de chi-cuadrada *p < 0.05 comparado
con el grupo control.

12.3.2 Conducta sexual femenina (n=37 control, n=39 estrés prenatal)

En las pruebas de conducta sexual femenina, se observdé que las hembras
control y estresadas prenatalmente presentaron conducta proceptiva (hopping
y darting), asi como receptiva (lordosis) las hembras del grupo control tuvieron
un cociente lordético del 100% en la etapa en que se encontraban receptivas
(Proestro). De igual forma, las hembras estresadas prenatalmente tuvieron un
cociente lordodtico de 95% que fue similar al de las hembras control. Estas
hembras también presentaron receptividad en la etapa de proestro, a excepcion
de dos hembras que, a pesar de estar en la etapa de proestro por varios dias, en

ninguno de ellos mostraron lordosis (Fig. 21).
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Fig.21. Efecto del estrés prenatal sobre el cociente lorddtico de ratas hembras adultas. EP
grupo de estrés prenatal, CON grupo control. Se observa que no hay diferencias significativas
en el cociente lordotico entre el grupo CON y EP. Los datos se muestran como X + E.EM. y
fueron analizados con una prueba t- student *p<o0.05 comparado con el grupo control.

La intensidad de la lordosis en un 90% de las hembras control fue de nivel 3.
Sin embargo en las hembras sometidas a estrés prenatal, la intensidad de la
lordosis fue menor ya que un 70% presento intensidad de lordosis de 3, y un
30% de las hembras mostraron intensidades de 1 y 2 en comparaciéon con el

grupo control. (Fig. 22).

301
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Fig. 22. Efecto del estrés prenatal sobre la intensidad de lordosis en ratas hembras adultas. EP
grupo estrés prenatal y CON grupo control. Se observa una disminucién en la intensidad de
lordosis para el grupo EP en comparacién con el grupo CON. Los datos se muestran como X +
E.E.M. y fueron analizados con una prueba t- student *p<o.05 comparado con el grupo control.
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12.3.3 Peso corporal (n=21 Control, n= 24 estrés prenatal)

El peso corporal de las hembras control en la edad adulta fue mayor, con un
peso en promedio de 249.782 en comparacién con las hembras estresadas
prenatalmente que mostraron una disminucién significativa en el peso corporal

con un peso en promedio de 217.95g (TABLA 3).

12.3.4 C)rganos reproductores de las hembras

Las hembras del grupo control tuvieron un mayor peso ovarico en la etapa de
proestro (n=24), que fue en promedio de 75.76mg en comparacién con el grupo
estresado prenatalmente (n= 24) que mostré un menor peso con un promedio de
64.58mg, habiendo diferencias significativas entre ambos grupos. Los valores
del peso ovéarico en las etapas de diestro para el grupo de estrés prenatal (n=24)
no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo control (n=18). El
peso de Uteros en etapas de proestro (n= 12) y diestro (n=9 control y n=2 EP) no
mostrd diferencias significativas entre el grupo control y el de estrés prenatal.
Asi mismo, el nimero de foliculos en las etapas de proestro (n=24 control y
n=24 EP) y diestro (n=18 control y n=24 EP) no fue diferente entre los grupos
mencionados (TABLA 3).

TABLA 3.
PESO CORPORAL, PESO DE OVARIOS, PESO DE UTEROS Y NUMERO DE
FOLICULOS
Peso Corporal (g) Peso Ovarios (mg) | Peso Utero (mg) Numero de Foliculos

Proestro | Diestro | Proestro | Diestro | Proestro | Diestro

Control | 249.78 +7.70 75.76 + | 60.00+ | 562.30 | 467.50 | 18.75+ | 19.50+
3.85 3.29 +39.27 | +45.93 | 1.09 0.50

EP 217.95 +5.85* 64.58 + | 62.08 £ | 481.75 457.50 19.21+ | 16.33%
240* 1.80 5591 | +£25.10 | 1.26 2.13

X+ E.E. *p<0.05 comparado con el grupo control.
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12.3.5 Estradiol y progesterona

Las concentraciones séricas de estradiol en las etapas de estro y proestro para
las hembras del grupo control presentaron valores normales de entre 60 y 90
pg/ml, sin embargo, las hembras sometidas a estrés prenatal mostraron
mayores niveles séricos de estradiol, con valores de entre 180 y 210 pg/ml, esto,

en comparacién con el grupo control (Fig. 23).
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Fig. 23. Efecto del estrés prenatal sobre la concentraciéon sérica de estradiol en ratas hembras
adultas en etapas de estro y proestro. EP grupo de estrés prenatal. Se observa una mayor
concentracion sérica de estradiol en el grupo EP en comparacién con el control (n=12 control y
n= 12 EP). Los datos se muestran como X + E.E.M. y fueron analizados con una prueba t-
student. *p<0.05 comparado con el control.

Por otra parte, no hubo diferencias significativas en las concentraciones séricas
de progesterona para las hembras control en etapa de diestro en comparacion
con el grupo de estrés prenatal, obteniendo valores similares de entre 27 y 37

ng/ml para ambos grupos (Fig. 24).
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Fig. 24. Efecto del estrés prenatal sobre la concentracion de progesterona en plasma de ratas
hembras adultas en etapa de diestro. EP grupo de estrés prenatal. Se observa que no existen
diferencias significativas entre las concentraciones de progesterona para los grupos EP y
control (n=9 control y n=12 EP). Los datos se muestran como X + E.E.M. y fueron analizados
con una prueba t- student. *p<o0.05 comparado con el control.

12.3.6 Corticosterona

Las hembras del grupo control mostraron menores niveles de cosrticosterona
en suero con valores de 170ng/ml en comparacion con el grupo estrés prenatal
que mostrar6 un aumento significativo en los niveles séricos de corticosterona

mostrando valores de hasta 425ng/ml. (Fig.25).
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Fig.25. Efecto del estrés prenatal en los niveles de corticosterona en suero de ratas hembras. Se
observa un aumento significativo en los niveles séricos de corticosterona del grupo estrés
prenatal (EP) en comparacién con el grupo control (CON) (n=21 control y n=24 EP). Los datos
se muestran como X + E.E.M y fueron analizados con una proeba t-student. *p<o0.05 comparado
con el control.
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12.3.7 Fertilidad

En las pruebas de fertilidad, el grupo formado por hembras control y machos
control (HC/MC), presenté una tasa de fertilidad exitosa, al quedar gestantesel
100% de las hembras pertenecientes a este grupo. El grupo conformado por
hembras estresadas prenatalmente y machos estresados prenatalmente
(HEP/MEP), mostré una baja tasa de fertilidad comparado con el grupo control,
ya que so6lo el 70% de las hembras lograron quedar prenadas. El grupo
conformado por hembras estresadas prenatalmente y machos control
(HEP/MC) se comporté de manera similar al grupo HEP/MEP, obteniendo una
baja tasa de fertilidad en comparacién con el control. Finalmente para el grupo
de hembras control y machos estresados prenatalmente (HC/MEP), también se
obtuvo una baja tasa de fertilidad, con diferencias significativa respecto al

grupo control, ya que sélo el 50% de las hembras quedaron gestantes (Fig. 26).
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Fig.26. Efecto del estrés prenatal sobre la fertilidad en ratas hembras y machos adultos. En el
grupo control HC/MC el 100% de las hembras quedaron gestantes. Las hembras y los machos
EP tuvieron menores porcentajes de ehmbras gestantes, ya sea que copularan con animales
control o EP (n=7 para cada grupo). Los datos se muestran como porcentajes *p<0.05
comparados con el grupo EC/MC. HC: Hembras Control, MC: Machos Control, HEP: Hembras
etresadas prenatalmente, MEP: Machos estresados prenatalmente.

57



El grupo control HC/MC tuvo entre 9 y 13 crias por camada. Los grupos
HEP/MEP y HEP/MC tuvieron menor nimero de crias en comparaciéon con el
grupo control, con camadas de 5 a 8 crias. El grupo de HC/MEP presento el
menor numero de crias en comparacion con el grupo control, el bajo porcentaje
de hembras que estaban gestantes obtuvieron de 2 a 4 crias por camada (Fig.

27).
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Fig. 27. Efecto del estrés prenatal sobre el numero de crias en ratas hembras adultas. El estrés
prenatal provoca una disminuciéon en el nimero de crias en hembras que pertenecen a los
grupos HEP/MEP, HEP/MC y HC/MEP en comparacién con el grupo control HC/MC. Los datos
fueron analizados por ANOVA de una via, seguida de Kruskal-wallis y Dunn. P<0.05. HC.
Hembras Control, MC. Machos Control, HEP. Hembras etresadas prenatalmente, MEP.
Machos estresados prenatalmente. Los datos se muestran como X + E.E.M. *p<o0.05 comparado
con el control.
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12.4 Machos

12.4.1 Conducta Sexual Masculina (n=28 control y n=36 estrés prenatal)

El porcentaje de machos estresados prenatalmente que copularon fue similar al
del grupo control (80%). Tampoco se observaron diferencias en el porcentaje de

machos que eyacularon entre los dos grupos (Fig. 28).
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Fig. 28. Efecto del estrés prenatal sobre el porcentaje de machos que copularon y machos que
eyacularon. Se observa que el grupo de estrés prenatal (EP) se comporta de manera similar al
control. Los datos fueron analizados con una prueba de chi-cuadrada. *p<o0.05 comparados con
el control.

Con respecto a los parametros de la conducta sexual, los machos del grupo
control presentaron una disminucién progresiva en las latencias de monta,
Intromisién y eyaculacion a lo largo de las 4 pruebas. En contraste, los machos
del grupo de estrés prenatal mostraron latencias de montas e intromisiones
mas grandes en comparacion con el grupo control en las pruebas 2, 3 y 4. Las
latencias de eyaculaciéon tanto para el grupo control como para el grupo de
estrés prenatal no fueron diferentes entre si, y para ambos grupos se observo

una disminucién progresiva (Fig. 29).
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m eyaculaciones evaluadas a lo largo de 4

- 500 pruebas realizadas 1 vez por semana. EP
grupo de estrés prenatal y CON grupo

g control. Los datos fueron analizados con un

3 ANOVA medidas repetidas de dos vias,

L1
CON1EF1 CONZ EFZ CONI EF3 CON4 EF4 seguida de una prueba de Newman-Keuls.
Los datos se muestran como X + E.E.M.
*p<0.05 comparado con el control.

Los resultados en el nimero de intromisiones y eyaculaciones totales,
mostraron un aumento progresivo a lo largo de las 4 pruebas tanto para el
grupo control, asi como para el grupo de estrés prenatal. Se observaron
algunas variaciones en el nimero de montas a lo largo de las 4 pruebas, sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre el grupo control y el

grupo de estrés prenatal (Fig. 30).
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Fig.30. Efecto del estrés prenatal sobre el
numero de montas, intromisiones y
eyaculaciones evaluadas a lo largo de 4
pruebas realizadas 1 vez por semana. EP
grupo de estrés prenatal y CON grupo
control. Los datos fueron analizados con un
ANOVA medidas repetidas de dos vias,
seguida de una prueba de Newman-Keuls.
Los datos se muestran como X + E.E.M.

12.4.2 Peso corporal (n=28 control y n=36 estrés prenatal)

El peso corporal de los machos control en la edad adulta fue mayor con un peso

promedio de 369.47g en comparacion con el grupo estresado prenatalmente que

prsento un menor peso corporal con un promedio de 341.90g (TABLA 4).
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12.4.3 ()rganos reproductores masculinos

Los

machos estresados prenatalmente tuvieron pesos testiculares

significativamente menores a los de los machos control (n=56 control y n=72).
Los pesos de las glandulas seminales y de las préstatas (n=28 control y n=36
estrés prenatal) presentaron valores similares, tanto para los machos control

como para los machos de estrés prenatal (TABLA 4).

TABLA 4.
PESO CORPORAL Y PESO DE TEST{CULOS, GLANDULAS SEMINALES Y
PROSTATA.
Peso Corporal (g) Peso Testiculos Peso Glandulas Peso de Prostata
(9) Seminales (g) (9)
Control | 369.47 + 11.67 1.74 £0.02 156 £0.04 0.67 £ 0.02
EP 341.90 £ 6.24* 151+0.04* 1.62 +0.04 0.65 £ 0.02

*p<0.05 en comparaciéon con el grupo control.

12.4.5 Parametros espermaticos

Los datos obtenidos en los parametros espermaticos para los machos del grupo
control reflejan un mayor porcentaje de movilidad (82%) y viabilidad (85%) al
igual que una mayor concentracién espermatica de 140x10¢ espermatozoides en
comparacion con los machos del grupo de estrés prenatal que presentaron una

concentracion de 100x106 esprmatozoides, 60% de movilidad y 62% de

viabilidad. (Fig. 31).
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Fig.31. Efecto del estrés prenatal sobre pardmetros espermaéticos (concentracién, movilidad y
viabilidad) de la rata macho adulta. Para el grupo estrés prenatal (EP) se observa una
disminucién en el porcentaje de movilidad y wviabilidad, asi como disminucién en la
concentracién espermética en comparacién con el grupo control (n=28 control y n=36 estrés
prenatal). Los datos se muestran como X = E.E.M. La concentracion esprmatica fue analizada
con una prueba t- student y los porcentajes con una prueba de chi-cuadrada. *p<o.05 en
comparacion con el control.

12.4.6 Morfologia espermatica

Los espermatozoides presentes en el epididimo de los machos control mostraron
una morfologia tipica (cabeza en forma de hoz y flagelo largo que termina en
punta). Los espermatozoides de ratas que fueron sometidas a estrés prenatal
presentaron un mayor porcentaje de alteraciones morfolégicas (15%) en
comparacién con el grupo control (2%)(Fig. 32). Principalmente se observé la
presencia de cabezas sin cola, colas sueltas, y cabezas dobladas (Fig.33).
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Fig.32. Efecto del estrés prenatal sobre el porcentaje de alteraciones morfolégicas presentes en
los espermatozoides de rata macho adulta. EP grupo de estrés prenatal. Se observa un aumento
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en el porcentaje de alteraciones morfologicas de los espermatozoides para el grupo EP en
comparacién con el grupo control (n=28 control y n=36 estrés prenatal). Los datos fueron
analizados por una prueba de chi-cuadradada. *p<o.05 en comparacién con el control.

Fig. 33. Alteraciones morfolégicas en espermatozoides de ratas macho adultas, ocasionadas por
estrés prenatal, se observa la presencia de cabezas sin cola (flecha roja), colas sueltas (flecha
verde) y cabezas totalmente dobladas (flecha azul). 400x. Barra de medicién: 10 pm

12.4.7 Apoptosis en células testiculares

En el grupo control se observé un 20% de tabulos con células apoptoéticas. En
comparacion, las ratas macho que fueron sometidas a estrés prenatal
mostraron un mayor porcentaje (45%) de ttibulos seminiferos con células
apoptéticas (Fig. 34).

10

v TUBULOY CON CELULAY APOPTOTICAS
2

1]

CON EP

Fig. 34. Efecto del estrés prenatal sobre el porcentaje de tubulos seminiferos con células
apoptoticas. Se observa un aumento significativo en el porcentaje de tubulos con células
apoptoicas para el grupo de estrés prenatal (EP) en comparacién con e grupo control. Los datos
se muestran como X+ E.E.M. *p<0.001 comparado con el control.
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Fig. 35. Efecto del estrés prenatal sobre el nimero de células apoptoticas por tubulo seminifero.
Se observa un aumento sigificativo en el namero de células apoptoticas presentes en los tabulos
seminiferos para el grupo estresado prenatalmente (EP) en comparacién con el grupo control
(CON) (100 tubulos por grupo) Los datos se muestran como X + E.E.M. *p<o.05 comparado con
el control.

Ademas, los tubulos seminiferos de los testiculos de los machos estresados
prenatalmente presentaron un mayor numero de células apoptéticas por tabulo
(Fig. 35 y 37), asi como mayor niimero de células de Leydig en apoptosis (Fig.
36).
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Fig. 36. Efecto del estrés prenatal sobre el nimero de células de Leydig apoptoticas. Se observa
un mayor niimero de células de Leydig apoptoticas para el grupo estresado prenatalmente (EP)
en comparacién con el grupo control (CON). Los datos se muestran como X+ E.E.M. *p<o.05
comparado con el control.
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Fig. 37. Fotografias de cortes tesiculares en la rata por microscopio de fluorescencia (450-
500nm) donde se observa la presencia de células apoptoticas por la técnica de TUNEL. A.
Grupo control. B. Grupo de estrés prenatal. C. Tuabulo seminifero de rata estresada
prenatalmente. Las células apoptoticas representan los puntos fluorescentes. Aumento 200x.

El tipo de células que se observaron en apoptosis fueron principalmente
espermatocitos primarios en las etapas VII y VIII (Fig. 38)

Fig. 38. A. Fotografia de un tibulo seminifero de rata control en donde se observa la presencia
de una espermatogonia en apoptosis (flechas) detectada por la técnica de TUNEL. B. Fotografia
de un tdbulo seminifero de rata estresada prenatalmente en donde se observa la presencia de
espermatocitos (paquiteno) en apoptosis (flechas) detectadas en la etapa VII por la técnica de
TUNEL (400X y 1000X).
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12.4.8 Testosterona

Los machos estresados prenatalmente tuvieron concentraciones séricas de

testosterona significativamente menores que las de los machos control (Fig.

4
39). .
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Fig. 39. Niveles de testoterona en suero de ratas macho adultas. Los machos del grupo de
estrés prenatal (EP)tuvieron concentraciones séricas de testosterona significativemebte
menores a las obervadas en los machos del grupo control ((n=28 control y n=36 estrés prenatal).
Los datos se muestran como X + E.E.M. *p<o0.05 comparado con el control.

12.4.9 Corticosterona

Los machos del grupo control presentaron una menor concentraciéon de
corticosterona en suero en comparaciéon con el grupo EP. Los machos que
pertenecian al grupo EP presentaron un aumento significativo en la
concentracién sérica de corticosterona en comparacién con el grupo control (Fig.

40).
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Fig. 40. Efecto del estrés prenatal en los niveles de corticosterona en suero de ratas macho. Se
observa un aumento significativo en los niveles séricos de corticosterona del grupo estrés
prenatal (EP) en comparacién con el grupo control (CON) (n=28 control y n=36 estrés
prenatal).. Los datos se muestran como X+ E.E.M. *p<o0.05 comparado con el control.

12.4.10 Fertilidad

Los machos estresados prenatalmente presentaron una baja tasa de fertilidad
al prenar solo a un 50% de las hembras en comparacién con el grupo control

(Fig. 26).

13 DISCUSION

Las hembras gestantes sometidas a estrés por inmersién presentaron mayores
concentraciones de corticosterona en el suero los dias 18 y 19 gestacién. Estos
hallazgos son consisentes con reportes previos, en los que se observa un
aumento de costicosterona en las hembras gestantes expuestas a estrés (Ward
et al., 1980; Ward, 1984). Estos resultados son consecuencia de la respuesta por
parte del eje hipotalamo-hipo6fsis-adrenal, en donde el tipo, la intensidad y la
duracion del estresor son determinantes en la respuesta de un organismo, por
lo que la exposicion prolongada produce altos niveles de glucocorticoides en la

sangre (Angelucci, 2000).

Hembras

Se sabe que la exposiciéon de las hembras gestantes a estrés créonico produce
cambios en el metabolismo de las crias en la edad adulta, asi como también
cambios en el comportamiento sexual y en la regulacion neuroendocrina
(Maccari et al., 2003; Owen et al., 2005; Weinstock, 2005). Se ha demostrado
que el estrés prenatal ocasiona hiperactividad del eje hipotalamo-hipoéfisis-
adrenal en la descendencia en la edad adulta (Clarke et al., 1994; Fride et al.,
1986 y Peters, 1982). Los altos niveles de glucocorticoides liberados por parte
de la madre son capaces atravesar la barrera placentaria y afectar el desarrollo

de las glandulas suprarrenales del feto (Mayer, 2004; Klemcke et al., 1995). La

68



hiperactivdad del eje HHA en las crias puede generarse por una disminucion
en el numero de receptores a corticosterona en el hipocampo, que es el control
principal de la retroalimentacion negativa por parte de los glucocorticoides, por
lo que una disminuciéon de estos receptores ocasionaria un aumento en la
secreci6n de corticosterona (Maccari et al., 1995; Maccari et al., 2003). Estos
reportes coinciden con los resultados obtenidos en este trabajo en relacién a los
altos niveles de corticosterona observados en la descendencia (Clarke et al.,
1994; Fride et al., 1986 y Peters, 1982). Debido a que los niveles de este
corticosteroide fueron mucho maés elevados en las hembras estresadas
prenatalmente, podemos concluir que el estrés prenatal causa mayor afectacion
en el eje adrenal de la descendencia femenina. Esta hiperactividad del eje
adrenal parece ser uno de los factores que alteran la funcién del eje gonadal en

la etapa adulta.

Ciclo estral

Cada vez hay mas evidencia de que las variaciones en el ambiente prenatal
puede influir en la capacidad reproductiva de las crias en la edad adulta
(Maccari et al., 2003). Los resultados de este estudio demuestran que el estrés
prenatal (EP) causa alteraciones en el ciclo estral de las ratas hembras adultas,
presentandose un alargamiento en las etapas de estro y proestro. Estos
resultados son congruentes con lo reportado por Lorraine et al.,, 1978 que
observo un alargamiento en las etapas de estro a metaestro. Las elevadas
concentraciones séricas de estradiol observadas en las etapas de estro y
proestro en las hembras estresadas prenatalmente podrian explicar el
alargamiento de estas etapas, ya que se ha reportado que la proliferacion y
queratinizacién del epitelio vaginal son dependientes del estradiol (Tanriverdi
et al., 2003). El ciclo estral de la rata est4 bajo influencia de las hormonas del
eje HHOvario, tales como FSH, LH, estrogenos y progesterona. Es probable que
la concentracién excesivamente alta de estradiol pudiera estar inhibiendo la

secrecion normal de GnRH o de kisspeptina, bloqueando o disminuyendo la
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tasa de ovulacion en las ratas estresadas prenatalmente. Esto podria explicar
parcialmente la disminucién en las tasas de gestacion de las hembras
estresadas prenatalmente. Otra posibilidad es que la elevada concentracion de
corticosterona en las hembras EP podria interferir con el adecuado desarrollo
de los fetos y causar la reabsorcion de algunos. Estos hallazgos sugieren que el
estrés prenatal podria estar afectando el desarrollo del cerebro femenino fetal,
debido probablemente a un exceso de glucocorticosteriodes maternos, los cuales
son capaces de atravesar la barrera placentaria y afectar el cerebro del feto
(Barbazanges et al., 1996, Welberg y Seckl, 2001), principalmente en las
estructuras hipotalamicas, tales como el ntucleo arcuato, el area ventral
periventricular y el area preodptica, los cuales son los encargados de controlar la
secrecién de GnRH (Rhees, 1999) cuya funcién es el control del eje HHG, de las
crias en la edad adulta. Sin embargo, queda por evaluar esta posibilidad en

futuras investigaciones.

Conducta sexual

Las hembras estresadas prenatalmente y las del grupo control presentaron
conducta proceptiva y receptiva sélo en la etapa de proestro, como se esperaba.
Sin embargo, el 70% de las hembras estresadas prenatalmente que mostraron
alteraciones en el ciclo estral, manteniéndose en la etapa de proestro hasta tres
dias consecutivos, s6lo presentaron receptividad sexual un solo dia del ciclo, y
no en los tres dias que estuvieron en proestro, como podria haberse esperado.
Este hecho muestra que el proestro vaginal no coincide con el proestro
conductual, lo que podria sugerir que los mecanismos neuroldgicos que
controlan la conducta receptiva de las hembras EP se disocia de los
mecanismos neuroendocrinos que controlan la produccion de estradiol en los
ovarios. Un hallazgo interesante de este trabajo fue que las hembras estresadas
prenatalmente normalizaron su ciclo estral al estar en contacto con los machos
en la ultima semana. Esto podria explicarse por las feromonas liberadas por

parte de los machos con los que tuvieron contacto sexual. Esto concuerda con
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los hallazgos de Mora y Cabrera, 1997 en los que se ha propuesto que las
feromonas presentes en la orina del macho pueden regular el ciclo estral de
ratas hembras con ciclos estrales anormales. Las hembras EP no mostraron
severas alteraciones en la conducta sexual femenina; por tanto, es probable que
el estrés prenatal no afecte a las neuronas del nucleo ventromedial en el
cerebro fetal femenino, que es el area responsable de regular la conducta sexual
en hembras e inducir receptividad sexual. Sin embargo, las hembras EP
mostraron una menor intensidad de la lordosis. Estos resultados concuerdan
con los de Frye y Orecki, 2002 quienes utilizaron como estresor la
inmovilizacién combinada con luz intensa aplicado del dia 14 al 20 de gestacion
por 45 minutos diariamente. Ellos observaron inhibiciéon de la conducta sexual
y disminucion en la intensidad de lordosis en ratas hembras adultas. Es posible
que los altos niveles de estradiol interfieran con la intensidad de lordosis, la
cual es dependiente de estrégenos y progesterona (Davis et al., 1979; Pfaff y
Sakuma, 1979) También es probable que los elevados niveles de estradiol
alteren la adecuada regulacion neuroquimica de la conducta sexual de las
hembras. Otra posibilidad es que las altas concentraciones de corticosterona
que presentaron las hembras EP interfieran con la intensidad de la lordosis, ya
que se ha observado que los niveles elevados de corticosterona interfieren con el
despliegue de la lordosis en las hembras (Madhuranath y Yahjurvedi, 2011). El
EP utilizando por inmobilizacion combinado con luz intensa no altera la
funcién reproductiva de las hembras, pues éstas presentan ciclicidad normal,
comportamiento sexual normal, tiempo de gestacion, parto y supervivencia de
las crias sin alteraciones (Beckhardt y Ward, 1983). Probablemente las
diferencias con los resultados obtenidos en este trabajo se deban al tipo de
estresor utilizado ya que existe una importante componente de especificidad de
la respuesta de estrés dependiente de la naturaleza del estimulo estresante.
Esta ampliamente aceptado que, dependiendo de las caracteristicas de cada
estimulo estresante (estresor fisico, psicolégico y mixto), las vias nerviosas que

se activan y algunos aspectos de la respuesta de estrés pueden ser diferentes
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(Romero y Sapolsky, 1996; Pacak y Palkovits, 2001). Se ha documentado que el
estrés por inmersion es un estresor de tipo mixto, en el cual se incluye un
estrés fisico y psicoldégico y experimentos con ratas a las que se les sometid a
distintos tipos de estresores han demostrado que el método de estrés por
inmersién en agua fria tiene un efecto mas nocivo sobre el comportamiento
sexual del macho, mostrandose una disminucién sobre el nimero de montas,
numero de intromisiones y latencia de eyaculacion, esto, en comparacion con
otros métodos de estrés como la inmovilizacion crénica y el estrés con descargas

eléctricas (Retana-Marquez et al., 2003).

Pesos

El menor peso corporal observado en las hembras estresadas prenatalmente
podria deberse a la elevada concentracion de corticosterona en estas hembras
sometida a estrés prenatal, la cual pudiera estar afectando algunos aspectos en
la ingesta de alimento disminuyendo su peso corporal ya que al haber
hiperactividad del eje adrenal incrementa la liberacion de CRH y se ha
documentado que esta hormona (CRH) tiene efecto anorexigénico, es decir,
suprime o al menos disminuye la ingesta de alimento (Heinrichs et al., 2001;

Nemeroff, 1998).

El peso de los tteros no mostrd ningtn cambio por efecto de EP, a pesar de que
se observaron niveles muy altos de estradiol, presentando un aumento en la
irrigacion y acumulaciéon de fluido, como se esperaria en esta etapa. Por otra
parte, en el diestro no se observaron cambios debido a que no hubo cambios en
los niveles de progesterona. Los cambios en el utero en la etapa de diestro
estan controlados principalmente por accion de la progesterona iniciando la
degeneracién epitelial y la produccién de prostaglandinas (Prieto-Gémez y

Veldzquez-Paniagua, 2002).
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También se observdo un bajo peso en los ovarios en la etapa de proestro. Es
posible que el desarrollo de los foliculos no llegue a una maduracién correcta
debido a que los foliculos no respondan al aumento de LH (Hull et al., 2006).
Esto podria explicar el bajo peso en los ovarios de las ratas sometidas a EP. Sin
embargo, el niumero de foliculos ovaricos fue similar en los grupos control y EP.
Probablemente la diferencia en peso podria deberse a que las células presentes
en los ovarios como células de la granulosa, células de la teca u ovogonias estén
presentando procesos de apoptosis. Sin embargo, queda por analizar los
posibles cambios histolégicos en los ovarios y evaluar si la apoptosis en el

ovario podria ser causada por efecto del estrés prenatal.
Fertilidad

Los resultados de este trabajo muestran también disminuciéon en la fertilidad y
en el nimero de crias de las hembras estresadas prenatalmente. Estos
resultados son consistentes con los de Herrenkohl, 1979 quien reporto menos
concepciones, mas abortos espontaneos, hemorragia vaginal y periodos de
gestacién mas largos en hembras adultas que fueron sometidas a EP. Estos
efectos podrian deberse a una menor tasa ovulatoria o bien a la reabsorcién de
fetos durante la gestacion, proceso que podria ser causado por los altos niveles

de corticosterona observados en las hembras.

Machos

Conducta sexual

Como ya se ha reportado en trabajos anteriores, el EP afecta la conducta sexual
de la rata macho en la edad adulta. En este estudio no se observaron
diferencias en el porcentaje de machos que copularon. Tampoco hubo diferencia
en el porcentaje de machos que eyacularon fue menor que los control. Estos
resultados coinciden con lo reportado anteriormente, a pesar de las diferencias

en el tipo de estresor utilizado, en relaciéon a que el EP no altera la eyaculacion
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(Ward et al., 1994). El EP tampoco alter6 el nimero de montas, intromisiones y
eyaculaciones, ya que a lo largo de las cuatro pruebas se observé un patron
similar a nuestro grupo control. Sin embargo, si causé mayores latencias de
monta e intromision, lo que sugiere que es posible que la motivacion sexual se
haya visto afectada. Sin embargo, queda por demostrar esto, utilizando pruebas
que evalten la motivaciéon sexual. Se ha demostrado que el estrés prenatal
disminuye la conducta sexual masculina en ratas macho adultas, caracterizada
por una disminucién en la capacidad de copula y en la respuesta eyaculatoria
(Ward, 1972; Masterpasqua et al., 1976). En oposicién, otros estudios proponen
que el estrés prenatal provoca conducta de lordosis en los machos, pero no
disminuye el comportamiento sexual masculino (Dahlof et al., 1978.; Politch y
Herrenkohl, 1984). Es importante reiterar que el método de estrés que se
utiliza en los estudios antes mencionados difiere uno de otro, lo cual podria
explicar los diferentes resultados observados en la conducta sexual masculina.
Es probable que los corticosteroides de la madre liberadas durante el estrés,
afecten areas del cerebro fetal asociadas con la conducta sexual en los machos.
Si bien es cierto que los glucocorticoides pueden interferir con el pico de
testosterona en el feto macho, se ha observado que el pico de testosterona
neonatal que se presenta una hora después del nacimiento no se ve afectado en
los machos estresados prenatalmente y de alguna manera podrian favorecer la
diferenciacién sexual (Ward et al., 2002). Esto puede explicar los leves efectos
observados en el despliegue de la conducta sexual masculina en los machos
estresados prenatalmente. En conclusién, el tipo de estresor utilizado en este
trabajo altera sélo algunos parametros conductuales que se han relacionado con
la motivacion sexual, pero no los relacionados con la ejecucién, ya que los
machos presentaron latencias y nimero de eyaculaciones similares a los de los

machos control.
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Pesos

El peso corporal en las ratas macho adultas EP también fue menor que en los
control; esto podria atribuirse a elevados niveles de CRH, la cual, como ya se
menciond, tienen efecto anorexigénico. Otros estudios han reportado que el
estrés prenatal por inmovilizacién cronica del dia 7 al 21 de gestacion tres
veces por semana no provoca disminucién en el peso corporal de ratas adultas
(Rodriguez et al., 2007). Estas diferencias podrian deberse al tipo de estresor
utilizado, asi como al esquema de exposicion al estresor. El peso de las
glandulas seminales y la prostata no fue afectado por el EP. Como se ha
descrito, estas dos glandulas son dependientes de testosterona. Es probable
que, a pesar de la disminucién de este esteroide sexual en los machos EP, los
niveles observados pudieran ser suficientes para mantener el peso y la

funcionalidad de dichas glandulas.

Por otro lado, el peso testicular fue menor los machos EP; incluso algunos de
los testiculos de estos animales presentaron atrofia severa. Estos datos son
consistentes con los estudios en los que se reporta que el estrés prenatal causa
reduccién en el peso testicular en los machos recién nacidos (Dahlof et al.,
1978) y en machos de 105 y 115 dias de edad (Meisel et al., 1979;. McLeod y
Brown, 1988; Chen et al., 2013). El bajo peso testicular e incluso la atrofia de
estas gonadas podria ser consecuencia de bajos niveles de LH, de FSH, asi
como de la baja secrecién de testosterona por parte de las mismas génadas. En
estudios anteriores, se ha demostrado que la baja concentracion de
testosterona (Shaha, 2008) o de gonadotropinas (Sinha et al., 1997; Pareek et
al., 2007), causa apoptosis en las células testiculares, lo que explicaria el
menor peso testicular en los machos EP. Se ha propuesto también que el bajo
peso testicular ocasionado por el EP podria ser consecuencia de la disminucion
en la actividad de la enzima aromatasa presente en el hipotdlamo (Rhees et al.,

1990) y de la enzima androgénica 3-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa que
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cataliza la reaccién de pregnenolona a progesterona en el testiculo (Orth et al.,

1983), durante el periodo critico del desarrollo gonadal fetal.

Testosterona y calidad espermatica

En este trabajo se reporta que el EP causa disminucién de la concentracién, la
movilidad y la viabilidad de espermatozoides en las ratas macho adultas. Estos
resultados podrian explicarse por las bajas concentraciones de testosterona
observadas en los machos EP, hecho que podria deberse a una menor
liberacién de hormonas del eje HHG, asi como a la muerte de las células de
Leydig por apoptosis observada en este trabajo, o bien que estas células
podrian no estar respondiendo adecuadamente a los estimulos de la hormona
LH. La baja concentracién de espermatozoides epididimarios podria explicarse
por el incremento en la apoptosis de las células germinales testiculares en los
machos EP como lo muestran los resultados de este trabajo. Estos hallazgos
son consistentes con los de Chen y cols. (2013), quienes demostraron que el EP
por inmovilizacién provoca un aumento en el indice apoptético dependiente de
caspasa 3 en los testiculos de ratas macho adultas (Chen et al., 2013). Se ha
sugerido que la apoptosis de células germinales es consecuencia de una
reduccién en la concentracién de T intratesticular (Kim et al., 2001). La
disminucién de la concentracion de testosterona observada en los machos EP
podria deberse a la induccion de la apoptosis en las células de Leydig, como se
observé en este trabajo. Otra posible explicacién seria que los elevados niveles
de corticosterona que presentaron los machos EP podrian inhibir la
esteroidogénesis testicular, a través de causar disminucién en la expresion y
actividad de las enzimas que participan en la biosintesis de testosterona, como

ha sido demostrado en estudios in vitro (Hardy et al., 2005).

La testosterona es necesaria para el mantenimiento de la espermatogénesis
(Amann, 1983; Ekstedt et al.,, 1986). Este proceso puede ser afectado por

diversos factores: cuando se suprime la testosterona, las espermatogonias en
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todos los estadios mueren, las espermatides sufren anormalidades
estructurales y metabdlicas, disminuye la proporcion de espermatozoides vivos
y progresivos moviles, y se incrementan las atipias por defectos de cabeza
principalmente (Kastelic, 1997; Setchell, 1998). Por otro lado, la baja
movilidad y viabilidad espermatica podria atribuirse a los altos niveles de
corticosterona observados en los machos EP. Se ha demostrado que la
corticosterona es capaz de generar estrés oxidante en el epitelio epididimario,
lo que puede causar lipoperoxidacion de los fosfolipidos de la membrana de los
espermatozoides, trayendo como consecuencia alteraciones en la movilidad y
muerte de los espermatozoides (Aitken et al, 2012). Aunado a lo anterior, el
aumento en el porcentaje de malformaciones observadas en los
espermatozoides de los machos EP podria deberse también a la generacion de

especies reactivas causada por la corticosterona.

Las funciones del epididimo son el transporte y la maduracion de los
espermatozoides (Chenoweth, 1997), los cuales, a través del pasaje por los
conductos eferentes y el epididimo, adquieren la habilidad de tener movimiento
progresivo lineal y la capacidad de fertilizar (Johnson y Everitt, 1980). Durante
este proceso, en la célula espermatica ocurren cambios funcionales, bioquimicos
y morfolégicos (Johnson y Everitt, 1980; Amann 1983; Chenoweth, 1997).
Queda por demostrarse que el EP causa aumento del estrés oxidante, tanto en

el epididimo como en los espermatozoides que se encuentran en él.
Fertilidad

Los machos estresados prenatalmente presentaron una baja tasa de fertilidad,
prenando solo a un 50% de las hembras pertenecientes al grupo control. La
baja fertilidad en este caso podria atribuirse en parte a la baja calidad
espermatica en esos machos. Al presentar malformaciones en los
espermatozoides, bajas concentraciones, baja movilidad y baja viabilidad, estos

espermatozoides, tienen menor posibilidad de lograr fecundar un ovocito, por
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ello, las hembras control que quedaron gestantes por machos EP, tuvieron un

menor numero de crias.

Este trabajo demuestra que la exposicion al estrés prenatal puede afectar
negativamente el desarrollo del cerebro fetal (Kinney et al., 2008). Cualquiera
de los componentes de las vias de estrés tiene el potencial para inhibir la
reproduccion. En el cerebro, estos componentes incluyen vias neuronales que
se activan durante el estrés y la sinapsis con las neuronas de GnRH o
interneuronas que se proyectan a las neuronas de GnRH y hormonas
circulantes liberadas durante el estrés que actian en el sistema nervioso
central, estas entradas se han documentado ampliamente en roedores (Clarke,
1996). Sin embargo, todavia no estd claro qué entradas neurales retransmiten
los efectos del estrés sobre las neuronas GnRH (Tilbrook et al., 2000), por lo

que queda por hacer mucha investigacion al respecto.
14 CONCLUSIONES

En las hembras, el EP altera la progresion del ciclo estral, alargando las etapas
de estro y proestro. Afecta la conducta sexual, disminuyendo la intensidad de la
lordosis. Ocasiona menor peso ovarico, pero altos niveles de estradiol. Estos
factores repercuten en una baja tasa de fertilidad en las hembras y un menor

numero de crias.

En los machos, el EP causa disminucién de la motivaciéon sexual mostrada por
altas latencias de monta e intromisién. Asi mismo, causa menores niveles de
testosterona, probablemente debidos a la apopotosis de las células de Leydig.
También ocasiona apoptosis de las células germinales, lo que repercute en un
menor peso testicular y probablemente una menor cuenta espermatica.
También causa menor movilidad y viabilidad espermatica y mayor porcentaje
de malformaciones en los espermatozoides. Estas alteraciones se reflejan en

bajas tasas de fertilidad en los machos en una edad adulta.
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En general podemos concluir que los niveles elevados de glucocorticoides
provenientes de la madre estresada pueden perjudicar el desarrollo del cerebro
fetal alterando algunos parametros reproductivos de la descendencia en la edad

adulta, ocasionando asi, infertilidad tanto en machos como en hembras.
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