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Resumen

En los mamiferos, la funcién reproductiva estd
finamente controlada por el eje hipotdlamo-hip6fiso-go-
nadal (HHG). Durante la vida perinatal ocurren meca-
nismos mediados por esteroides gonadales que ejercen
una impronta sobre el funcionamiento de la unidad hipo-
tdlamo-hipofisaria, estableciéndose diferencias sexuales
en los circuitos que controlan la reproduccién en machos
y hembras. En la etapa perinatal masculina, la produc-
cién testicular de testosterona aumenta drdsticamente,
y esta hormona ejerce un modelado a nivel central in-
duciendo el desarrollo de estructuras neuronales mas-
culinas y apagando las femeninas, programando de este
modo el funcionamiento del eje HHG masculino. En
el presente estudio, se analizé el funcionamiento de la
unidad hipotdlamo-hipofisaria en ratones machos trans-
génicos que sobreexpresan las subunidades o y § de la
gonadotrofina coriénica humana (hCG). Esta hormona
se comporta como un superagonista de la hormona lutei-
nizante (LH), uniéndose al mismo receptor. Los machos
transgénicos presentan un hiperandrogenismo crénico
debido a la constante estimulacién de hCG sobre la pro-
duccidn de andrégenos testiculares. Con el fin de evaluar
el rol de los andrégenos sobre el fenotipo transgénico,
los machos fueron sometidos a un tratamiento antiandro-
génico desde las etapas perinatal e infantil, analizando el
efecto en la prepubertad y adultez. Nuestros resultados
muestran una ventana critica entre el dia gestacional 18
y el dia posnatal 14, donde los andrégenos créonicamente
elevados inducen una activacién prematura del hipotala-
mo y un silenciamiento concomitante de la produccién
de gonadotrofinas hipofisarias. Estos estudios revelan
nuevos roles de los andrégenos y/o sus metabolitos pro-
ducidos localmente en la (des)regulacién de la unidad
hipotdlamo-hipofisaria masculina.
Palabras clave: gonadotrofina coriénica humana, rato-
nes transgénicos, hipotdlamo, hipdfisis, andrégenos.

Abstract

In mammals the reproductive function is contro-
lled by the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis.
During perinatal life, mechanisms mediated by gonadal
steroids occur, which exert an imprinting on the hypotha-
lamic-pituitary unit, establishing sexual differences in the
circuits that control reproduction in males and females.
During the perinatal stage in males, the testicular produc-
tion of testosterone increases drastically, and this hormone
exerts such a modeling at the central level that induces the
development of masculine neuronal structures and shutting
down the feminine, thus programming the male reproducti-
ve axis. In the present study we analyzed the function of the
hypothalamic-pituitary unit of transgenic male mice that
overexpress both o- and - subunits of human chorionic
gonadotropin (hCG). This hormone is a super-agonist of
the luteinizing hormone (LH) and binds to the same cog-
nate receptor. Transgenic males present with chronic hy-
perandrogenism due to the constant hCG stimulation on
the testicular androgen production. To evaluate the role of
androgens on the transgenic phenotype, males were subjec-
ted to antiandrogen treatment from perinatal and infantile
life, and analyzed at prepuberty and adulthood. Our results
show that, in male mice, there is a critical window of time
between gestational day 18 and postnatal day 14, when
chronically elevated androgens induce a premature activa-
tion of the hypothalamus and a concomitant silencing of
the pituitary gonadotropin production. These findings re-
veal new roles for androgens and/or their locally-produced
metabolites on the developmental programming of the male
hypothalamic-pituitary axis (dys)regulation.
Key words: human chorionic gonadotropin, transgenic
mice, hypothalamus, pituitary, androgens.

Introduccion

El eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal

En los mamiferos de ambos sexos, la repro-
duccién depende de interacciones endocrinas entre la
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unidad hipotdlamo-hipofisaria y el tracto reproductivo,
este dltimo conformado por las génadas y los 6rganos
sexuales accesorios. La interaccion entre el hipotdlamo,
la hipéfisis y las génadas se denomina eje hipotdlamo-
hipdfiso-gonadal (HHG), el cual se encarga de coordinar
dos procesos claves en la reproduccién sexual: la sinte-
sis de esteroides y la produccion de gametas. Los este-
roides sexuales son vitales en la funcién gonadal, donde
participan en la espermatogénesis y la maduracién fo-
licular. Asimismo, actdan sobre la unidad hipotdlamo-
hipofisaria influenciando la secrecién de gonadotrofinas
mediante sistemas de retroalimentacién y cumplen un
rol fundamental en el comportamiento sexual’.

La hipdfisis produce las gonadotrofinas adeno-
hipofisarias hormona luteinizante (LH) y hormona fo-
liculoestimulante (FSH), cuya produccién estd bajo el
control directo de la secrecidon hipotaldmica de la hor-
mona liberadora de gonadotrofinas (GnRH). Tanto la
LH como la FSH son secretadas por un mismo tipo ce-
lular: los gonadotropos, que son el blanco de la GnRH,
un pequefio péptido de 10 aminodcidos producido por
neuronas peptidérgicas localizadas en el hipotdlamo, de-
nominadas neuronas GnRH. Dichas neuronas proyectan
sus axones hacia la eminencia media y secretan GnRH
en forma pulsatil al sistema vascular portal hipofisario,
por donde llega hasta la adenohipdfisis y estimula la se-
crecién de LH y FSH*> 3. Las gonadotrofinas viajan por
el sistema circulatorio y actdan en las células blanco del
ovario y testiculo orquestando la produccion de ovocitos
y espermatozoides, asi como la secrecion de hormonas
esteroideas y peptidicas.

El eje HHG es el pilar fundamental en la regu-
lacion endocrina de la funcién reproductiva. Cualquier
alteracion en el control de las diferentes hormonas o re-
ceptores involucrados en el funcionamiento de este eje
puede provocar cambios en el inicio de la pubertad, in-
fertilidad, desarrollo de cancer, y otras alteraciones rela-
cionadas con niveles elevados o reducidos de hormonas
esteroideas™>.

Impronta perinatal de los esteroides sexuales sobre el
funcionamiento del eje HHG

Uno de los eventos clave en el desarrollo y la di-
ferenciacion del eje HHG es la induccién de diferencias
estructurales y funcionales permanentes en el hipotala-
mo y otras dreas especializadas del cerebro. Este meca-
nismo de impronta (imprinting) opera durante un perio-
do critico de la vida prenatal/posnatal temprana, que en
roedores abarca desde el nacimiento hasta la primera
semana de vida, induciendo la organizacion de circui-
tos neuronales especificos segun el sexo, que controlan
una gran variedad de funciones neuroendocrinas, com-
portamentales y cognitivas®. En el macho, la activacion
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transitoria del eje HHG durante la vida perinatal produce
un aumento de testosterona, que actia como un “fac-
tor organizador” de estructuras neuronales tipicamente
masculinas. En los roedores machos, los niveles de tes-
tosterona aumentan progresivamente y exhiben dos pi-
cos: uno en la gestacion tardia (dia gestacional 17-19)7,
y otro en la vida neonatal temprana (pocas horas luego
del nacimiento)?. El aumento neonatal de testosterona es
responsable de la masculinizacién y defeminizacion del
cerebro, y una gran cantidad de evidencias experimen-
tales demostraron que los estrégenos y la dihidrotestos-
terona (DHT) derivadas de la testosterona por aromati-
zacién y So-reduccidn, respectivamente, son criticos en
estos procesos® 1,

La conversién de testosterona a DHT ocurre
a través de dos enzimas Sa-reductasas, las cuales son
productos de genes distintos: Sa-reductasa I, con baja
afinidad por la testosterona y considerada una enzima
constitutiva, y Sa-reductasa II, con alta afinidad por la
testosterona y que actuia en la androgenizacion de las es-
tructuras periféricas dependientes de andrégenos!!. La
testosterona se aromatiza a estradiol a través de la accién
de la enzima aromatasa, y se considera que el estradiol
convertido localmente es el efector principal de los pro-
cesos de masculinizacién. De acuerdo con el rol induc-
tor de mecanismos de impronta postulado para estradiol,
la expresion de aromatasa muestra un perfil ontogénico
muy especifico, con aumentos de actividad en el hipo-
tdlamo medio basal y drea predptica que coinciden con
los aumentos de testosterona'®. El rol de la DHT en la
masculinizacién no estd ain completamente esclarecido,
pero se demostré que la expresion de Sa-reductasa I au-
menta en el cerebro en paralelo con el perfil de sintesis de
testosterona por el testiculo en desarrollo. Por otra par-
te, estudios in vitro mostraron que la testosterona indu-
ce fuertemente su expresion en células hipotaldmicas'®.
Ademas, el receptor de andrégenos se encuentra amplia-
mente distribuido en el cerebro fetal/neonatal y muestra
una mayor concentracién en las dreas que controlan la
reproduccidn, y su expresion aumenta considerablemen-
te en el nacimiento, que es mayor en los neonatos mascu-
linos. Esto sugiere un efecto directo de los andrégenos en
los fen6menos de impronta perinatal®.

Al igual que con la diferenciacién sexual em-
brionaria, el fenotipo neuroendocrino preestablecido
seria femenino, y la secrecion perinatal aguda de testos-
terona seria la responsable de masculinizar las acciones
de retroalimentacién de los esteroides sexuales sobre la
secrecion de GnRH, eliminando los complejos mecanis-
mos regulatorios que operan en las hembras y conser-
vando un tnico mecanismo de retroalimentacién nega-
tiva'*. El modelado inducido por la testosterona y/o sus
metabolitos altera los circuitos del cerebro en desarrollo
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e impide que se ejerza en el macho la regulacién posi-
tiva del estradiol sobre la descarga de GnRH/LH, que
normalmente ocurre en las hembras en la etapa preovu-
latoria. En contraste, roedores macho castrados durante
la ventana critica del desarrollo perinatal son capaces de
mostrar, en la adultez, picos de LH como los que presen-
tan las hembras!> ¢,

Activacion de las neuronas GnRH e inicio de la pu-
bertad

La ontogenia de la secrecién pulsatil de GnRH
y gonadotrofinas se caracteriza por presentar concentra-
ciones elevadas de gonadotrofinas durante las dltimas
etapas del desarrollo fetal y el estadio neonatal, seguido
por una declinacién progresiva que alcanza un estado
hipogonadotréfico quiescente durante la etapa infantil,
con una disminucién paralela en la capacidad de res-
puesta hipofisaria a la GnRH administrada ex6genamen-
te. Luego de este periodo de quiescencia, la pubertad se
inicia cuando la secrecién pulsatil de GnRH nuevamente
comienza a aumentar, estimulando la secrecién de go-
nadotrofinas y la produccién de esteroides sexuales, e
iniciando la maduracién gonadal y la capacidad de ex-
presar un comportamiento reproductivo'. El mecanismo
por el cual las neuronas GnRH se activan al inicio de la
pubertad ha sido intensamente investigado, y en la ac-
tualidad sigue despertando profundo interés. Varios fac-
tores se han propuesto como reguladores centrales de las
neuronas GnRH'" 8 entre ellos la kisspeptina, la cual,
actuando a través de su receptor GPR54, es uno de los
activadores mas potentes de la descarga de GnRH" y
esencial en el inicio de la pubertad en varias especies'®
2_En roedores, la expresion de kisspeptina presenta dife-
rencias sexuales en los nicleos hipotaldmicos arcuato y
AVPV (anteroventral-periventricular)'> 2, donde actua-
ria como mediador de los efectos de retroalimentacion
de los esteroides sexuales sobre la liberacion de GnRH
en machos y hembras?" 22, Ademds del dimorfismo se-
xual que presenta el circuito kisspeptina-GPR54, las
neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas también es-
tablecen conexiones muy importantes con las neuronas
GnRH, y estdn implicadas en el establecimiento de las
diferencias sexuales del cerebro en desarrollo por la ac-
cion de los esteroides perinatales®. El glutamato es uno
de los transmisores excitatorios dominantes en el hipotd-
lamo y funciona como un mediador central fundamental
en la regulaciéon neuroendocrina de diversos procesos
como el inicio de la pubertad, la ciclicidad menstrual, la
conducta reproductiva, etc.?. A su vez, la exocitosis de
glutamato puede ser inhibida por GABA (4dcido y-amino
butirico)?; estos dos sistemas se encuentran intimamen-
te relacionados ya que el glutamato es el precursor na-
tural de la sintesis de GABA, a través de la accion de la
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enzima glutamato decarboxilasa 67 (GADG67)*. En las
neuronas GnRH se identificaron receptores de glutama-
to del tipo NMDA (N-metil D-aspartato) y receptores de
GABA tipo A y B¥?%,

El modelo de ratones hipersecretores de
hCG (ratones hCGof+)

Los modelos transgénicos han aportado eviden-
cias sobre laimportancia de las gonadotrofinas en disfun-
ciones reproductivas y tumorigénesis gonadal. Muchos
desdrdenes endocrinos son atribuidos a una secrecién
hormonal excesiva, que supera los niveles fisiol6gicos.
Recientemente se han desarrollado ratones transgénicos
capaces de secretar niveles elevados de la hCG*! %, Esta
hormona es normalmente secretada por la placenta hu-
mana durante el primer trimestre del embarazo y esta
intimamente relacionada en estructura y funcién con la
LH, interactuando ambas con el mismo receptor®. La
hCG estd ausente en el ratdon, pero administrada exoé-
genamente es capaz de estimular la esteroideogénesis
ovdrica y la ovulacién. A través de la hiperproduccién
intencional de hCG en ratones, se han logrado reconocer
fenotipos novedosos, tanto en machos como en hem-
bras, que no podrian haber sido detectados siguiendo
protocolos de administracién exdgena de gonadotrofi-
nas, o en modelos animales con moderada secrecion de
gonadotrofinas. Para tal fin, se crearon y caracterizaron
dos modelos de ratones transgénicos: ratones que con-
tienen el gen de la subunidad hCGa. (ratones hCGo+) y
ratones que contienen el gen de la subunidad hCGp (ra-
tones hCGf+). Ambos transgenes se encuentran bajo el
control del promotor humano ubiquitina C, el cual dirige
la expresion génica en una amplia variedad de tejidos
desde la dltima etapa de la vida fetal. Con la intencién
de obtener un modelo animal capaz de producir niveles
farmacolégicos de hCG, se cruzaron hembras hCGo+
con machos hCGp+ y se obtuvieron crias doble trans-
génicas hCGap+ que coexpresan ambas subunidades de
hCG en diferentes tejidos y secretan niveles elevados de
la forma dimérica de hCG (1000 a 2000 veces superior
en términos de bioactividad de hCG/LH), que si bien al-
canzan valores farmacoldgicos, en comparacién con los
humanos, no exceden los hallados en el embarazo®>3*.

A diferencia de los machos hCGp+, los doble
transgénicos hCGop+ son infértiles, presentan severas
alteraciones en los 6rganos reproductivos y un signifi-
cativo aumento en la esteroideogénesis testicular®?, El
andlisis histolégico del testiculo revela la aparicién de
adenomas de las células de Leydig durante la infancia y
prepubertad. Por definicidn, se considera adenoma cuan-
do los islotes de células de Leydig presentan un didmetro
mayor al del tibulo seminifero® . Los adenomas de
células de Leydig desaparecen con la llegada de la adul-
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tez, ya que derivan de la poblacion de células de Leydig
fetales, lo que indica que s6lo estas células son capaces
de responder a niveles suprafisiolégicos de LH/hCG y
desarrollar adenomas™’.

La hipersecrecién de hCG en los ratones hCG-
af+ impacta en las génadas desde edades tempranas
del desarrollo, estimulando fuertemente la esteroideo-
génesis. Nos propusimos estudiar las consecuencias de
la hiperproduccién de hCG sobre el funcionamiento del
eje reproductivo masculino, postulando como hipétesis
que los niveles elevados de esteroides gonadales en los
ratones hCGap+ actuarian sobre el eje HHG alterando
la sintesis y secrecion de hormonas y factores clave en
la funcién reproductiva. Dichos esteroides participarian,
directa o indirectamente, en las disfunciones reproducti-
vas que presenta este modelo.

Resultados y discusion
Evaluacién de los niveles hormonales de los ratones
machos hCGop+

En primer lugar, nos propusimos estudiar los ni-
veles séricos de testosterona y FSH en edades represen-
tativas del desarrollo: la infancia (7 y 10 dias), la prepu-
bertad (21 y 28 dias) y la adultez (90 dias) en los machos
hCGaf+ comparados con los de la cepa salvaje (WT)
(FIGURA 1). Se estudi6 principalmente la regulacion de
FSH en lugar de LH, ya que las similitudes de estruc-
tura y funcion entre LH y hCG, junto con los elevados
niveles de hCG producidos por los machos hCGafp+,
dificultan la interpretacién de los resultados basados en
la secrecion de LH. La concentracién sérica de testos-
terona en los machos transgénicos resulté significativa-
mente elevada, comparados con los controles WT, en to-
das las edades estudiadas (FIGURA 1A). En contraste,

la concentracion sérica de FSH en los machos hCGop+
se encontré disminuida en todas las edades estudiadas y
fue significativamente menor que la de los machos WT
a partir de los 10 dias de edad (FIGURA 1B).

Con el fin de evaluar el efecto de los andrégenos
sobre la regulacién de la secrecion de FSH, se utilizaron
machos WT y hCGop+ tratados con el antiandrégeno
flutamida, el cual compite con la testosterona y la DHT
por la unién al receptor y bloquea la transduccién de la
sefial androgénica®. Los animales se trataron con fluta-
mida desde los 14 dias de edad y se sacrificaron a los 28
y 90 dias de edad. De manera comparativa, se realizaron
castraciones en ambos grupos y se sacrificd a los ani-
males a las mismas edades. En los controles WT, los ni-
veles séricos de FSH aumentaron significativamente en
respuesta al tratamiento con flutamida y a la castracion
(TABLA I). Por el contrario, los niveles séricos de FSH
de los machos hCGaf+ castrados o tratados con fluta-
mida permanecieron significativamente menores que los
de WT para ambas edades. Estos resultados indican que
ni la castracién ni el tratamiento antiandrogénico desde
la edad infantil lograron restaurar los niveles séricos de
FSH en los machos hCGafp+ al alcanzar la edad prepu-
beral o adulta.

Debido a que la accion fisioldgica de la GnRH
sobre la liberacién de gonadotrofinas es ejercida de
manera pulsétil, se determind si la concentracién de la
GnRH hipotaldmica y la pulsatilidad de la GnRH ex
vivo estaban afectadas en este modelo. Se observd un
aumento en la concentraciéon de la GnRH hipotaldmica
y una aceleracién en la frecuencia de pulsos de GnRH
en machos transgénicos preptberes comparados con el
grupo WT®, La activacién temprana del generador de
pulsos de GnRH podria interpretarse como un signo de
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Figura 1: A) Concentracién de festosterona sérica en machos WTy hCGapB+ alos 7, 10, 21, 28 y 90 dias de edad. ANOVA de 2
factores—Bonferroni. Se obtuvieron efectos significativos del genotipo (p<0,001). N=5-7, letras distintas: p<0,05. B) Concentracién
de FSH sérica en machos WT y hCGap+ alos 7, 10, 21, 28 y 90 dias de edad. ANOVA de 2 factores—Bonferroni. Se obtuvieron
efectos significativos del genotipo, la edad y la interaccién (p<0,001). N=5-7, letras distintas: p<0,05.
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28 dias 90 dias
WT hCGap+ WT hCGap+
Control 43,6 +22¢ 3,9+0,3"% 39,6 +2,0¢ 2,7+0,4"%
Flutamida 57,7 +1,74 4,2+ 1,1 ¢be 47,0+ 3,4 29+0,4%%
Castracién 77,5+2,0¢ 74+0,4c¢ 65,7 +7,24 50+0,5¢

Tabla 1. Concentracién de FSH sérica en machos WT y hCGap+ prepiberes (28 dias) y adultos (90 dias) tratados con flutamida
desde los 14 dias de edad o castrados dos semanas previas al sacrificio.
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). ANOVA de 2 factores-Bonferroni.

pubertad precoz en los machos hCGaf+. Sin embargo,
estudios previos realizados en el modelo no encontraron
signos de pubertad precoz, estimados por la edad en que
aparece la separacion balano-prepucial, a pesar de los ni-
veles elevados de andrégenos presentes en el modelo®,
lo que refuerza el concepto que indica que el inicio de la
pubertad es un fenémeno intrinseco del sistema nervioso
central, que involucra tanto mecanismos dependientes
como también independientes de hormonas gonadales'*.

Evaluacion de la expresion génica en hipéfisis de ra-
tones machos hCGof+

Se analiz6 la expresion génica de las subunida-
des de gonadotrofinas FSHP3, LHf y la subunidad comiin
o en hipdfisis de machos WT y hCGaf+ preptberes (FI-

GURA 2). En coincidencia con los niveles séricos de
FSH, los niveles de expresion de las subunidades FSHf
y o comun resultaron significativamente disminuidos
en la hipdfisis de machos hCGaf+ comparados con los
WT. La expresion de la subunidad LHf} también se en-
contr6 disminuida en los machos transgénicos compara-
dos con los WT, que indica que no sélo la produccién de
FSH, sino también la de LH se encuentran afectadas en
este modelo. Se analiz6 también la expresion de genes
clave en la regulacién de gonadotrofinas, tales como: i)
el receptor de estrégenos a, mediador principal de los
efectos de retroalimentacién de los esteroides gonada-
les sobre la produccién de LH; ii) el receptor de GnRH,
el cual transduce la sefial del GnRH hipotaldmico a los
gonadotropos; y iii) la folistatina, la cual es un inhibidor

FSH LH comun
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-] - -]
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1,2 1,2 g 27 **
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Figura 2. Perfil de expresién génica en hipdfisis de machos WTy

hCGap+ de 28 dias de edad evaluada por PCR en Tiempo Real.

Prueba t de Student, N=4, *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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paracrino clave en la regulacién de la secrecidon basal
de FSH (FIGURA 2). Tanto los niveles de ARNm del
receptor de estrégenos o como del receptor de GnRH se
encontraron disminuidos, mientras que los de folistatina
resultaron elevados en los machos hCGof3+ comparados
con los WT.

Existen evidencias de que la capacidad de res-
puesta de los gonadotropos a la GnRH se correlaciona con
el nimero de receptores de GnRH en la hipdfisis y con la
frecuencia hipotalamica de pulsos de GnRH*. La secrecion
pulsatil de GnRH en tiempos cortos induce un aumento en
la expresion de su receptor, mientras que la exposicién pro-
longada a altas concentraciones y/o a una alta frecuencia
de pulsos de GnRH induce una disminucién de aquella,
seguida de supresion de la sintesis y secrecion de gonado-
trofinas*:*2, Se ha demostrado ademads que la aplicacion de
GnRH de manera continua o en pulsos de alta frecuencia
induce un aumento en los niveles de ARNm de folistati-
na en la hipdfisis®. En los machos hCGof+, el aumento
en la concentracion hipotaldmica y la secrecién pulsétil de
GnRH fue acompafiado por un aumento en la expresion del
ARNm de folistatina y una disminucién en la expresion del
ARNm del receptor de GnRH en hipéfisis. Es posible, por
lo tanto, que la supresién de la produccién de gonadotrofi-
nas en los machos hCGaf+ se deba, al menos en parte, a
un aumento en la descarga de GnRH desde el hipotdlamo,
que induciria una regulacién por descenso prematura del
receptor de GnRH, y podria alterar el desarrollo y/o la fun-
cionalidad de los gonadotropos.

Evaluacion de la expresion génica en hipotalamo de
ratones machos hCGafp+

Con el fin de estudiar la posible influencia de
la metabolizacién de esteroides gonadales sobre la re-
gulacién de la produccion de las gonadotrofinas hipo-
fisarias, se evalué el perfil de expresion de dos enzimas
esteroideogénicas reguladas por andrégenos: la aroma-
tasa y la Sa-reductasa II°, en el hipotdlamo de machos
WT y hCGap+. Se evalué también la expresion génica
de kisspeptina y GAD67, como posibles mecanismos
moduladores de la actividad de las neuronas GnRH en
el hipotdlamo. Se estudiaron estos pardmetros en dos
momentos relevantes de la regulacion de la funcién hi-
potaldmica, como es el estadio neonatal (4 dias) y pre-
puberal (28 dias) (FIGURA 3). La expresion de aroma-
tasa presentd un aumento significativo en el hipotdlamo
de machos hCGof+ a los 28 dias de edad comparados
con los WT, mientras que a los 4 dias no mostr6 dife-
rencias significativas entre genotipos. La expresion de
So-reductasa II no presenté cambios a ninguna de las
edades estudiadas. Mientras que a los 4 dias de edad la
expresion de kisspeptina no mostré diferencias signifi-
cativas entre genotipos, a los 28 dias ésta resulté signifi-
cativamente menor en el hipotdlamo del grupo hCGaf+
con respecto al WT. En el caso de GAD67, se encontrd
lo opuesto a kisspeptina, se observaron niveles de expre-
sién elevados de la enzima productora de GABA en el
hipotdlamo hCGaf+ de 4 dias, sin detectarse diferen-
cias entre genotipos a los 28 dias.
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Figura 3. Perfil de expresién génica en el hipotdlamo de machos WT y hCGaf+ a los 4 y 28 dias de edad evaluada por PCR en

Tiempo Real. Prueba t de Student, N=4, *: p<0,05, **: p<0,01.

@



Andrégenos y programacién perinatal en machos - Dra. Susana B. Rulli

Los niveles reducidos en la expresion de
kisspeptina detectados en los hipotdlamos de machos
hCGaf+ preptiberes concuerdan con la accién supre-
sora de los elevados niveles circulantes de testosterona.
Ademds, se demostré que la administracién neonatal
de compuestos estrogénicos provoca una disminucién
dosis-dependiente en los niveles de expresion génica de
kisspeptina tanto en machos como en hembras prepibe-
res*; en los machos hCGaf3+ los niveles crénicamente
elevados de testosterona indican que la conversion local
de estrégenos neonatales podria estar aumentada en este
modelo y contribuir a la disminucién prepuberal de los
niveles de expresion de kisspeptina. Sin embargo, los
bajos niveles de expresion de este factor no explican la
concentracion y pulsatilidad de GnRH elevadas que se
observaron en el hipotdlamo de los machos hCGap+.
Este efecto podria atribuirse a la participacién de otros
moduladores igualmente implicados en el control de la
liberacién de GnRH, tales como GABA y glutamato®,
asi como también moléculas de sefializaciéon derivadas
de las células de la glia'®*°, Un hecho importante es que
los circuitos de neurotransmisores excitatorios y facto-
res transindpticos gliales dependen del modelado ejerci-
do por los esteroides gonadales durante la vida perinatal,
que genera diferencias dimoérficas sobre la arquitectura
celular de machos y hembras® 2645, Si bien el rol inhi-
bitorio del GABA sobre la neurona GnRH estd exten-
samente documentado, se demostré la existencia de un
periodo sensible durante la vida perinatal donde tanto el
GABA como el glutamato son excitatorios, luego del cual
el GABA lentamente cambia su accién y comienza a me-
diar procesos inhibitorios*. En este sentido, se demostrd
que el estradiol estimula la sintesis del GABA, y es capaz
de extender el tiempo durante el cual este neurotransmi-
sor es excitatorio en células hipotaldmicas en cultivo®. Se
detectaron, en hipotdlamos de machos hCGof+ de 4 dias
de edad, niveles elevados de GAD67, 1a enzima limitante
en la sintesis de GABA. Estos datos sugieren que la tes-
tosterona crénicamente elevada y/o sus metabolitos po-
drian estar alterando los circuitos excitatorios durante la
vida perinatal, causando la aceleracién de la pulsatilidad
de GnRH en la edad prepuberal. Ademas de la capacidad
de los esteroides gonadales de alterar pardmetros de la
neurotransmision GABAérgica y glutamatérgica durante
la vida perinatal, se demostré que el estradiol es capaz
de modular la funcionalidad de las células de la glia en
el niicleo arcuato, alterando su morfologia y sus acciones
neuroplésicas, lo que conduce a alteraciones en las sinap-
sis®. Finalmente, las neuronas GnRH expresan el receptor
de estrogenos f y el receptor de LH*"*, por lo que la
presencia de niveles elevados de estrégenos convertidos
localmente y/o de hCG podria estar alterando la fisiologia
de dichas neuronas. Investigaciones futuras se dirigirdn a

Actualizacién

determinar si algunos de los factores previamente men-
cionados estdn compensando los niveles disminuidos de
expresion de kisspeptina y son la causa principal de la
activacion prematura de la neurona GnRH en los ma-
chos hCGof+.

Efecto del tratamiento antiandrogénico aplicado des-
de la edad perinatal sobre el fenotipo de los machos
hCGop+

Con el fin de estudiar el efecto del bloqueo de
los andrégenos desde la etapa perinatal, se administré
flutamida a machos WT y hCGaf+ desde el dia ges-
tacional 18 (DG18) hasta a los 28 dias de edad. El tra-
tamiento perinatal con flutamida fue capaz de elevar
significativamente los niveles séricos de FSH en los ma-
chos hCGaf+ (FIGURA 4A). Coincidiendo con el per-
fil obtenido para la FSH sérica, la expresién génica de
FSHp hipofisaria aument6 en el grupo hCGaf+ tratado
con flutamida comparado con el transgénico no tratado,
acompafiado por un aumento concomitante en la expre-
sién génica del receptor de GnRH (FIGURA 4B). En el
hipotdlamo, el tratamiento perinatal con flutamida nor-
malizé la expresion génica de aromatasa y kisspeptina
(FIGURA 4C).

La administracién de flutamida a machos hC-
Gofp+ desde el DG18 demostré una induccién de los
andrdégenos, a través de su receptor, sobre la expresién
hipotaldmica del ARNm de aromatasa en la edad pre-
puberal, lo que sugiere que junto con los andrégenos de
origen gonadal, la conversion hipotaldmica a estrégenos
podria ser clave en los mecanismos de supresion de go-
nadotrofinas en los machos hCGaf+. Asi, la aromatiza-
cion hipotaldmica de testosterona seria un prerrequisito
en la regulaciéon mediada por estrégenos, debido a que
el estradiol producido perinatalmente fuera del sistema
nervioso central no estaria biodisponible debido a su
unién a a-fetoproteina en suero®.

Conclusiones

Varias lineas de evidencia indican que las hor-
monas esteroideas producidas por las génadas en desarro-
llo son capaces de programar la funcién neuroendocrina y
el comportamiento de machos y hembras. Estos procesos
pueden alterarse durante etapas criticas de la diferencia-
cién sexual del cerebro y manifestarse como disfunciones
reproductivas en la adultez®®. Hemos demostrado que los
machos hCGof+ presentan niveles elevados de testoste-
rona y disminuidos de FSH durante toda la vida, asi como
también una falta de respuesta de la FSH a la castracién
y al tratamiento con el antiandrégeno flutamida, tanto en
la etapa prepuberal como en la adultez. Estos resultados
evidencian alteraciones persistentes en la regulacién neu-
roendocrina que controla el eje de las gonadotrofinas. En
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Figura 4. Efecto del tratamiento perinatal con flutamida sobre los niveles de FSH sérica y expresién génica en hipéfisis e hipotd-
lamo, de machos WT, hCGap+ y hCGap+ tratados con flutamida desde el DG18 hasta los 28 dias de edad (hCGap+FDG18).

A) niveles séricos de FSH; ANOVA de 2 factores—Bonferroni, N=

4, letras distintas: p<0,05. Se observaron efectos significativos

del genotipo, el tratamiento y la interaccién (p<0,001). B) Expresién génica de FSHP y receptor de GnRH, en hipéfisis, y C) de

aromatasa y kisspeptina, en hipotdlamo, por PCR en Tiempo Real.

contraste con la funcién hipofisaria, la funcién hipotala-
mica de los machos hCGaf+ prepuberes resulté activa-
day se observo una mayor concentracion hipotalamica y
un aumento en la frecuencia de pulsos de GnRH ex vivo,
que no se reflejé en los niveles de sintesis y secrecion de
gonadotrofinas.

Uno de los hallazgos mds sorprendentes en los
machos hCGop+ fue la inhibicién de la sintesis de go-
nadotrofinas, independientemente de los esteroides go-
nadales, evidenciada por la falta de respuesta de la FSH
a la liberacion de la regulacion negativa por medio de la
castracion o del tratamiento con flutamida, tanto en la
prepubertad como en la adultez. Por el contrario, cuan-
do el tratamiento con flutamida se inici6 el DG18 y se
mantuvo hasta los 28 dias de edad en los machos hC-
Gof+, ocurrié una recuperacion parcial de la sintesis y
secrecion de FSH, que fue acompaifiada por un aumento
en la expresion hipofisaria del receptor de GnRH. Es-
tos resultados sugieren la existencia de una ventana de
tiempo critica en la vida perinatal, donde los andrége-
nos determinarian el nivel de activacién del eje HHG.

@

ANOVA de 1 factor-Bonferroni, N=4, letras distintas: p<0,05.

Durante este periodo, niveles elevados de andrégenos
serfan capaces de inducir un apagado irreversible de la
diferenciacion de los gonadotropos, junto con la sinte-
sis y secrecion de gonadotrofinas, procesos en los cuales
la regulacién del receptor de GnRH juega un rol clave’'.
Estos resultados sugieren que el exceso de andrégenos
durante la vida perinatal/infantil es capaz de perturbar de
manera permanente la programacién del eje reproducti-
vo, y podria ser la causa fundamental de la infertilidad en
los machos hCGaf+, ya que el tratamiento con flutamida
a partir de los 14 dias de edad no fue capaz de restaurar
la fertilidad. En las hembras, estd bien establecido que
la exposicién temprana a andrégenos provoca profundas
alteraciones sobre el control neuroendocrino de los ciclos
reproductivos en la adultez, lo que conduce a la pérdida
de la capacidad de generar picos ovulatorios de GnRH/
LH y ala infertilidad>. En los machos, la posible influen-
cia de niveles elevados de andrégenos ha sido poco ex-
plorada, probablemente debido a que estan normalmente
expuestos a andrégenos desde etapas muy tempranas del
desarrollo fetal. El andlisis del modelo hCGof+ pone de
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manifiesto que, en los machos, la exposicidn a un exceso
de andrdégenos durante etapas clave del desarrollo bien
podria ser causa de infertilidad en la adultez.

Investigaciones recientes identificaron la pre-
sencia de compuestos quimicos en el medio ambiente
con capacidad de mimetizar a los andrégenos en sus
mecanismos de sefializacién>*>*. Debido a que la infer-
tilidad idiopdtica en las parejas es relativamente alta, la
posibilidad de que la exposicién a concentraciones anor-
males de esteroides o compuestos con actividad esteroi-
dea durante la gestacién sea responsable de la pertur-
bacién en el control neuroendocrino de la reproduccion
masculina deberia ser considerada en mayor profundi-
dad en humanos. En este sentido, el modelo hCGaf+ es
una valiosa herramienta para investigar nuevos mecanis-
mos mediados por los andrégenos y sus metabolitos en
la (des)regulacién del eje reproductor masculino.
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Resumen

Durante la gestacion, existe una dindmica rees-
tructuracion de tejidos maternos y fetales que requiere de
la accién controlada de las metaloproteasas (MMP), en-
zimas proteoliticas involucradas en la remodelacion de la
matriz extracelular. En ciertas gestaciones patoldgicas, la
actividad de las MMP se encuentra alterada, lo que pro-
voca complicaciones a lo largo de la gestacién. En esta
revision analizamos la participacién de las MMP durante
la implantacion, el desarrollo embrionario y fetal, la pla-
centacion y el parto, y la influencia de la diabetes materna
sobre la actividad de las MMP en dichos procesos.
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Abstract

During pregnancy there is a dynamic restruc-
turing of maternal and fetal tissues that requires the
controlled action of matrix metalloproteinases (MMPs),
proteolytic enzymes involved in extracellular matrix re-
modeling. In certain pathological gestations, the activi-
ty of MMPs is impaired, thus leading to complications
during pregnancy. In this review, we analyze the invol-
vement of MMPs during implantation, embryonic and
fetal development, placentation and parturition, as well

as the influence of maternal diabetes on the activity of
MMPs in these processes.

Key words: matrix metalloproteinases, pregnancy, dia-
betes.

Introduccién

La matriz extracelular (MEC) fue considerada du-
rante mucho tiempo sé6lo una “red” que brindaba anclaje y
soporte mecanico a las células. Actualmente, se sabe que la
MEC es una estructura compleja y dindmica que contiene
factores de crecimiento, proteinas de unién y otras biomo-
Iéculas, como asi también sitios de unidon de moléculas de
la superficie celular. La MEC interactda constantemente
con las células, éstas se unen y se separan de esta estruc-
tura secretando proteinas que modifican el microambiente
de la MEC. Por ser una estructura dinamica, la MEC sufre
procesos de remodelacion en los que estan involucradas las
metaloproteasas de matriz extracelular (MMP). Estas enzi-
mas en conjunto son capaces de degradar todos los compo-
nentes de la MEC y durante su proceso de remodelacion se
liberan fragmentos y pequefios péptidos, muchos de ellos
con actividad bioldgica, y se activan factores de crecimien-
to y biomoléculas atrapados en la MEC'. Por lo tanto, se
postula que las MMP son proteinas criticas en diversos
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