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Resumen

Hasta el momento, los estudios realizados sobre
la participacién de los receptores GABAB (RGABAB)
en la regulacion neuroendocrina habian sido llevados a
cabo a través de abordajes farmacoldgicos, mediante la
utilizacién de agonistas y antagonistas especificos. En el
presente trabajo utilizamos el modelo de ratén GABA, "
para analizar las consecuencias endocrinas de la falta
constitutiva de los RGABAB en la unidad hipotdlamo-
hipéfiso-gonadal.

No observamos diferencias en los contenidos hi-
pofisarios ni en los niveles séricos de LH y FSH entre los
genotipos en ningun sexo. Sin embargo, nuestros estudios
in vitro, demostraron la existencia de alteraciones de la
fisiologia de los gonadotropos provenientes de hembras
GABA,”, con una secrecién basal aumentada de gona-
dotropinas y una menor respuesta al estimulo con GnRH.
Al analizar mds especificamente la funcionalidad del eje
en estos ratones, encontramos alteraciones en el aumento
de LH postcastracién en las hembras, confirmando la par-
ticipacion de los RGABAB en este fenémeno.

Por otro lado, en las hembras GABABI'/' adul-
tas demostramos la presencia de alteraciones en el con-
tenido hipotaldmico de GnRH, el cual estaba franca-
mente disminuido, y su secrecion pulsétil, en la que se
observa un aumento significativo de la frecuencia de
los pulsos de GnRH. También observamos un aumento
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en los contenidos hipotaldmicos de neurotransmisores
aminoacidicos (GABA y glutamato) que podrian afectar
la liberacién de GnRH.

Por otro lado, determinamos que las hembras
GABA,, " presentaron alteraciones en la ciclicidad, con
bajo porcentaje de proestros y presencia de prolongados
estros. Ademds, su funcién reproductiva se vio clara-
mente afectada, mostrando un menor indice de prefiez y
una marcada disminucién de prefieces exitosas.

Todas la alteraciones que observamos a dife-
rentes niveles del eje gonadotréfico en las hembras GA-
BA 7, destacando especialmente las alteraciones en la
secrecion de GnRH, probablemente determinen las al-
teraciones demostradas en la ciclicidad y fertilidad de

estos animales.

El presente estudio confirma la importante
participacién de los RGABAB en la regulacion del eje
hipotdlamo-hip6fiso-gonadal, y podria ayudar a esclare-
cer desérdenes endocrinos y reproductivos que pueden
aparecer en patologias en las que los RGABAB podrian
estar involucrados, como son la epilepsia, la espastici-
dad, la ansiedad, la depresion y la adiccién.

Summary

Studies undertaken to reveal the participation
of GABAB receptors on neuroendocrine regulation had
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been performed by pharmacological approaches, using
specific agonists or antagonists of the GABAB recep-
tor. In this work we used the GABA - mouse model to
analyze the endocrine consequences of the constitutive
lack of functional GABAB receptors on hypothalamic-
pituitary-gonadal physiology.

Pituitary gonadotropin content as well as LH
and FSH serum levels did not differ between wild-type
mice and GABABI”’ in either sex. Nevertheless, our in
vitro studies showed physiologic alterations in gonado-
tropes from adult female GABA " mice, showing in-
creased basal secretion and impaired response to GnRH.
When further analyzing the physiology of the gonadotro-
pin axis in these mice, we observed an altered increase in
post-gonadectomy LH rise in GABA, " females, confir-
ming the participation of GABAB receptors in this event.

In addition, we demonstrated that adult GA-
BA, ” females had decreased hypothalamic GnRH
contents and an increased frequency in GnRH pulsatile
secretion. Increases in hypothalamic amino acidic neu-
rotransmitters (GABA and glutamate) contents were
also observed in GABABI"' females, which could affect
GnRH secretion.

We also showed that GABA " females had al-
tered estrous cycles with a decrease of the number of
days in proestrus and an increase of the days in estrus.
Moreover, their reproductive function was significantly
affected, showing a decreased pregnancy index and a de-
crease in successful pregnancies.

All the alterations at different levels of the gona-
dotropic axis observed in GABA " females, determine
the abnormal estrous cycles and pregnancies, probably
being GnRH pulsatility the most important factor.

The present study confirms the participation of
GABAB receptors in the regulation of the hypothala-
mic-pituitary-gonadal axis and could help to elucidate
endocrine and reproductive disorders that are present in
pathologies involving compromise of GABAB receptors
such as epilepsy, anxiety, depression and addiction.

Introduccion

-

Acido gamma amino butirico

El 4cido gamma amino butirico, GABA, es el
principal neurotransmisor inhibitorio del cerebro. Es
sintetizado por el 20-30 % de las neuronas del sistema
nervioso central y participa en el 40% del procesamiento
sindptico inhibitorio. Es indispensable para el control de
muy variadas funciones como la actividad locomotora,
el aprendizaje y los ritmos circadianos, entre otros'?. La
sintesis de GABA es catalizada por la enzima 4cido glu-
tdmico decarboxilasa (GAD), y este neurotransmisor es
catabolizado por la GABA transaminasa. GABA y GAD

se encuentran también en otros tejidos como hipéfisis,
ovarios, trompas de Falopio, testiculos, glandulas adre-
nales, riflones y células beta del pancreas’. La funcion
precisa del GABA en algunos de estos tejidos y érganos
es aun poco conocida, pero se sabe que GABA actia
también como neurohormona, molécula de sefializacién
paracrina, metabolito intermedio y factor tréfico'*. Los
primeros estudios sobre los efectos de GABA sobre la
secrecion hormonal arrojaron resultados controvertidos,
tanto estimulatorios como inhibitorios sobre, por ejem-
plo, PRL y LH®®. En estos estudios se lo postulé como
un regulador neuroendocrino®®'" atin antes de que sus
receptores fueran caracterizados.

Receptores para GABA

El primer receptor GABA en ser caracterizado
fue el GABAA. Este es un receptor ionotrépico, formado
por cinco subunidades, que forma un canal de cloruro,
asociado a conductancias inhibitorias rapidas''>!*. Los
receptors GABAC, los tltimos en ser descriptos, son un
subtipo de los receptores GABAA'™. En 1980 Bowery
y col. introdujeron por primera vez el concepto de un
segundo receptor para GABA, que se diferenciaba far-
macolégicamente del GABAA, siendo selectivamente
activado por el baclofen ( p-clorofenil GABA)". Este
receptor era de tipo metabotrépico, ligado a proteinas
G,, y sensible a toxina de Pertussis. Al activarse el re-
ceptor GABAB se induce una hiperpolarizacién lenta y
tardia, con atenuacion de la conductancia de la membra-
na al calcio e incremento de la conductancia al potasio,
observindose también inhibicién de la actividad de la
adenilil ciclasa'®. Todas estas caracteristicas fueron des-
cubiertas mucho antes de que se conociera la estructura
molecular del receptor. Es mds, el baclofen ya era de
uso clinico para el tratamiento de la espasticidad y otros
trastornos neuroldgicos, sin conocerse su mecanismo de
accion o si su uso podria acarrear efectos secundarios,
por ejemplo sobre el sistema endocrino'”".

GABA vy regulacién de la secrecién de gonadotropinas

La participacién del GABA en la regulacién del
eje reproductivo y en la secrecién de gonadotropinas es
compleja, dado que éste puede actuar en los tres niveles
de regulacion (SNC, hipdfisis y gonadas) y a través de
sus dos tipos de receptores, GABAA y GABAB. Esto
origina una variedad de respuestas in vivo, estimulato-
rias o inhibitorias, que dependen del estado fisiolégico,
endocrino o madurativo del animal®*2.

Se ha observado un efecto dual del GABA so-
bre la secrecidn de gonadotropinas dependiendo del mo-
delo en estudio. Por un lado, este neurotransmisor inhibe
tanto la secrecion pulsatil como el pico de LH inducido
por esteroides en animales enteros®®¥. Este efecto se
deberia a una accion a nivel central, en el cual estarian
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involucrados los receptores GABAA y GABAB. Se ha
postulado que las neuronas GABAérgicas modulan indi-
rectamente la secrecién de GnRH, y por ende de LH, al
regular neuronas estimulatorias y/o inhibitorias de la ac-
tividad de las neuronas GnRH a través de los receptores
GABAA y GABAB?!. Se demostré que GABA inhibe a
las neuronas noradrenérgicas ubicadas en el hipotdlamo,
implicadas en la regulacion positiva de la secrecién de
GnRH?>*. Pero, dada la existencia de una inervacion di-
recta de las neuronas GABA¢érgicas sobre las neuronas
GnRH*? y la presencia de receptores GABAA y GABAB
en dichas neuronas®*¥, no se puede descartar una accién
directa del GABA sobre la liberacion de este decapép-
tido*>. Ademads, en cuanto al rol excitatorio del GABA
y de agonistas GABAA sobre la liberacién de GnRH,
este efecto se ha observado tanto en estudios in vitro,
con fragmentos de eminencia media y cortes de hipo-
tdlamo,?"*37 como in vivo, en los cuales se administrd
GABA en la vecindad de la eminencia media®. Tam-
bién se demostrd que el sistema GABAérgico en ratas
hembras estimula la secreciéon de GnRH y LH durante
el periodo prepuberal temprano, y tiene una accién in-
hibitoria sobre este eje en el periodo prepuberal tardio y
en la adultez®. Otros autores postulan que el GABA ten-
dria un efecto estimulatorio sobre las neuronas GnRH a
través de sus receptores GABAA también en el adulto,
dado que estas neuronas conservarian los canales i6ni-
cos tipicos del estado inmaduro**-+,

Respecto de los RGABAB, mads especificamen-
te los autores Akema y Kimura, propusieron que éstos
estarian involucrados en la respuesta de LH a los estré-
genos en ratas hembras castradas®. Ademas, otros auto-
res atribuyeron las diferencias sexuales en el aumento de
gonadotropinas postcastracién a los RGABAB, junto a
los receptores GABAA*#,

Es interesante mencionar ademds que las neu-
ronas GnRH son el tipo celular critico, involucrado en
la induccion de la pubertad en los mamiferos. Resulta
esencial para ello la activacién sincronizada y en fase de
dichas neuronas, con un aumento en la amplitud y fre-
cuencia de la pulsatilidad de GnRH desde el hipotdlamo,
lo que resulta en un aumento de la sintesis y liberacién
de gonadotropinas y esteroides gonadales, seguido por la
aparicion de los caracteres sexuales secundarios. Sin em-
bargo, los mecanismos que desencadenan la activacién de
estas neuronas en esta etapa del desarrollo, atin no estdn
claros. Se ha postulado que el GABA esta involucrado
en el despertar peripuberal del eje hipotaldmico-hip6fiso-
ovarico®. En la rata, se demostré que el aumento de la
liberacion de GnRH en este periodo es desencadenado
por una disminucion en la sintesis de GABA debida a
cambios en la sintesis de GAD-67, y una reduccién de la
liberacion de GABA en la zona del tallo-eminencia me-
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dia; se observa también un aumento en la liberacién de
glutamato en esta misma zona*. En primates también se
demostré que cambios en la sintesis de GAD podrian ser
criticos en la eclosion puberal. Por otro lado, el pasaje
de un efecto despolarizador a hiperpolarizador ejercido
por el GABA a través del receptor GABAA en las neu-
ronas GnRH, pareciera estar demorado hasta el momento
de la pubertad. Algunas observaciones sugieren que el
desarrollo de las neuronas GnRH exhibe una secuencia
de sefializacion que transita primero por el GABA y lue-
go al glutamato tal como ocurre en otras redes neurona-
les, que sélo se ve completada al momento de la eclosion
puberal?’. Poco se sabe de la posible participacion de los
RGABAB en la eclosion puberal.

Al analizar las acciones directas del GABA so-
bre la secrecidn hipofisaria, se demostré un efecto esti-
mulatorio sobre la liberacién de LH y FSH en la hipofi-
sis anterior a través de los receptores GABAA*°, A su
vez, trabajos de nuestro laboratorio demostraron que el
GABA, a través de los RGABAB, puede disminuir la se-
creciéon de LH y FSH estimulada por GnRH en cultivos
de células adenohipofisarias de ratas en proestro y de
ratas hembras de 12 dias de edad®'>2. También demos-
tramos que la activaciéon del RGABAB hipofisario pro-
ducia similares efectos intracelulares que los observados
en SNC, como acoplamiento a proteinas G, , inhibicion
de los canales de calcio dependientes de voltaje e inhibi-
cién de la adenilil ciclasa®.

GABA en las génadas

Ademds de la accidén a nivel central e hipofi-
sario, el GABA también ejerceria acciones en las goé-
nadas per se. Se demostré que los testiculos expresan
GAD**%, receptores GABAA y GABAB®Y, asi como
también transportadores para GABA>8. Se propuso un
rol fisiol6gico para el GABA en el control de la prolife-
racion de las células de Leydig y en la sintesis de este-
roides™¥. Los receptores GABAB también se expresan
en el ovario®®2, y se postula que el GABA ejerceria un
posible efecto sobre la esteroidogénesis también en las
goénadas femeninas®,

Modelo de estudio: ratones GABABI"‘

Enel afio 2001, el Dr. B. Bettler y col. generaron
ratones de la cepa BALB/C que carecen de la expresion
de la subunidad RGABAB1 (GABA_ ), careciendo
en consecuencia de la expresiéon de un RGABAB fun-
cional. Como consecuencia de la falta de expresion de
RGABAB funcionales, estos animales sufren de ataques
epilépticos espontaneos, hiperalgesia, hiperlocomotivi-
dad y trastornos de la memoria®. Agradecemos al Dr.
B. Bettler la donacién de las primeras parejas de rato-
nes GABA_ *" para establecer la colonia en el IBYME.
A partir de alli comenzamos la caracterizacién de estos
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animales desde un punto de vista endocrino, tema que
atn no habfa sido estudiado.

Evaluacion de la fisiologia del eje gonadotrofico en
los ratones GABA

Hasta ahora, todos los estudios sobre la parti-
cipacion de los RGABAB en la regulacién neuroendo-
crina, habian sido llevados a cabo a través de abordajes
farmacolégicos mediante la utilizacion de agonistas y
antagonistas especificos. Dada la importancia del GABA
en la regulacién del eje gonadotréfico y la propuesta
participacién de los RGABAB en varios niveles de re-
gulacién, nos propusimos estudiar la fisiologia del eje
gonadotréfico en los ratones GABA_ 7, centrdndonos
principalmente en la hembras adultas.

Evaluacion de los niveles de gonadotropinas en
ratones GABA " y salvajes

Primero evaluamos los niveles basales de go-
nadotropinas en ambos sexos y genotipos en animales
adultos. Para evitar variaciones por el ciclo estral, las
hembras fueron evaluadas en estro (Figura 1). No se ob-
servaron diferencias genotipicas en los niveles séricos
basales de gonadotropinas, sdlo las diferencias sexuales
esperadas. También evaluamos el contenido hipofisario
de LH y FSH, siendo su patrén muy similar al observado
en suero (no se muestra).

Nuestro siguiente objetivo fue estudiar si a ni-
vel hipofisario per se, la ausencia de expresion de un
RGABAB funcional podria producir alteraciones en la
secrecion de las gonadotropinas. Los cultivos primarios
de células adenohipofisarias nos permiten evaluar la se-
crecion de estas células sin la presencia de los estimu-
los, positivos o negativos, que les llegan desde el entorno
(GnRH, neurotransmisores, hormonas esteroideas, inhi-
bina, etc) y, por lo tanto, determinar si existen alteracio-
nes en ellas por la ausencia local de la expresion de un
receptor funcional.

Las células hipofisarias provenientes de los ma-
chos salvajes, presentaron una secrecion basal de LH al
medio de cultivo significativamente mayor que la de las
hembras salvajes (Figura 2), en concordancia con los
mayores niveles séricos y el mayor contenido hipofisa-
rio de LH observado en machos. Las células hipofisarias
provenientes de los machos GABA  “presentaron una
secrecion basal de LH similar a las células provenientes
de sus pares salvajes.

En cambio, las c€lulas de las hembras GABABI'/'
mostraron una secrecion basal de LH mayor respecto a
las hembras salvajes, pero significativamente menor que
la de las células de machos salvajes o GABA ", mante-
niéndose asi el dimorfismo sexual observado in vivo.

En cuanto a la secrecion de FSH, las células hi-
pofisarias provenientes de los machos salvajes presen-
taron una secrecion basal significativamente menor que
las de las hembras salvajes (Figura 3), a pesar de que el
contenido hipofisario de FSH es mayor en los machos.
Las células hipofisarias de los machos GABA ;" mos-
traron una secrecion basal de FSH similar a las de los
machos salvajes, mientras que las células de las hembras
GABA,, "~ mostraron una secrecion aumentada de FSH
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Figura 1: Niveles séricos basales del LH y FSH en machos y
hembras adultos de ambos genotipos. #: Significativamente
diferente de machos.

Figura 2. Niveles de LH secretados al medio de cultivo por
células adenohipofisarias provenientes de hembras y machos
adultos de ambos genotipos, en condiciones basales. ANOVA
de 2 factores, factores: sexo y genotipo: interaccion: p<0,01,
“: significativamente diferente de machos salvajes y GABA,,™”
y de hembras GABA_,**. a: significativamente diferente de
hembras para cada genotipo.
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en comparacion con las hembras salvajes, similar a lo
observado para LH.

En el caso de FSH, las diferencias sexuales
observadas por secrecion de las células in vitro (nive-
les en hembras mayores que en machos) son opuestas
a las observadas in vivo, tanto respecto del contenido
como de los niveles séricos de FSH, demostrando que
las diferencias observadas in vivo son consecuencia de
un riguroso control por parte de inhibina y estradiol so-
bre la secrecion de FSH en las hembras, y que no es una
caracteristica de los gonadotropos secretores de FSH. Es
mads, se sabe que la inhibina ejerce un fuerte control in-
hibitorio sobre la secrecion de FSH en los machos desde
los 5 dias de edad, y que este control se va perdiendo
hacia la adultez. Contrariamente a esto, en las hembras
el control inhibitorio de la inhibina s6lo aparece a partir
del dia 20 en los roedores hembras, y es muy eficiente en
la hembra adulta®-,

Las diferencias observadas en la secrecion ba-
sal de gonadotropinas entre las hembras salvajes y las
GABA,, " nos sugieren que existirfa una regulacién ne-
gativa dada por GABA a través de los RGABAB en el
gonadotropo salvaje, y que, por otro lado, en las hem-
bras GABA_ " in vivo, esta falta de regulacion directa
sobre el gonadotropo estaria enmascarada por la presen-
cia de los mecanismos cldsicos de retroalimentacién. En
la situacion in vitro, el GABA presente en la hip6fisis
para ejercer esta regulacion seria posiblemente de origen
paracrino, ya que se ha demostrado que los somatotro-
pos sintetizan GABA, dado que expresan su enzima de
sintesis, GADY. La secrecion basal aumentada de ambas
gonadotropinas demostrada en las células hipofisarias de
las hembras GABABI"' adultas, estarfa de acuerdo con
nuestros resultados previos, demostrando que existen
RGABAB activos, sensibles a toxina de Pertussis, aco-
plados a canales de calcio en las células hipofisarias®.
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Figura 3: Niveles de FSH secretados al medio de cultivo por
células adenohipofisarias provenientes de hembras y machos
adultos de ambos genotipos, en condiciones basales. ANOVA
de 2 factores, factores: sexo y genotipo: interaccion: ns, efecto
principal sexo: a: p<0,001, efecto principal genotipo: p<0,02,
diferencia entre hembras salvajes y GABA,,”- por comparacio-
nes planeadas, *: p<0,02.
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Por otro lado, cuando estimulamos con GnRH
las células adenohipofisarias en cultivo, observamos un
aumento en la secrecién de LH en ambos sexos y am-
bos genotipos. GnRH indujo un aumento significativo
de FSH en machos de ambos genotipos y en hembras
salvajes, no asi en hembras GABA l"' (no se muestra).

Ademas, la capacidad de estimular la secrecién
de las gonadotropinas (calculada como veces de secrecion
por encima del basal para cada grupo), fue menor en los
animales GABA ", principalmente en las hembras (Fi-
gura 4).

La menor sensibilidad al GnRH podria expli-
carse por una posible disminucién de la cantidad de gra-
nulos secretorios disponibles para responder frente a la
estimulacion con el decapéptido, debido a la secrecién
basal aumentada de gonadotropinas, como ya se sugirié
en otras situaciones similares, donde un aumento de la
secrecion basal de PRL se acompafiaba de una menor
respuesta a angiotensina IT o TRH®.

Estos resultados demuestran que la falta de
RGABAB funcionales en la hipdfisis, altera la fisiologia
del gonadotropo, en mayor medida en las hembras que
en los machos, y que esto se puso de manifiesto en la
situacion in vitro.

Dado que se habia propuesto que los RGABAB
estarian involucrados en la respuesta de LH a los estroge-
nos en ratas hembras castradas, y que se les atribuyeron
las diferencias sexuales en el aumento de gonadotropi-
nas post-castracion, junto a los RGABAA, se evaluaron
los niveles de gonadotropinas luego de la castracién y
reemplazo hormonal con estradiol, y también durante el
desarrollo de la hipergonadotrofinemia post-castracion.

En un clésico experimento de castracion y pos-
terior terapia de reemplazo, determinamos los niveles
de LH y FSH sérica en condiciones basales y a los 7
dias post-ovariectomia, realizando en un grupo terapia
de reemplazo con estradiol (cdpsulas de Silastic® conte-
niendo 2,5 ug de 17@-estradiol). No se encontraron dife-
rencias entre los genotipos en los niveles séricos basales
de LH como de FSH, ni en los altos niveles de gona-
dotropinas alcanzados luego de la gonadectomia a estos
tiempos. La administracion de estrégenos fue igualmen-
te eficaz en inhibir la hipergonadotropinemia en hem-
bras de ambos genotipos (no se muestran). EI hecho de
que no hayamos observado diferencias en la accién de
retroalimentacion negativa del estradiol sobre los niveles
de gonadotropinas inducidas por la castracion entre los
genotipos a este tiempo, estd de acuerdo con la hipétesis
planteada por un grupo de investigadores, que sugiere
que los RGABAB se encuentran inactivados durante la
retroalimentacion negativa del estradiol®®. En esta situa-
cion, la accion inhibitoria de GABA es ejercida proba-
blemente a través de los receptores GABAA 'y, por lo
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Figura 4. Incrementos en la secrecion de LH y FSH, con respecto a los niveles basales, por la estimulacion con GnRH en células
adenohipofisarias provenientes de hembras y machos adultos de ambos genotipos.™: significativamente diferente de ratones

salvajes.

tanto, debe ser similar entre las hembras salvajes y las
GABA,,". De acuerdo con esta hipétesis, en estudios
previos demostramos que el estradiol disminuye la ex-
presion y/o la sensibilidad de los RGABAB, tanto en el
hipotdlamo como en la hipéfisis de rata®.

Como menciondramos, algunos trabajos de la
literatura sugerian que el GABA, mediante la activacién
de los RGABAA y RGABAB, participaria activamente
en el retraso del aumento de LH post-castracion en ratas
hembras pero no asi en machos’. Para verificar si existia
una respuesta semejante en ratones, y si en €sta también
participaban los RGABAB, evaluamos el incremento de
gonadotropinas en ratones de ambos sexos y ambos ge-
notipos durante los primeros 9 dias post-castracion.

Demostramos que en los ratones salvajes ocu-
rre el mismo dimorfismo sexual en respuesta a la go-
nadectomia que el observado en ratas. En los machos,
los niveles séricos de ambas gonadotropinas aumentaron
marcadamente a las 24 horas post-castracion, sin dife-
rencias significativas entre los genotipos (no se mues-
tra). En las hembras salvajes, los niveles séricos de LH
s6lo aumentaron significativamente a partir del dia 7
post-castracion (Figura 5), lo que resulta similar a lo
descrito en la rata™.

Llamativamente, se observo una diferencia en
las hembras GABA " respecto de esta respuesta, dado
que los niveles de LH ya aumentaron marcadamente en

el dia 5 post-castracidn, alcanzando niveles 4 veces mds
altos que en el dia 4 post-castracion, y 8 veces mas altos
que los niveles de las hembras salvajes en ese mismo
dia. Los niveles de LH alcanzaron niveles similares en
hembras de ambos genotipos en el dia 7 post-castracidn,
en concordancia con lo observado en el experimento de
castraciéon y reemplazo hormonal arriba descrito. Es-
tas observaciones fueron especificas para LH, ya que
los niveles de FSH aumentaron de modo similar en las
hembras de ambos genotipos desde el primer dia post-
castracion, aunque mas gradualmente que en los machos
(no se muestra).

Por lo tanto, los RGABAB tendrian un rol significa-
tivo en el mantenimiento transitorio de los bajos niveles
de LH en hembras ovariectomizadas. Se describié que
en la rata, hay un aumento en el contenido hipotaldmico
de GABA post-castracion en las hembras y una dismi-
nucioén en los machos’!, justificando asi la inhibicién de
la liberacién de GnRH y LH en hembras y el aumento
inmediato de estos pardmetros en los machos. Este efec-
to del GABA fue revertido por antagonistas GABAA
y GABAB en hembras, sugiriendo la participacion de
ambos tipos de receptores™. El temprano aumento de
los niveles de LH en las hembras GABA 7 ovariecto-
mizadas, corrobora la participacion de los RGABAB en
esta respuesta en el ratén, y demuestra que, en ausencia
de estradiol, los RGABAB estan activos en el control de
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Figura 5. Niveles séricos de LH postcastracion en hembras adultas de ambos genotipos a lo largo de 9 dias post-gonadectomia.
a: significativamente diferente de los niveles iniciales de hembras salvajes,

b: significativamente diferente de los niveles iniciales de hembras GABA,, ™,

*: significativamente diferente de hembras salvajes ese dia.

la secrecion de LH en la hembra salvaje ovariectomiza-
da, como se sugiri6 previamente en la rata’. Un efecto
adicional a través de los receptores GABAA es ejercido
probablemente en la supresion inicial del aumento de
LH en hembras, ya que en las hembras GABA 7, los
niveles de LH no aumentaron tan tempranamente como
en los machos, aunque no se descartan otros factores
que pudieran intervenir. La falta de diferencias en los
niveles de FSH entre las hembras de ambos genotipos,
muestra que esta hormona es menos dependiente de la
estimulacion por GnRH, y que estd sujeta a un fuerte
control inhibitorio ejercido por la inhibina y los estr6-
genos, inhibicién que se pierde con la castracion.

Evaluacion de los niveles de GnRH y neurotransmisores
relacionados en ratones GABA ;" y salvajes

Continuando con la evaluacién del eje gonado-
tropico, también determinamos los contenidos de GnRH
en los hipotdlamos de ambos sexos y genotipos, obser-
vando que los machos poseen contenidos superiores a
las hembras, sin diferencias entre los genotipos. Las
hembras GABABI"', en cambio, muestras niveles signifi-
cativamente inferiores a los de las hembras salvaje (Ta-
bla 1). Por otro lado, dos neurotransmisores criticamen-
te involucrados en el control de la secrecion de GnRH,
GABA vy glutamato, inhibitorio y excitatorio respectiva-
mente, se encontraban aumentados en las hembras GA-
BA_ " respecto de las salvajes (Tabla 1), sin observarse
diferencias entre los machos.

Tabla 1: Contenidos de GnRH, GABA y glutamato en hipotalamo de ratones machos y hembras, GABA_,” y salvajes

GnRH GABA Glutamato

(pg/mg tejido) (nmoles/mg tejido) (pg/mg tejido)

98.0 + 1892 9.44 + 0.40 15.08 + 0.86
)

(12) (12) (12)

6 ) 63.1+8.72 9.85+0.43 14.49 + 0.65
(12) (12) (12)
67.0+11.8 6.60 £ 0.43* 10.93+£0.75*

Q (+/4)

(5) (5) (6)

9 ) 252 +7.3° 8.99 + 0.43 13.20 £ 0.64

() ©) 6)

GnRH: ANOVA en dos sentidos, interaccion no significativa, efecto principal sexo: p<0.05, a: distinto de hembras, efecto prin-
cipal genotipo: p<0.05, b: distinto de hembras +/+ por comparaciones planeadas. GABA: ANOVA en dos sentidos, interaccion:
p<0.02, *: p<0.01, significativamente diferente de todos. Glutamato: ANOVA en dos sentidos, interaccion: p<0.05, *: p<0.01,
significativamente diferente de todos.
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Dadas las diferencias encontradas en el conteni-
do de GnRH hipotaldmico y de glutamato y GABA entre
las hembras salvajes y las hembras GABABI"', se estudid
la secrecion pulsatil de GnRH en explantos de hipotala-
mos conteniendo el drea predptica, el hipotdlamo anterior
y el hipotdlamo medio basal incubados in vitro, tomado
muestras cada 8.5 minutos durante 6 horas. La frecuencia
de pulsos de GnRH observada en los hipotdlamos de los
animales salvajes fue similar a la descripta en la literatura
“2. En los hipotdlamos de hembras GABA  la frecuencia
de los pulsos de GnRH resultd significativamente aumen-
tada con respecto a las controles salvajes (Figura 6).

Otros parametros evaluados como la amplitud y
la duracion de los pulsos, el intervalo inter-pulso prome-
dio y la masa promedio de secrecién del pulso no mos-
traron diferencias entre las hembras de ambos genotipos
(no se muestra). Por lo tanto, a pesar de contar con un
contenido hipotaldmico menor de GnRH, la pulsatilidad
de las hembras GABABl"‘ resulté aumentada, es mas,
este menor contenido de GnRH podria estar reflejando
un aumento en la liberacion pulsatil.

Para estudiar la posible existencia de una di-
ferente distribucién de los intervalos inter-pulso como
fuera propuesto por Heger y col.*?, los intervalos fueron
agrupados en dos categorias: aquellos con una duracién
menor o igual a 10 minutos y aquellos con una duracién
mayor a 10 minutos. El andlisis de los datos mostré que
mientras que en las hembras salvajes el mayor nimero
de pulsos ocurren a intervalos largos (>10 min: 76%), en
las hembras GABA " el nimero de pulsos a intervalos
cortos no difiere del nimero de pulsos a intervalos largos
(Figura 7), en concordancia con el aumento de frecuen-
cia observado en estos animales (Analisis de la varianza
de 2 factores, efectos principales: genotipo y duracién
del intervalo interpulso; interaccién: p<0,05).

Este desajuste en la pulsatilidad de GnRH en la
hembras GABA ,” plantea la existencia de un probable
desequilibrio entre aferencias estimulatorias e inhibito-
rias que regulan la secrecion de GnRH, de acuerdo con
las alteraciones de los niveles de los neurotransmisores
GABA y glutamato que describimos en las hembras
GABA, " adultas.

Resulta interesante destacar que Heger y col.*?
demostraron que la sobreexpresion de GAD-67 en neu-
ronas GnRH, tratamiento que induce un aumento mar-
cado del contenido de GABA en dichas neuronas, tam-
bién produce un aumento de la pulsatilidad de GnRH
en ratones hembras jévenes, con alteraciones en los por-
centajes de interpulsos largos y cortos, sin modificar la
amplitud de los pulsos. Estos resultados junto con los
nuestros indican que distintas disrupciones del sistema
GABA¢érgico conducirian a alteraciones significativas en
la pulsatilidad de GnRH. Los mismos autores sugieren
que los mencionados efectos estarian mediados por los
receptores GABAA*; es posible que en nuestro modelo,
en ausencia de RGABAB funcionales, el efecto sobre la
pulsatilidad haya sido también consecuencia de la esti-
mulacién de los receptores GABAA. Esto sugeriria que
en el animal entero los RGABAB funcionarian como
freno de la pulsatilidad, contribuyendo al control fino
del sistema. No es sorprendente, ademds, que la ausen-
cia de RGABAB funcionales afecta las neuronas GnRH,
ya que se demostr6 la presencia de los RGABAB en mu-
chas lineas celulares inmortalizadas de neuronas GnRH
como GT-1, GT-7 y Gn-10*7*" en neuronas GnRH em-
brionarias que expresan la proteina verde fluorescente 7,
asi como también en neuronas hipotalamicas in sifu**.
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Figura 6. Frecuencia de pulsatilidad de GnRH secretado a
partir de explantos de hipotalamos de hembras adultas de
ambos genotipos.

*: significativamente diferente de hembras salvajes.
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Figura 7. Porcentaje de intervalos interpulso de la secrecién
de GnRH a partir de explantos de hipotalamos de hembras
adultas de ambos genotipos.

*: interpulsos largos significativamente diferentes de interpul-
sos cortos en hembras salvajes (WT). En hembras GABA,,”
(KO) no se observan diferencias.
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Evaluacion de la eclosion puberal, ciclicidad y capacidad
reproductiva en ratones hembras GABA ;" y salvajes

Finalmente, teniendo en cuenta las alteraciones
encontradas en la secrecion de gonadotropinas, los con-
tenidos y la pulsatilidad de GnRH y los contenidos de
los neurotransmisores GABA y glutamato, los siguien-
tes estudios se enfocaron en puntos finales criticos para
determinar la fisiologia del eje como son la aparicién de
la pubertad, la determinacion de la regularidad de los ci-
clos estrales y la capacidad reproductiva en las hembras
de ambos genotipos.

Como mencionamos, el GABA también ejerce un pa-
pel critico en el despertar puberal. Para establecer la par-
ticipacién de los RGABAB en este evento, determinamos
en las hembras de ambos genotipos el dia de apertura va-
ginal y los pesos corporales ese dia, pardmetros caracte-
risticos de eclosion puberal. No se observaron diferencias
significativas en la edad promedio de apertura vaginal en-
tre hembras salvajes y hembras GABA . Asi mismo,
el peso corporal en el dia de apertura vaginal fue similar
entre las hembras salvajes y las GABA * (Figura 8)™.

En un trabajo previo* se demostré que animales
transgénicos en los que las neuronas GnRH sobre-ex-
presaban GAD, y por ende presentaban altos niveles de

GABA, la pubertad no se vio afectada, similar a nuestros
resultados con animales con falta de expresion de RGA-
BAB funcionales.

Luego de establecer el estadio del ciclo estral por
frotis vaginal en hembras adultas de ambos genotipos por
50 dias, observamos que la ciclicidad resulté significati-
vamente comprometida en las hembras GABA " (Figu-
ra 9). Estos animales mostraron largos periodos en estro
(p<0,001), con disminucién de la cantidad de proestros
(p<0,001) en comparacion con las hembras salvajes’.
Estos resultados son muy similares a los demostrados

25
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Figura 8. Parametros de eclosion puberal en hembras de am-
bos genotipos. AV: apertura vaginal .
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Figura 9. Perfiles representativos de la ciclicidad estral de hembras de ambos genotipos (panel superior). Porcentaje de dias en
cada fase del ciclo estral de hembras de ambos genotipos, *: significativamente diferente de hembras salvajes (panel inferior).
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por Heger y col* en ratones que sobreexpresan GAD
en neuronas GnRH, en los que también se observaban
largos periodos en estro.

Al encontrar estas marcadas alteraciones en la ci-
clicidad, determinamos la funcion reproductiva en hem-
bras de ambos genotipos. Demostramos que la funcién
reproductiva de las hembras GABA " estd significati-
vamente comprometida (Figura 10). El nimero de hem-
bras prefiadas en los primeros 30 dias de exposicion a un
macho de fertilidad conocida fue menor en los anima-
les GABA, " (% de prefieces en los primeros 30 dias:
salvajes: 87,5%, n=8 vs. GABABI”’: 37,5%, n=8, prueba
%% p<0,05). Observamos la presencia de un periodo de
tiempo mas prolongado entre la exposicién de las hem-
bras a los machos y el nacimiento de la primera camada
de crias en los animales GABAB]"‘, aunque esta dife-
rencia con respecto a los animales salvajes no alcanzé
significatividad estadistica (p<0,11). Asi mismo, no ob-
servamos diferencias en el nimero de crias por camada
entre los genotipos (prueba %2, ns)’¢.

Aunque observamos diferencias en el indice de pre-
fiez entre los animales salvajes y GABA 7, no nos era
posible discriminar entre una posible falta de cépula por
alteracion de la conducta sexual, un incremento del tiem-
po necesario para alcanzar el proestro o una interrupcion
de la prefiez en las hembras GABA 7. Respecto de las
alteraciones del comportamiento no hay que olvidar que
estos animales sufren de crisis epilépticas con cierta fre-
cuencia e hiperlocomocién®, caracteristicas que podrian
estar comprometiendo su conducta reproductiva. Para
intentar encontrar la causa del indice de prefiez dismi-
nuido en las hembras GABABI"', SOmetimos a un nuevo
grupo de hembras de ambos genotipos a la determina-
cioén diaria del estadio del ciclo estral, y en el dia del
proestro las colocamos en apareo con un macho de ferti-

lidad conocida. Al dia siguiente registramos la presencia

o ausencia del tapén vaginal, indice de cépula efectiva.
No observamos diferencias entre los genotipos, ya que el
100% de las hembras colocadas en apareo en el dia del
proestro presentaron tapén vaginal cualquiera fuera su
genotipo (Fig. 11A). Sin embargo, observamos una dife-
rencia significativa al evaluar cuantas de estas hembras
desarrollaban una prefiez exitosa. Mientras que 6 de 8
hembras salvajes gestaron y parieron crias satisfactoria-
mente, solamente 1 de 7 hembras GABABI"' lo hicieron
(prueba y* p<0,03) (Figura 11B).

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que,
si bien los pardmetros de eclosion puberal no mostraron
claras diferencias entre los genotipos, la ciclicidad estral
y la funcidn reproductiva esté significativamente altera-
da en las hembras GABA_ . Se observaron periodos
mas largos en estro y mds cortos en proestro en compa-
racién con las controles salvajes; el niimero de hembras
GABA, " prefiadas fue significativamente menor que
el correspondiente nimero de hembras salvajes cuando
éstas fueron expuestas a machos de fertilidad conocida
por un periodo de tiempo determinado; por otro lado,
mostramos que las hembras GABA " tenfan un com-
portamiento de apareo normal cuando se encontraron en
proestro. Sin embargo, se evidenciaron dificultades en
la ovulacidn, fertilizacién y/o desarrollo de la prefiez,
ya que s6lo 1 de 7 hembras GABA "~ que presentaron
tapon vaginal desarrollaron una prefiez exitosa. En la li-
teratura se encuentran algunos trabajos que proponen la
participacion de los RGABAB en estos procesos, ya que
estos receptores estdn presentes en: ovario’’8, placen-
ta de rata®, oviducto y en miometrio”%, Estos dltimos
trabajos sugieren que los RGABAB participarian en la
modulacién de contractilidad en oviducto y miometrio,
estando involucrados, en consecuencia, en el transito del
6vulo fecundado hacia el sitio de anidacién.
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Figura 10. Parametros de la funcién reproductiva de hembras de ambos genotipos: porcentaje de hembras prefiadas luego de
30 dias de exposicién al macho.(A), cantidad de dias transcurridos desde la exposicion al macho hasta el primer parto (B) y
numero de crias por camada (C). *: Significativamente diferente de hembras salvajes.
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Conclusiones finales

En este trabajo demostramos la activa participa-
cién del GABA y sus RGABAB en el eje reproductivo, y
en sus diferentes pero interrelacionados niveles: sistema
nervioso central, hipofisario y gonadal. Estos resultados
evidencian que la ausencia de RGABAB funcionales com-
promete significativamente la reproduccion en ratones.

El presente estudio podria ayudar a esclarecer
desérdenes endocrinos y reproductivos que pueden apa-
recer en patologias en las que los RGABAB podrian es-
tar involucrados, como son la epilepsia, la espasticidad,
la ansiedad, las alteraciones del suefo, la depresion y
la adiccién. En el caso particular de la epilepsia, se ha
estudiado la posible relacién de la presencia de poli-
morfismos de la subunidad GABAB1 del receptor con
el desarrollo de epilepsia en humanos® y se demostrd
que determinados polimorfismos confieren una alta sus-
ceptibilidad a desarrollar epilepsia del 16bulo temporal®.
También se demostrd en pacientes con epilepsia del 16-
bulo temporal una expresién alterada del ARN mensa-
jero del RGABAB?®**%. Recordemos que nuestro mode-
lo experimental presenta también ataques espontdneos
de epilepsia®. Por otro lado, las mujeres con epilepsia
presentan un inusual aumento en la frecuencia de desor-
denes menstruales, baja tasa de ovulacion, altos indices
de infertilidad ®, asi como también amenorrea y meno-
pausia prematura®. Todos estos ejemplos demuestran la
relevancia de nuestros resultados en el esclarecimiento
de las causas y mecanismos de los desordenes endocri-
nos y reproductivos que involucren alteraciones en los
RGABAB.

Ademds, dado el creciente uso de agonistas y
antagonistas del RGABAB en la clinica®, es importan-
te esclarecer la participacion de los mismos en la regu-
lacion del eje hipotdlamo-hipdfiso-gonadal debido al

impacto que el uso prolongado de estas drogas pudiera
tener sobre la reproduccion.
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