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Figura 26 Ensayo de doble inmunofluorescencia para REA/NeuN en hipotalamo de rata
hembra adulta. La mezcla de las imagenes pone en evidencia que la expresion de la proteina
de REA esta restringida al citoplasma de neuronas maduras (recuadro, flechas blancas).
Barra de escala, 50 uym.

4.3- Efectos de la exposicién neonatal a BPA sobre los mecanismos
hipotaldAmicos que controlan el ciclo estral y el pico preovulatorio de LH

4.3.1- Estudio de los patrones de ciclado de ratas adultas expuestas

neonatalmente a una dosis baja de BPA

Mediante el estudio de la citologia vaginal se observaron patrones de ciclicidad
estral anormales en los animales pertenecientes al grupo BPA.05. En
comparaciéon con las hembras control, las hembras expuestas a BPA.05

pasaron mas tiempo del ciclo en las etapas de estro-proestro (P<0,05; Fig.27).

75



Resultados

*%*

()]
o
J

N
o
1

B
o

Proestro-Estro
(% tiempo)
5 3

—_
o
'l

control BPA.05

Figura 27 Patrones de ciclicidad estral en hembras neonatalmente expuestas a BPA.05. Las
etapas del ciclo estral fueron determinadas mediante exdmenes diarios de la citologia vaginal.
Cada columna representa la media + E.E.M. de veinte animales por grupo experimental (**,
P<0,01 vs. hembras control).

4.3.2- Horario de induccion del pico de LH y patrones temporales del procesado
del pre-ARNm de LHRH (estudio piloto)

Para verificar la efectividad del modelo de induccion estrégeno-dependiente del
pico de LH, hembras control fueron OVX en DPN85 y, a las 09:00-10:00 h (Dia
0) del DPN100 se les colocé implantes conteniendo 173-estradiol. Muestras de
sangre troncal y tejido hipotalamico fueron tomadas a las 08:00 h y a las 16:00
h del Dia 2. A las 16:00 h se observdé un aumento significativo en los niveles
séricos de LH (P<0,001; Fig.28A) en comparacion con las 08:00 h. Ademas, el
procesado del pre-ARNm de LHRH demostr6 ser dependiente del horario.
Utilizando PCR en tiempo real observamos que, comparado con lo observado a
las 08:00 h, a las 16:00 h los niveles del ARNm de LHRH maduro fueron
significativamente mayores (P<0,05; Fig.28C) mientras que por el contrario, en
los niveles del ARN de LHRH que aun conservan el intron A se observd una

marcada disminucién (P<0,01; Fig.28D).
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Figura 28 Horario de induccion del pico de LH y patrones temporales del procesado del pre-
ARNm de LHRH. (A) Las muestras fueron obtenidas a las 08:00 h y 16:00 h del Dia 2 (ver
Materiales y Métodos) para chequear la efectividad del modelo estrogénico utilizado para
inducir el pico de LH. (B) Para evaluar el procesado del pre-ARNm de LHRH, se disefiaron
cebadores especificos para amplificar el ARNm maduro de LHRH (cebadores E1-E3) y el ARN
de LHRH no procesado conteniendo el intron A (cebadores IA-E3). Para estudiar los patrones
temporales de la expresion citoplasmatica de los ARNs de LHRH maduro (C) y sin procesar (D)
se realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo real. Los valores fueron calculados mediante el
método de Pfaffl (Pfaffl, 2001) y se muestran como la media £ E.E.M. de seis animales por
horario estudiado (*, P<0,05; **, P<0,01 vs. hembras control).

4.3.3- La exposicion neonatal a BPA altera el procesado hipotalamico del pre-
ARNm de LHRH en hembras adultas

Trabajos previos han demostrado que la retencion del intron A en el pre-ARNm
de LHRH bloquea la traducciéon de secuencias corriente abajo (Son y col.,
2003), resultando en una ineficiente produccion de LHRH. Debido a que este
mecanismo esta regulado mediante vias estrogénicas decidimos estudiar los
efectos de la exposicién neonatal a BPA sobre la expresion relativa del ARNm

maduro de LHRH y el ARN-no procesado de LHRH que aun conserva el intron
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A en ratas hembras adultas sometidas a un modelo de estimulacion
estrogénica. Mediante PCR en tiempo real pudimos observar que la exposicion
neonatal a BPA genera efectos opuestos, dosis-dependiente, sobre la

expresion del ARNm maduro de LHRH en la etapa adulta.

ARNmM maduro de LHRH (E1-E3) ARN de LHRH no procesado (IA-E3)
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Figura 29 Efectos de la exposicion neonatal a BPA sobre la expresién citoplasmatica del
ARNm maduro de LHRH (A) y el ARN de LHRH sin procesar conteniendo el intron A (B). La
expresion relativa del ARN citoplasmético se cuantific6 mediante RT-PCR en tiempo real y el
cambio en los niveles de expresion se calculé mediante el método de Pfaffl (Pfaffl, 2001). Los
valores se muestran como la media + E.E.M. de cinco animales por grupo experimental (**,
P<0,01; ***, P<0,001 vs. hembras control).

En las ratas tratadas con BPA20 los niveles del ARNm maduro de LHRH fueron
menores comparados con los controles (P<0,01; Fig.29A), mientras que en
hembras tratadas con BPA.05 los niveles del ARNm maduro de LHRH fueron
significativamente mayores (P<0,001). Por el contrario, los niveles del ARN de
LHRH que aun conserva el intron A disminuyeron aproximadamente a la mitad

en ambos grupos expuestos a BPA (P<0,01; Fig.29B).

4.3.4- La exposicion neonatal a BPA altera la expresion de ERa y PR en los

nucleos AvPv y Arc

La estimulacion estrogénica de los picos de LH y LHRH requiere como paso
obligatorio la activacion de los receptores ERa y PR en el hipotalamo
(Wintermantel y col., 2006; Chappell y Levine, 2000). Utilizando la técnica de
inmunohistoquimica, en esta etapa de la tesis estudiamos la expresion de

dichos receptores de esteroides en neuronas de los nucleos AvPv y Arc.

78



Resultados

J(A)
g
\c_“’ 3 e
o
© 2
2
[oJERE
nd
(1
0.
+(C)
— 1
+
~ 6]
@
o
© 4
X
X -2
o
0.

control BPA20 BPA.05 control BPA20 BPA.05

Figura 30 Efectos de la exposicion neonatal a BPA sobre la expresiéon de ERa (A, B) y PR (C,
D) en los nucleos hipotalamicos AvPv (A, C) y Arc (B, D) de hembras adultas. Los nucleos
AvPv y Arc fueron delimitados de acuerdo a lo descrito por Paxinos y Watson (Paxinos vy
Watson, 2005). Los datos se expresan como el area relativa del nucleo ocupada por las células
positivas (%area (+)), y cada columna representa la media + E.E.M. de seis animales por grupo
experimental (*, P<0,05; **, P<0,01 vs. hembras control).

Nuestros resultados muestran que en el AvPv, la expresion de ERa aumento
tanto en el grupo BPA20 (P<0,05) como en BPA.05 (P<0,01; Fig.30A). En
contraste, la expresion de ERa en el Arc disminuyé en las hembras expuestas
a BPA20 y BPA.05 (P<0,05; Fig.30B). Por otro lado, la expresion de la proteina
de PR disminuy6 en el AvPv de las hembras tratadas con BPA.05 (P<0,05;
Fig.30C) pero no fue afectada en el Arc de los animales expuestos a BPA
(Fig.30D).

4.3.5- Efectos de la exposicion neonatal a BPA sobre la expresion de los
cofactores de transcripcion SRC-1 y REA en los nucleos AvPv y Arc de

hembras adultas

La respuesta estrogénica incluye muchos pasos, todos susceptibles de ser
alterados por perturbacién endocrina. Un punto muy interesante de estudiar en
la cascada de eventos de la respuesta estrogénica es la expresion de factores

de transcripcion especificos. Para alcanzar este objetivo, se seleccion6 a SRC-
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1 y REA como representantes de las familias de coactivadores y represores,
respectivamente, y se evaludé su expresion en neuronas hipotalamicas

mediante el uso de inmunohistoquimica.
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Figura 31 Efectos de la exposicion neonatal a BPA sobre la expresion de los cofactores de
transcripcion SRC-1 (A, B) y REA (C, D) en los nucleos hipotalamicos AvPv (A, C) y Arc (B, D)
de hembras adultas. Los nucleos AvPv y Arc fueron delimitados de acuerdo a lo descrito por
Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2005). Los datos se expresan como el area relativa del
nucleo ocupada por las células positivas (%area (+)), y cada columna representa la media *
E.E.M. de seis animales por grupo experimental (***, P<0,001 vs. hembras control).

En el nucleo AvPv, la expresion de SRC-1 en las hembras expuestas a la dosis
baja de BPA disminuy6 casi a la mitad (P<0,001; Fig.31A) de lo observado en
los controles, pero en las hembras expuestas a la dosis alta la expresion de
SRC-1 se mantuvo igual a los controles. Por otro lado, la expresion de REA no
mostré cambios en los grupos tratados con BPA comparados con los controles
(Fig.31C). En el nucleo Arc, la expresion de SRC-1 y REA fue similar a los
controles en ambos grupos expuestos a BPA (Fig.31B, D). Los cambios
observados en la expresion de ERa, PR y SRC-1 en el AvPv y el Arc de las

hembras expuestas a BPA se ilustran en las Figuras 32 y 33 respectivamente.
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Figura 32 Fotomicrografias representativas de la deteccion mediante inmunohistoquimica de
ERa (A, B, C), PR (D, E, F), SRC-1 (G, H, I) y REA (J, K, L) en el nucleo AvPv de ratas hembra
control (A, D, G, J), BPA20 (B, E, H, K) y BPA.05 (C, F, I, L). El AvPv fue identificado mediante
la tincion de Nissl de un corte por serie (M, linea de puntos) y delimitado de acuerdo a lo
descrito por Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2005). 3V, tercer ventriculo; go, quiasma
Optico. Barra de escala, 200 pym.
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Figura 33 Fotomicrografias representativas de la deteccion mediante inmunohistoquimica de
ERa (A, B, C), PR (D, E, F), SRC-1 (G, H, I) y REA (J, K, L) en el nacleo Arc de ratas hembra
control (A, D, G, J), BPA20 (B, E, H, K) y BPA.05 (C, F, I, L). El Arc fue identificado mediante la
tinciéon de Nissl de un corte por serie (M, linea de puntos) y delimitado de acuerdo a lo descrito
por Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2005). 3V, tercer ventriculo. Barra de escala, 200
pm.

4.3.6- Induccion estrogénica del pico de LH en ratas neonatalmente expuestas
a BPA

Utilizando el modelo de induccién estrogénica del pico de LH mediante
implantes, observamos que en las hembras expuestas a la dosis baja de BPA
se observo un pico de LH similar al observado en las hembras control (Fig.34).
Por el contrario, en las hembras del grupo BPA20 no se observé el aumento
esperado de LH, siendo los niveles de LH menores a los controles (P<0,05;
Fig.34).
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Figura 34 Induccidon estrogénica mediante implantes del pico vespertino de LH en ratas adultas
OVX neonatalmente expuestas a BPA. Cada valor representa la media £ E.E.M. de al menos
nueve animales por grupo experimental (*, P<0,05 vs. hembras control).

4.4- Efectos de la exposicion neonatal a BPA sobre mecanismos
hipotaldmicos estrogeno-dependientes encargados de controlar la

conducta sexual

4.4.1- Efectos de la exposicion neonatal a BPA sobre la expresion de ERa y PR
en los nucleos MPN y VMHUvI

Nuestros resultados demuestran que en el MPN, la expresion de ERa
disminuyo6 casi a la mitad en los grupos BPA20 (P<0,01; Fig.35A) y BPA.05
(P<0,05) en comparacién con los controles. Del mismo modo, la expresion de
ERa en el VMHvI disminuyd significativamente en las hembras expuestas a
BPA20 (P<0,05; Fig.35B) y BPA.05 (P<0,01). Por otro lado, la expresion de PR
en el nucleo MPN no fue afectada por la exposicion neonatal a BPA en ninguno
de los dos grupos de estudio (Fig.35C), pero fue significativamente menor en el
VMHUvI de las hembras expuestas a BPA.05 (P<0,05; Fig.35D).
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Figura 35 Efectos de la exposicion neonatal a xenoestrogenos sobre la expresion de ERa (A,
B) y PR (C, D) en los nucleos MPN (A, C) y VMHVI (B, D) de ratas hembra adultas. Los nucleos
MPN y VMHvI fueron demarcados de acuerdo a lo descrito por Paxinos y Watson (Paxinos y
Watson, 2005). Los datos se expresan como el area relativa ocupada por las células positivas
(% érea(+)), y cada columna representa la media £+ E.E.M. de cuatro a seis secciones semi-
seriales por animal y seis animales por grupo (*,P<0,05; **, P<0,01 vs. hembras control).

4.4.2- Isoformas de PR presentes en el hipotalamo de hembras expuestas a
BPA

Debido a que el correcto funcionamiento de los mecanismos que controlan la
conducta sexual es producto no solo del contenido total de PR en las neuronas,
sino también de la presencia/ausencia de sus isoformas, utilizamos western
blot para determinar los efectos de la exposicion neonatal a BPA sobre la
presencia/ausencia de las isoformas hipotalamicas PR-A y PR-B. Nuestro
analisis reveld la presencia de bandas especificas correspondientes a los
pesos moleculares de PR-A y PR-B en todos los grupos experimentales
(Fig.36).
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Figura 36 Fotografia representativa del analisis mediante western blot de la expresion
hipotalamica de las isoformas de PR en los animales experimentales. Los marcadores de peso
molecular se tifieron con Rojo Ponceau y luego se recortaron de la membrana.

4.4.3- Efectos de la exposicion neonatal a BPA sobre la expresion de los

factores de transcripcion SRC-1 y REA en los nucleos MPN y VMHVvI

En el MPN, la expresiéon de SRC-1 aumento significativamente en las hembras
tratadas con la dosis baja de BPA (P<0,05; Fig.37A), pero no se observaron

cambios en las hembras expuestas a la dosis alta de BPA.
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Figura 37 Efectos de la exposicién neonatal a xenoestrédgenos sobre la expresion de los
cofactores de transcripcion SRC-1 (A, B) y REA (C, D) en los nucleos MPN (A, C) y VMHvI (B,
D) de ratas hembra adultas. Los nucleos MPN y VMHvI fueron demarcados de acuerdo a lo
descrito por Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2005). Los datos se expresan como el area
relativa ocupada por las células positivas (% area(+)), y cada columna representa la media *
E.E.M. de cuatro a seis secciones semi-seriales por animal y seis animales por grupo
(*,P<0,05; **, P<0,01 vs. hembras control).
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En tanto, la expresion de REA fue similar a los controles en ambos grupos
expuestos a BPA. En el VMHuvI, la expresion de SRC-1 disminuy6é en las
hembras del grupo BPA.05 (P<0,05; Fig.37B), pero no en las hembras del
grupo BPA20. Por otro lado, observamos un aumento significativo en la
expresion de REA en BPA20 (P<0,05, Fig.37D) y BPA.05 (P<0,01) en
comparacion a los controles. Los cambios observados en la expresion de ERaq,
PR, SRC-1 y REA en el VMHvI de las hembras expuestas a BPA se ilustra en

la Figura 38.
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Figura 38 Fotomicrografias representativas de la deteccion mediante inmunohistoquimica de
ERa (A, B, C), PR (D, E, F), REA (G, H, I) y SRC-1 (J, K, L) en el niucleo VMHvI de ratas
hembra control (A, D, G, J), BPA20 (B, E, H, K) y BPA.05 (C, F, I, L). El VMHvI fue identificado
mediante la tincion de Nissl de un corte por serie (M, recuadro en linea de puntos) y
delimitado de acuerdo a lo descrito por Paxinos y Watson (Paxinos y Watson, 2005) (N). Arc,
nucleo arcuato; VMHdm, nucleo ventromedial hipotalamico region dorsomedial; VMHVI, nucleo
ventromedial hipotalamico region ventrolateral. Barra de escala, 100 um.

4.4.4- Estudio de la conducta sexual en hembras expuestas neonatalmente a
BPA

Para determinar si las alteraciones producidas por la exposicidon neonatal a

BPA en el MPN y VMHvlI de hembras adultas son extensivas al
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comportamiento, evaluamos la conducta receptiva y proceptiva de las hembras
expuestas a BPA utilizando un modelo de induccion de la conducta sexual.
Para esto, las hembras expuestas neonatalmente a BPA fueron OVX en
DPN85 y dos semanas luego fueron inyectadas por via subcutanea con una

combinacion de estrégeno y progesterona.

Todas las hembras exhibieron conducta receptiva altamente positiva,
presentando el reflejo de lordosis en respuesta al estimulo de monta del macho
luego del tratamiento hormonal. Las respuestas de lordosis de las hembras de
los grupos BPA20 y BPA.05 fueron similares a las observadas en las hembras
control, tanto en nuamero (CL, Fig.39A) como en intensidad (TL, Fig.39B). Las
conductas proceptivas tales como el movimiento de orejas, saltos y corridas
fueron observadas y cuantificadas en todos los grupos experimentales. El
numero de movimientos de orejas no mostré diferencias significativas entre los
distintos grupos experimentales analizados (Fig.39C), sin embargo el numero
de saltos y corridas en las hembras BPA20 y BPA.05 disminuyé
aproximadamente a la mitad (P<0,01; Fig.39D) del numero observado en las
hembras control. No se observaron diferencias en la actividad locomotriz de las
hembras control, BPA20 y BPA.05 a lo largo de las pruebas de conducta (datos

no mostrados).
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Figura 39 Efectos de la exposicidon neonatal a xenoestrogenos sobre la conducta sexual. El
cociente de lordosis (A) y la tasa de lordosis (B) fueron cuantificados para evaluar la conducta
receptiva. La conducta proceptiva fue cuantificada mediante el numero de movimientos de oreja
(C), saltos y corridas (D). Cada columna representa la media + E.E.M. de cinco animales por
grupo (**, P<0,01 vs. hembras control).
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En la Figura 40 se muestra una secuencia de fotogramas representativos de

los parametros de la conducta sexual evaluados.

4 o o g o Tt L5 g B e

Figura 40 Secuencias de fotogramas representativos de los pardametros de conducta sexual

evaluados. (A) Conducta receptiva: en la secuencia se muestra el reflejo de lordosis de la

hembra en respuesta a la monta del macho, observandose el arqueo cervical y el

desplazamiento de la cola hacia un lado por parte de la hembra. (B, C) Conducta proceptiva: en

la secuencia (B) se muestran los saltos evaluados como positivos para la conducta proceptiva.
En dichos saltos la hembra se desplaza aproximadamente un cuerpo de distancia. En (C) se
muestran las corridas realizadas por la hembra para llamar la atenciéon del macho. Dichas
corridas constan de desplazamientos rapidos de mas de cinco pasos alejandose o pasando
frente al macho para luego detenerse abruptamente y dirigir el cuerpo o la cabeza hacia el

macho.

4.5- Efectos de la exposicion neonatal a DES sobre la neurogénesis en el

giro dentado del hipocampo

4.5.1- La exposicion neonatal a xenoestrogenos altera la dinamica poblacional
de las CPN

4.5.1.1- Proliferacion y Apoptosis de las CPN en DPN8

Las células en proliferacion fueron detectadas en la capa molecular, el hilus, la

ZSG y en la porcion interior de la CCG del giro dentado de ratas macho control
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y tratados con DES. Estas células se observaron a menudo organizadas en
grupos, con nucleos de forma irregular. En el giro dentado de ratas control de
DPNS8, se observo una mayor cantidad de células BrdU-(+) que en ratas de la
misma edad tratadas con DES (Fig.41, A versus B). El analisis morfomeétrico
demostré que el tratamiento con DES disminuye la proliferacién celular
(P<0,01; Fig.42A). De acuerdo a lo previamente descrito (Filippov y col., 2003),
las CPN estan caracterizadas por rasgos morfoldgicos y por la expresion de la
proteina filamentosa nestina. Las células precursoras que expresan nestina se
clasifican en dos grandes categorias: CPN tipo-l y tipo-ll. Las CPN tipo-I
generalmente se localizan en la ZSG y estan caracterizadas por una
proyeccion axonal larga (Fig.41C, recuadro C1) que atraviesa la CCG y alcanza
la capa molecular del giro dentado. Las CPN tipo-ll carecen de estas largas
proyecciones y presentan un nucleo redondo u ovoide y un soma con escaso
citoplasma (Fig.41C, recuadro C2). Las cortas extensiones citoplasmaticas de
estas células tienden a estar orientadas de forma tangencial a la CCG.
Utilizando doble IHQ, detectamos que tanto las CPN tipo-I como las tipo-ll
incorporan BrdU 4 h después de la administracioén i.p., indicando que ambos
tipos celulares estan proliferando tanto en los machos controles como en los
tratados con DES. En DPNS8, la densidad total de CPN BrdU-(+)/nestina-(+)
disminuy6 significativamente en los animales tratados con DES (P<0,01;
Fig.41, C versus D, Fig.42B) sin embargo, cuando las células BrdU-(+)/nestina-
(+) fueron evaluadas identificando cada tipo de CPN, la disminucién en la
actividad proliferativa fue debida s6lo a las CPN tipo-Il (P<0,01; Fig.42C). En
esta misma edad, el numero de células picnoticas y TUNEL-(+) en la ZSG de
ratas tratadas con DES fue claramente menor (P<0,01; Fig.41 E versus F, y
Fig.42D), sugiriendo un posible efecto anti-apoptético de la exposicion neonatal
a xenoestrogenos. En concordancia con lo anteriormente mencionado, se
observé un aumento en la expresion de p27<*! en la ZSG de las crias tratadas
con DES (Fig.42E).

89



Resultados

-
.

i eRe
Ereirany | Mes

B

Figura 41 Efectos de la exposicién neonatal a DES sobre la dinamica poblacional de las CPN
en crias macho de DPN8. Los animales fueron inyectados desde el DPN1 al DPN7 con
vehiculo (A, C, E, G) o DES (B, D, F, H). La proporcion de células BrdU-(+) disminuyo en el
giro dentado de las ratas macho de DPN8 expuestas a DES (A vs. B). Las dos categorias
principales de células que expresan nestina fueron morfoldgicamente caracterizadas en la
ZSG: CPNs tipo-l (recuadro C1, flecha) y tipo-ll (recuadro C2, flecha). En los animales
expuestos a DES se observd una disminucién en el indice de proliferacion solamente de las
CPN tipo-Il (C vs. D, cabezas de flecha). Sin embargo, el numero de células apoptoéticas
disminuy6 en los animales expuestos a DES (E vs. F). La expresiéon de p27*°! solo fue
detectada en las CPN tipo-Il (G, H, flechas) y fue mayor en el grupo expuesto a DES (G vs. H).
CCG, capa de células granulares; ZSG, zona subgranular. Barra de escala, 100 ym.
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Figura 42 Cuantificacion de los resultados obtenidos mediante la técnica de TUNEL y mediante
inmunohistoquimica simple y doble en el giro dentado de animales de DPN8. Los resultados se
expresan como la densidad espacial de células y cada columna representa la media + E.E.M.
de al menos cuatro series de cortes por animal (n = 12 animales por grupo). (A) Células totales
proliferando en las ZSG; (B) densidad total de proliferacion de las CPN; (C) indices de
proliferacion de CPN tipo-l y tipo-ll; (D) células apoptéticas; (E) CPN p27kip1(+) totales; (F)
densidad de CPN tipo-I y tipo-lII p27kip1(+). Barra de escala, 100 ym.

Mediante el uso de doble inmunohistoquimica, pudimos determinar que tipo de
CPN es el que expresa p27""' demostrando que sélo las células tipo-Il
expresan este inhibidor del ciclo celular y que su expresién fue claramente
mayor en los animales tratados con DES (P<0,01; Fig.41 G versus H, y
Fig.42F).
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4.5.1.2- Supervivencia de las CPN en DPN21

Para determinar si el tratamiento neonatal con DES afecta la supervivencia
celular, examinamos el numero de células BrdU-(+) remanentes en la ZSG y en
la CCG dos semanas luego de la inyeccion con BrdU. En esta edad, la mayoria
de las células marcadas con BrdU se encontré totalmente incorporada en la
CCG y su morfologia fue similar a la de las neuronas granulares maduras
vecinas, en ambos grupos experimentales. Sorprendentemente, el numero de
células BrdU-(+) fue mayor en los animales expuestos a DES (P<0,05;
Fig.43A). Respecto del inmunofenotipo de las células BrdU-(+) sobrevivientes,
nuestros resultados muestran que el tratamiento con DES no altera la
proporcion de células que expresan calbindina (marcador de neuronas
maduras) o GFAP (marcador de células gliales maduras) comparado con los
controles (Fig.43B).

4.5.1.3- Proliferacion de las CPN en DPN21

Al contrario de lo observado en DPNS8, las ratas tratadas con DES e inyectadas
con BrdU en DPN21 mostraron un aumento en el numero de células con
marcacion doble BrdU-(+)/nestina-(+) comparadas con los controles (P<0,01;
Fig.44A). Ademas, las CPN de los animales expuestos a DES mostraron una
marcada disminucién en la expresion de p27“P" (P<0,01; Fig.44B). En esta
misma edad, no se observaron diferencias en el numero de figuras apoptéticas

entre los animales expuestos a DES y los controles (Fig.44C).
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Figura 43 Dos semanas luego de finalizada la exposicion a DES, se observé un mayor nimero
de células BrdU-(+) sobrevivientes en el giro dentado. (A) Densidad espacial de células BrdU-
(+) y detalles morfologicos de las células sobrevivientes en cada grupo experimental (flechas).
(B) Proporcion de células BrdU-(+) sobrevivientes que demuestran fenotipo glial o neuronal en

DPN21 (*, P<0,05 vs. machos control).
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Figura 44 Efectos de la exposicién neonatal a DES sobre la proliferaciéon y apoptosis de CPN

en DPN21. Cuatro horas previas al sacrificio, los animales fueron inyectados con BrdU en el

DPN21. Los resultados se expresan como densidad espacial de células y cada columna

representa la media + E.E.M. de al menos cinco series de cortes por animal (n = 13 animales
por grupo). (A) Proliferacion de CPN; (B) Densidad de CPN p27**'(+); (C) Densidad de células

apoptoticas (*, P<0,05 vs. machos control).
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4.5.1.4- Expresion de ERa en las CPN

Las células inmunoreactivas para ERa soélo fueron observadas en el hilus y en
la ZSG, y ninguna de estas células co-expresd nestina. Por ultimo, no se
observaron diferencias en el nimero o distribucion de las células ERa-(+) entre
los grupos experimentales en ninguna de las edades estudiadas (datos no

mostrados).

4.5.1.5- Volumen de la CCG y la ZSG

Los volumenes estimados de la CCG y la ZSG estudiadas en este trabajo se
muestran en la Tabla 4. No se observaron diferencias en el analisis volumétrico

entre los animales expuestos a DES vy los controles.

TABLA 4. Analisis cuantitativo de los volumenes de CCG y ZSG

Machos Control Machos DES
CCG ZSG CCG ZSG
DPN8 0,351+0,081 0,151+0,009 0,339+0,015 0,148+0,008
DPN21 0,732+0,021 0,387+0,012 0,799+0,056 0,401+0,022

Resultados expresados en mm®

4.5.2- La expresion hipocampal de los genes VEGF y BDNF es afectada por el

tratamiento neonatal con DES

Utilizando la técnica de RT-PCR en tiempo real examinamos la expresion de
los ARNm de VEGF y BDNF en el giro dentado, extraido mediante
microdiseccion, de animales experimentales de DPN8 y DPN21. Nuestros
resultados demuestran que la exposicion neonatal a DES disminuye la
expresion del ARNm de VEGF en el hipocampo de ratas de DPN8 (P<0,01;
Fig.45A). Por el contrario, dos semanas luego de finalizado el régimen con

xenoestrogenos (DPN21), los niveles del ARNm de VEGF fueron
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significativamente mayores en los animales expuestos a DES (P<0,01;

Fig.45A). Por otro lado, los niveles del ARNm de BDNF fueron mayores en los

animales tratados con DES respecto de los controles en ambas edades
estudiadas (P<0,01; Fig.45B).
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Figura 45 Efectos de la exposicion neonatal a DES sobre los niveles de expresion del ARNm
de (A) VEGF y (B) BDNF en el giro dentado de ratas de DPN8 y DPN21. Los niveles relativos
de los ARNm fueron cuantificados por RT-PCR en tiempo real y el cambio en los niveles de
expresion respecto de los controles se calculdé mediante la ecuacion de 224 A los controles
se les asignd un valor de referencia de 100 y los valores se expresaron como la media + E.E.M.
de al menos tres determinaciones independientes (*, P<0,05 vs. machos control).
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5- DISCUSION

5.1- La exposicion neonatal a BPA altera la diferenciacién sexual del area
predptica hipotalamica de la rata hembra

En la primera etapa de nuestro trabajo, observamos que la exposicion neonatal
a BPA afecta la abundancia relativa de los transcriptos conteniendo los exones
5UTR alternativos del gen de ERa en el area predptica de ratas hembra.
Ademas, detectamos que las hembras expuestas a la dosis alta de BPA
regularon negativamente la expresioén total del ARNm de ERa mientras que las
hembras expuestas a niveles de BPA 400 veces mas bajos presentaron el
efecto opuesto. Las alteraciones causadas por la exposicion postnatal
temprana a BPA no se restringieron a la transcripcion hipotalamica del gen de
ERa, sino que fueron extensivas también a la traduccién del ERa en el nucleo
neuronal sexualmente dimoérfico del area preodptica, el AvPv. Cuando los
cerebros de rata hembra fueron estudiados inmediatamente luego de finalizada
la exposicién a la dosis alta de BPA (DPN8), se observé una caida abrupta en
los niveles de la proteina de ERa en el AvPv. Sorprendentemente, los animales
expuestos a la dosis baja de BPA exhibieron un aumento significativo en los
niveles de la proteina de ERa, mostrando claramente que el BPA produce
efectos opuestos dependiendo de la dosis, sobre el control de la transcripcion y
traduccién del gen de ERa en el area predptica de la rata hembra. En conjunto,
lo anteriormente expuesto sugiere que la dosis alta de BPA, al igual que la
exposicion a DES, defeminiza la expresion de ERa en el area predptica de las
crias hembras, lo cual seria consistente con la naturaleza estrogénica del BPA

(Olea y col., 1996). Remarcablemente, en las hembras expuestas a la dosis
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baja de BPA el efecto observado fue el opuesto. Trabajos realizados en nuestro
laboratorio han demostrado que compuestos hormonalmente activos, como el
endosulfan, son capaces de imitar los efectos de una dosis baja no-uterotrépica
de estradiol pero no los de una dosis alta uterotrdpica de estradiol (Varayoud y
col., 2008a). Asimismo, se observd que estas dosis altas y bajas de estradiol
presentan efectos opuestos sobre la transcripcion de genes estrégeno-
sensibles (Varayoud y col., 2008a). Los mecanismos que subyacen las
diferentes respuestas observadas entre la dosis uterotrépica de estradiol y el
endosulfan son actualmente desconocidos; sin embargo, las similitudes
observadas entre las acciones de la dosis baja de estradiol y el endosulfan
sobre el control transcripcional de genes estrogeno-sensibles sugieren que
ambas sustancias podrian estar activando los mismos mecanismos
moleculares.

Dos semanas luego de finalizada la exposicién a xenoestrégenos, la expresion
hipotalamica de ERa se mantuvo elevada en ambos grupos expuestos a BPA,
sugiriendo un efecto a mediano plazo. Especificamente en las hembras
expuestas a la dosis alta de BPA proponemos que podria producirse la
activacion de un mecanismo de compensaciéon en respuesta a la caida inicial
en la expresion de ERa observada en DPN8. Un mecanismo similar de sobre-
compensacion relacionado al control de genes estrogeno-dependientes, lo
detectamos en el hipocampo de ratas macho neonatalmente expuestas a DES
(Ramos y col., 2007). Especificamente observamos una caida inicial en la
expresion hipocampica del gen de VEGF en machos de DPN8 expuestos
neonatalmente a DES, seguida de un incremento en la expresién de este gen

dos semanas después (Ramos y col., 2007). Estos resultados sugieren la
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existencia de un mecanismo regulatorio interno que podria estar compensando
la caida inicial de la transcripcion de genes estrogeno-dependientes debida al
tratamiento con xenoestrégenos.

Un posible mecanismo mediador de la perturbaciéon provocada por los
xenoestrogenos sobre la expresion de ERa, podria ser la utilizacion diferencial
de las secuencias promotoras del gen que lo codifica, tal como sugieren los
cambios en la abundancia relativa de los transcriptos conteniendo los distintos
exones 5’UTR (Kato y col., 1998; Hughes, 2006). Nuestros resultados muestran
que en DPN8 la reduccion en la expresion del ARNm de ERa observada en las
crias hembras expuestas a la dosis alta de BPA, se correlaciona con los bajos
niveles de transcriptos ERa-O y ERa-OT. Por otro lado, en crias hembras
expuestas a la dosis baja de BPA, el incremento en la expresion del ARNm de
ERa podria explicarse mediante el incremento en transcriptos provenientes del
promotor ERa-E1. Es interesante destacar que aunque las crias hembra
expuestas a la dosis alta de BPA también presentaron un aumento en los
niveles de transcriptos ERa-E1, éstos aparentemente no serian suficientes para
contrarrestar los bajos niveles de expresion de los promotores ERa-O y
ERa-OT observados en estos animales. En las hembras de DPN21, ambas
dosis de BPA indujeron un aumento de aproximadamente el doble en la
expresion del ARNm total de ERa, el cual podria estar mediado a través de un
incremento en la expresion de las variantes ERa-O y ERa-OT. Estos resultados
sugieren fuertemente que los promotores ERa-O y ERa-OT son muy
importantes en el control de la transcripcion del gen de ERa en estructuras

hipotalamicas durante el periodo posnatal temprano.
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El uso selectivo de promotores transcripcionales de ERa mediado por
estrégenos fue demostrado en varias lineas celulares derivadas de cancer de
mama (Donaghue y col., 1999) y en el cerebro de la rata (Hamada y col.,
2005). Ademas, reportes previos demuestran que la actividad diferencial de
estos promotores es un regulador clave en la expresion tejido-dependiente de
ERa (Kato y col., 1998; Donaghue y col., 1999). Nuestros resultados sugieren
que el uso alternativo de los promotores del gen de ERa seria regulado por la
exposicion a BPA de forma dosis-dependiente. Por lo tanto este mecanismo
podria ser, al menos en parte, responsable por los diferentes y muchas veces
contradictorios efectos, provocados por el BPA sobre la transcripcion de
distintos genes (Khurana y col., 2000; Kwon y col., 2000; Aloisi y col., 2001;
Ramos y col., 2003; Patisaul y col., 2006). En vistas de que la diferenciacién
sexual del hipotalamo es estrogeno-dependiente y al menos parcialmente
mediada a través del ERa (Simerly y col., 1997), las alteraciones causadas por
el BPA en la expresion de este receptor podrian afectar los dimorfismos
naturales de los circuitos neurales estrégeno-dirigidos del area predptica. En un
trabajo realizado anteriormente, demostramos que el corte alternativo del
ARNm de ERa puede ser diferencialmente regulado por dosis altas y bajas de
estrogeno (Varayoud y col., 2005). El uso selectivo de promotores y el corte
alternativo del ARNm son mecanismos estrégeno-dependientes de variabilidad
del gen ERa, que surgen como fuentes de complejidad en el estudio de la
toxicologia de los perturbadores endocrinos. En cualquier paradigma
experimental, es muy complicado predecir si las alteraciones provocadas por la
exposicion a BPA seran similares a las observadas en exposiciones a

estrégenos naturales o sintéticos (vom Saal y Hughes, 2005; vom Saal y
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Welshons, 2006), mas aun si tenemos en cuenta que las respuestas de los
estrégenos naturales también son dosis-dependientes (Varayoud y col.,
2008a). Los resultados obtenidos en esta etapa del trabajo demuestran que en
las condiciones estudiadas en esta tesis el BPA estaria actuando de manera
similar a un estrégeno sintético (como el DES), de-feminizando la expresion de
la proteina de ERa en el area predptica de hembras sélo en el grupo expuesto
a la dosis alta, mientras que en el grupo expuesto a la dosis baja actuaria
provocando el efecto contrario.

En esta tesis y en otros trabajos realizados en nuestro laboratorio demostramos
que la exposicion a BPA provoca cambios en el repertorio de cofactores
transcripcionales presentes en neuronas de nucleos hipotalamicos y en células
subepiteliales del estroma uterino (Monje y col., 2009; Varayoud y col., 2008b;
Bosquiazzo y col., 2009). Dichos cambios demostraron ser dependientes de la
dosis utilizada, con lo cual la mayor/menor presencia de cofactores
transcripcionales especificos de la respuesta estrogénica podria determinar
cual promotor transcripcional sera utilizado en determinadas condiciones (ej.:
en distintas etapas del desarrollo, en respuesta a estimulos hormonales). En
conjunto, estos resultados sugieren que la dosis de xenoestrégeno
determinaria el repertorio de cofactores transcripcionales presentes en la célula
y por ende la respuesta transcripcional de la misma. Esta hipétesis no solo
explicaria los efectos contrarios provocados por dosis altas y bajas de
xenoestroégenos (Monje y col., 2009; Monje y col., 2007), sino que seria valido
también para explicar lo observado en animales tratados con distintas dosis de

un estrogeno natural (Varayoud y col., 2008a).
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Las alteraciones causadas por la exposicion a xenoestrégenos durante el
desarrollo temprano han sido ligadas a la aparicion de patologias reproductivas
en adultos, e incluso cancer (Munoz-De-Toro y col., 2006; Durando y col.,
2007); sin embargo, la base molecular de la impronta genémica que culmina en
estos eventos es aun desconocida. Un estudio reciente reportdé que la
exposicidon neonatal a estrogeno o BPA causa hipometilacién temprana vy
prolongada de la regién préxima al extremo 5’ del gen de la fosfodiesterasa tipo
4 (PDE4D4) en la prostata de la rata, dando como resultado una
sobreexpresiéon continua de PDE4D4 (Ho y col., 2006). Utilizando la técnica de
COBRA, en este trabajo no observamos diferencias entre los controles y
tratados en el estatus de metilacion de los promotores activos de ERa, lo cual
sugiere que tanto el DES como el BPA alteran la transcripcion hipotalamica del
gen de ERa mediante un mecanismo independiente de metilacién.

Los resultados presentados en esta parte del trabajo estan en concordancia
con un trabajo reciente en el cual reportan que hembras expuestas a BPA (100
mg/kg por dia) durante los primeros dias posnatales presentan disminucién en
el numero de neuronas con marcacion tirosin-hidroxilasa (TH)-(+) / ERa-(+) en
el AvPv (Patisaul y col., 2006). En otro trabajo, ratones de la cepa CD1 tratados
con dosis bajas de BPA (25 y 250 ng/kg por dia) desde el dia 8 de gestacion
hasta el dia 16 de lactancia presentaron una disminucion en el numero de
neuronas TH en el AvPv (Rubin y col., 2006). Ademas, nuestros resultados
muestran que los niveles séricos de estradiol en hembras prepuberales no
fueron afectados por la exposicion a BPA. Esto podria sugerir que la
perturbacion observada dos semanas luego de finalizado el tratamiento, podria

ser atribuida a una alteracion a nivel organizacional del control transcripcional
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de genes estrogeno-dependientes, como los genes de TH y ERa, mas que a
una alteracion en la sintesis endégena de estradiol.

Previamente otros autores han observado una curva de dosis-respuesta en
forma de U-invertida para la accion hormonal del BPA en coicidencia con
nuestros resultados (Nishizawa y col.,, 2005; vom Saal y Hughes, 2005;
Wetherill y col., 2005; Zsarnovszky y col., 2005). De forma alarmante, la dosis
baja de BPA utilizada en este trabajo (50 ug/kg por dia) esta dentro del rango
estimado de exposicion de la poblacion humana, ya que concentraciones en el
orden del microgramo de BPA por litro fueron reportadas en muestras de orina
(Calafat y col., 2005) y en liquido amnidtico (Engel y col., 2006).

Es importante resaltar que lo preocupante para la salud de los resultados
obtenidos es que, alteraciones transientes a nivel organizacional que se
producen durante el desarrollo, podrian permanecer silentes hasta periodos de
mayor actividad hormonal, como ser la pubertad y la madurez sexual. Por otro
lado, la exposicion de la poblacidn humana a perturbadores endocrinos podria
continuar luego del nacimiento, ya que el BPA es liberado de las mamaderas
de policarbonato a la leche contenida en su interior (Brede y col., 2003) vy,
ademas esta presente en leches en polvo infantiles y formuladas para bebés
(Kuo y Ding, 2004).

En resumen, los resultados obtenidos en esta etapa del trabajo muestran que
la exposicion neonatal temprana a distintas dosis de BPA altera a corto (DPN8)
y mediano (DPN21) plazo la diferenciacion sexual del area predptica

hipotalamica de ratas hembra.
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5.2- La exposicion neonatal a BPA altera el procesado hipotalamico del
pre-ARNmM de LHRH y la respuesta estrégeno-dependiente de nacleos
neuronales encargados de controlar el ciclo estral en la rata adulta

Debido a que el verdadero impacto de los perturbadores endocrinos sobre la
salud humana es dificil de determinar, es importante analizar los efectos de los
mismos bajo condiciones de exposicion controladas en modelos animales
(Maffini y col., 2006). EI modelo de exposicion neonatal temprana a
xenoestrogenos utilizado en esta tesis ha sido muy utilizado en nuestro
laboratorio (Varayoud y col., 2008b; Monje y col., 2007; Ramos y col., 2007) y
ha sido establecido como un robusto paradigma para el estudio de
consecuencias a corto, mediano y largo plazo de la exposicion neonatal a
compuestos ambientales hormonalmente activos. Previamente demostramos
que la exposicidon neonatal a BPA altera la abundancia hipotalamica de
transcriptos provenientes de distintos promotores y de la proteina de ERa de
forma dosis-dependiente en la etapa prepuberal (Monje y col., 2007). En la
presente etapa del trabajo, extendimos nuestras observaciones para dilucidar si
los efectos sobre el hipotalamo inducidos por el BPA se manifiestan durante la
etapa adulta de vida.

Trabajos previos reportan que animales expuestos en el periodo que va desde
la gestacion hasta la finalizacion de la lactancia a dosis de 1,2 mg/kg de BPA
(pero no aquellos expuestos a 0,1 mg/kg de BPA) a través del agua de bebida
y animales expuestos posnatalmente a rangos de 25,0-62,5 mg/kg de BPA
(pero no aquellos expuestos a 2,5-6,2 mg/kg de BPA) a través de inyecciones
subcutaneas, exhiben durante la etapa de vida adulta alteraciones en sus ciclos

estrales. Nuestros resultados muestran que las hembras expuestas
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neonatalmente a la menor dosis de BPA usada en este trabajo (0,05 mg/kg de
BPA) presentan en la edad adulta alteraciones en los patrones de ciclicidad
estral. Las diferentes respuestas de acuerdo a la dosis utilizada podria deberse
a las cepas de rata utilizadas, ya que las ratas de la cepa Sprague-Dawley
utilizadas en los trabajos mencionados (Rubin y col., 2001; Fernandez y col.,
2009) son menos sensibles a la accidén estrogénica que las ratas Wistar (Diel y
col., 2004; vom Saal y Hughes, 2005), necesitando de altas concentraciones de
estrégenos débiles para desencadenar una respuesta cuantificable.

Las alteraciones observadas en el ciclo estral de las hembras expuestas a BPA
podrian estar relacionadas con modificaciones en los mecanismos encargados
de regular los picos espontaneos de LH y LHRH. En base a esta hipotesis
decidimos estudiar la regulacion postranscripcional de la sintesis hipotalamica
de LHRH y la expresién de ERa, PR y sus cofactores de transcripcion SRC-1y
REA en los nudcleos neuronales AvPv y Arc utlizando un modelo
estrégeno-dependiente de induccién del pico de LH.

En esta etapa, mostramos que el modelo de estimulacién estrogénica utilizado
fue capaz de inducir un robusto pico de LH a las 16:00 h del Dia 2 y que las
hembras expuestas a la dosis alta de BPA no fueron capaces de producir dicho
pico de LH en respuesta al 17B-estradiol. De acuerdo a trabajos previos, la
magnitud del pico de LH inducido mediante estimulacion estrogénica es
relativamente menor comparada con lo observado en hembras intactas durante
la etapa de proestro; probablemente debido a niveles de 17B-estradiol mas
bajos, a la falta de progesterona o a ambos (Herath y col., 2001; Caligaris y
col., 1971). Ademas, en este modelo, la expresién hipotalamica de las variantes

citoplasmaticas del ARNm de LHRH demostré ser dependiente del horario. El

106



Discusion

gen de LHRH (Fig.4) consta de cuatro exones (1, 2, 3, 4) separados por tres
intrones (A, B, C) (Bond y col.,, 1989). Estudios del mecanismo de corte
alternativo del transcripto primario de LHRH reportaron que los intrones By C
son rapidamente removidos de la secuencia del pre-ARNm de LHRH, mientras
que el intrén A es removido mas lentamente (Jakubowski y Roberts, 1994). La
presencia del intron A en la secuencia del pre-ARNm de LHRH actuaria
bloqueando la transcripcion de las secuencias corriente abajo tanto in vivo
como in vitro (Son y col., 2003), por lo cual la remocién precisa y eficiente del
intron A seria un paso regulatorio clave en la regulacion postranscripcional de
la biosintesis de LHRH. Ademas, nuestros resultados sugieren que los niveles
hipotalamicos del ARNm maduro de LHRH necesarios para originar el pico de
LHRH, son al menos parcialmente provistos mediante un aumento en la tasa
de remocion del intron A del ARN citoplasmatico de LHRH no procesado.

En respuesta a la estimulacion estrogénica, las hembras expuestas a la dosis
alta de BPA mostraron una clara disminucion en la expresion tanto del ARNm
maduro como del ARN sin procesar de LHRH. Por el contrario, en hembras
expuestas a la dosis baja de BPA observamos un aumento en la expresién del
ARNmM maduro y una disminucion en el ARN sin procesar de LHRH. Estos
resultados muestran que la exposicibn a dosis bajas (ambientalmente
relevantes) y a dosis altas de BPA durante el periodo posnatal altera el
procesado hipotalamico del ARNm de LHRH en la etapa adulta. Recientemente
fue reportado que las neuronas-LHRH de hembras expuestas neonatalmente a
niveles de BPA similares a los utilizados en este trabajo retienen la capacidad
de respuesta a estimulos hormonales (Adewale y col., 2009), ya que estas

neuronas estarian expresando el factor de transcripcion de amplio espectro
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FOS. La expresion de FOS en neuronas-LHRH revela el estado transcripcional
global de estas neuronas, pero nada especifica acerca de la respuesta
transcripcional de genes estrogeno-dependientes. Por otro lado, nuestros
resultados sugieren que las neuronas-LHRH de las hembras expuestas
neonatalmente a la dosis alta de BPA son menos sensibles a los estimulos
hormonales. Esto se evidencia con la disminucién general en la transcripcidn
hipotalamica del gen de LHRH; lo cual a su vez podria ser, al menos,
parcialmente responsable de la incapacidad de estas hembras de producir un
pico de LH normal en respuesta a los estrégenos. Ademas, hipotetizamos que
en las hembras expuestas a la dosis baja de BPA un mecanismo interno de
compensacion estaria aumentando los niveles del ARNm maduro de LHRH a
expensas de un aumento en la tasa de remocién del intron A, pudiendo esto
resultar en la produccion de un pico de LH similar al observado en las hembras
control.

Trabajos previos reportan que la exposicién a dosis bajas de BPA durante la
pubertad da como resultado alteraciones a corto plazo en la expresion
hipotalamica de ERa en hembras puberales, pero no en hembras adultas
(Ceccarelli y col., 2007). Por el contrario, nuestros resultados muestran que la
exposicion a dosis bajas, ambientalmente relevantes, y dosis altas de BPA
durante el periodo posnatal temprano produce alteraciones a largo plazo en la
expresion hipotalamica de la proteina de ERa, como puede observarse en los
nucleos AvPv y Arc de las ratas hembra adultas. Una explicacion viable para la
diferencia entre ambos trabajos podria ser la etapa de la vida en la cual los
animales son expuestos al BPA, ya que el periodo neonatal pareciera ser un

momento critico para los procesos organizacionales del cerebro. Es interesante
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destacar que la exposicion neonatal a BPA produjo efectos opuestos dosis-
dependientes sobre la expresidon de ERa en estos dos nucleos hipotalamicos
funcionalmente distintos. En el AvPv, ambas dosis de BPA provocaron un
aumento en la expresion de ERa mientras el efecto opuesto fue observado en
las neuronas del Arc. La evidencia existente indica que la expresion de ERaq,
pero no de ERB, en el AvPv es fundamental en las vias que controlan la
retroalimentacion positiva estrogénica encargada de generar los picos
preovulatorios de gonadotropinas (Wintermantel y col., 2006). Ademas, la
expresion de ERa junto con proyecciones estrogeno-sensibles que parten del
Arc fueron descritas como indispensables en el mecanismo de
retroalimentacion negativa estrogénica encargado de controlar la secrecion de
LH (Couse y col., 2003; Smith y col., 2005a). Los mecanismos moleculares a
través de los cuales el BPA estaria produciendo efectos opuestos sobre la
expresion de ERa en el AvPv y el Arc son hasta el momento desconocidos.
Nuestra hipétesis es que eventos intrinsecos a cada tipo celular podrian ser
responsables de los efectos opuestos observados, como ser la expresion de
coactivadores o represores especificos de cada nucleo neuronal.

En el cerebro, el PR sirve como un ejemplo arquetipico de un gen estrégeno-
dependiente (Funabashi y col., 2000; Lauber y col., 1991), el cual posee en su
region promotora varias secuencias consenso de elementos de respuesta a
estrogenos (Kraus y col., 1994; Savouret y col., 1991). A lo largo de la vida, la
expresion de PR en el cerebro depende de la estimulacién estrogénica
(Williams y Blaustein, 1988; Shughrue y col., 1997b; Simerly y col., 1996) y el
ERa especificamente es necesario para la induccion dimoérfica del PR en el

cerebro en desarrollo (Wagner y col., 2001). En nuestro trabajo, las hembras
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neonatalmente expuestas a la dosis alta de BPA fueron incapaces de producir
un pico de LH similar al de los controles en respuesta al tratamiento con
estrégeno, lo cual seria de esperar, limitase la fertilidad y el éxito reproductivo
de estos animales en la etapa adulta. Por el contrario, las hembras expuestas a
la dosis baja de BPA presentaron patrones anormales en sus ciclos estrales
aun cuando fueron capaces de producir un pico de LH de similar magnitud al
de los controles en respuesta al estrégeno. Nuestros resultados sugieren una
clave para descifrar dicha controversia a través de las alteraciones observadas
en la expresiéon de PR y SRC-1 en el nucleo AvPv de las hembras expuestas a
la dosis baja de BPA. Los modelos experimentales son disefados y
desarrollados con la intencién de minimizar la complejidad del contexto a
estudiar, para en JUltima instancia, encontrar respuestas a preguntas
especificas. Por el contrario, los patrones del ciclo estral que pueden
observarse en hembras no-OVX son parametros dependientes de multiples
factores y no sélo de mecanismos estrogeno-dependientes, lo que los convierte
en variables de estudio complejas. En este contexto, una expresion deficiente
de PR en el AvPv de hembras adultas no-OVX expuestas neonatalmente a la
dosis baja de BPA podria derivar en una amplificacion defectuosa de los picos
de LHRH (Levine y Ramirez, 1980) y/o LH (Krey y col., 1973), con una
subsecuente falla en el ciclo estral. Al mismo tiempo, los bajos niveles del
coactivador SRC-1 en el mismo nucleo neuronal de estas hembras podria
sumarse al efecto negativo global ya que esta molécula es un potenciador de la
actividad transcripcional del PR (Onate y col.,, 1998) y se co-expresa con el

mismo en las neuronas del hipotalamo (Tetel y col., 2007).
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En resumen, los resultados de esta etapa de la tesis demuestran que la
exposicion posnatal temprana a BPA altera la respuesta estrégeno-
dependiente de la red neuronal encargada de regular los picos preovulatorios

de gonadotropinas y el ciclo estral en la rata hembra adulta.

5.3- La exposicion neonatal a BPA altera los mecanismos estrogeno-
dependientes encargados de regir la conducta sexual en la rata hembra
adulta

En esta etapa de nuestro trabajo demostramos que la exposicion a BPA
durante el desarrollo neonatal del cerebro, altera permanentemente la
respuesta de las vias estrogénicas en nucleos hipotalamicos intimamente
relacionados al control de la conducta sexual. Nuestros resultados muestran
que la exposicion a dosis altas y bajas de BPA durante el periodo posnatal
produce alteraciones a largo plazo sobre la expresion hipotalamica de ERa,
como puede observarse en el MPN y VMHvI de ratas hembra adultas. Es de
remarcar que la expresién de ERa fue regulada negativamente tanto en el MPN
como en el VMHuvI utilizando ambas dosis de BPA, una cuatrocientas veces
menor que la otra. Estudios utilizando infusiones locales de estrégeno, lesiones
cerebrales, y neuroendocrinologia molecular han identificado al MPN vy al
VMHvI como regiones criticas en la regulacién de la conducta sexual de los
roedores (Pfaff D, 1999; Hoshina y col., 1994; Musatov y col., 2006). Ademas,
otros trabajos indican que el ERa es una molécula clave en la via que media la
conducta sexual ya que animales que carecen de ERa, pero no de ER},
muestran profundas reducciones de sus conductas receptivas y proceptivas

(Ogawa y col., 1998; Ogawa y col., 1999; Musatov y col., 2006). Estas
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observaciones concuerdan con la distribucion neuroanatomica del ERB, para el
cual muy poca, o ninguna, expresion ha sido observada en el VMHvI de ratas
hembra adultas (Shughrue y col., 1997a; lkeda y col., 2003; Zhang y col.,
2002).

En el cerebro, el PR es un reconocido gen estrégeno-dependiente (Williams y
Blaustein, 1988; Shughrue y col., 1997b; Simerly y col., 1996) siendo el ERa
necesario para la induccion dimorfica de este receptor en el MPN y el VMHVvI
del cerebro en desarrollo (Wagner y col., 2001). Nuestros resultados indican
que las hembras expuestas a la dosis baja de BPA presentan una represion en
la expresién del PR en el VMHuvI. Las isoformas de PR, PR-A y PR-B (Kastner y
col., 1990), presentan capacidades diferentes para regular las respuestas
especificas que median la conducta sexual (Mani y col., 2006). En estudios
previos realizados en nuestro laboratorio, demostramos que dosis altas y bajas
de estrogeno regulan diferencialmente la expresion de las isoformas de los
receptores de esteroides (Varayoud y col., 2005) y que los xenoestrogenos son
capaces de imitar los efectos de las dosis bajas, pero no de las altas, de
estradiol (Varayoud y col., 2008a). Utilizando la técnica de western blot,
intentamos dilucidar si la presencia y/o ausencia de las isoformas de PR en el
hipotalamo, mas que sus niveles de expresion, podria clarificar al menos en
parte, los efectos causados por la exposicion a BPA. Nuestros resultados
muestran que ambas isoformas de PR estan presentes en el hipotalamo tanto
de los animales control como en los tratados sugiriendo que la utilizacién
alternativa de las isoformas de PR no estaria involucrada en los procesos de

perturbacion hipotalamica del BPA.
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En esta etapa del trabajo nos propusimos investigar la expresion de
coreguladores especificos de la accion del ERa como un posible mecanismo
mediador de la perturbacion del BPA sobre las funciones hipotalamicas. Los
coactivadores y corepresores son parte de un repertorio critico de moléculas
que interactua con los receptores para permitir una respuesta apropiada a las
hormonas. Un exponente clave de la familia de proteinas coreguladoras es
SRC-1, el cual es un potenciador de la actividad transcripcional de ERa y PR
(Mclnerney y col., 1996; Onate y col., 1998), y se co-expresa con estas dos
moléculas en neuronas del MPN y el VMHvI (Tetel y col., 2007). Ademas,
utilizando ensayos de retraso en geles de extractos proteicos de tejido cerebral,
se ha demostrado que el SRC-1 proveniente de hipotalamo, interactua de
mayor manera con ERa que con ERB (Molenda-Figueira y col., 2008). Por otro
lado, el represor REA interactia con el ERa y reprime la transactivacion
mediada por el mismo (Montano y col., 1999; Delage-Mourroux y col., 2000), lo
cual lo postula como un potente modulador de la sensibilidad hipotalamica a los
estrogenos. Nuestros resultados revelan que la exposicién neonatal a dosis de
BPA muy por debajo de la LOAEL, altera claramente la respuesta estrégeno-
dependiente del gen de REA en el VMHuvI, tal como lo demuestra la sobre-
expresion de la proteina de REA. La evidencia disponible postula al gen de
REA como un gen potencialmente de respuesta a estrégenos, actuando como
un mecanismo regulatorio de retroalimentacién negativa para controlar la
expresion de genes ER-dependientes en células normales (Mussi y col., 2006).
Nuestros resultados sugieren que la reduccion BPA-dependiente observada en
la expresion de ERa en el VMHvI podria ser mediada, al menos parcialmente,

por una respuesta-estrogénica exacerbada del gen de REA. En el VMHvI de las
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hembras expuestas a la dosis baja de BPA, pudimos observar una perturbacion
mas profunda en el balance de la actividad de los coreguladores. En el VMHVvI
de estos animales la sobre-expresion de REA fue acompafiada por una
regulacion negativa de SRC-1, lo cual en conjunto podria ser responsable por
la deficiente induccion ERa-dependiente del gen de PR observada en este
mismo nucleo. Nuestra hipotesis es que en el VMHUvI, la sobre-expresion de
REA actuaria bloqueando la actividad coactivadora del SRC-1 y activando una
potente retroalimentacion negativa sobre la expresion ER-dependiente.
Evidencia que apoya nuestras observaciones es el hecho de que REA opera
también como un anti-coactivador, compitiendo con SRC-1 en la modulacién de
la actividad biolégica del ERa (Montano y col.,, 1999). Ademas, cuando la
expresion de REA es suprimida, la retroalimentacion negativa de ER es
desactivada, induciendo la expresion de PR (Mussi y col., 2006). Asimismo,
debido a que el REA juego un rol significativo en la regulacion de procesos
biolégicos durante el desarrollo (Park y col., 2005), perturbaciones en su
expresion durante el periodo perinatal podrian afectar la diferenciacion sexual
hipotalamica, la cual es mediada al menos en parte por el ERa (Simerly y col.,
1997). En conjunto, nuestros resultados sugieren que la desregulacion BPA-
dependiente de la interaccion entre el ERa y el REA durante periodos criticos
del desarrollo podria afectar los dimorfismos naturales orquestados por los
estrogenos en las estructuras cerebrales, conduciendo a alteraciones
perennes.

La regulacion de la conducta sexual en la rata es un modelo muy interesante
para estudiar los efectos a largo plazo de la exposicion neonatal a BPA, ya que

el estudio de alteraciones en la conducta posee la ventaja de revelar tanto
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efectos directos como indirectos de la accién de los xenoestrogenos. De hecho,
muchos trabajos se han realizado acerca de los efectos de la exposicion a BPA
sobre distintos aspectos de la conducta (Palanza y col., 2008) pero muy poco,
0 nada, se sabe sobre los mecanismos utilizados por el BPA para alterar la
performance sexual. En esta etapa del trabajo se cuantificaron ambos aspectos
de la conducta sexual de los murinos: receptivo y proceptivo. Demostramos
que la exposicion neonatal a BPA no tiene efectos visibles sobre la conducta
receptiva de las hembras, tanto en el niumero como en la fuerza de las
respuestas de lordosis. Sin embargo, en las hembras expuestas a BPA
observamos una menor conducta proceptiva, lo cual se reflej6 en una
disminucién significativa en el numero de saltos y corridas. Interesantemente, el
numero de movimientos de orejas no fue afectado por la exposicion a BPA
posiblemente debido a la sutileza de esta conducta; que, al contrario de los
saltos y corridas podria pasar desapercibido debido a la resoluciéon de nuestro
sistema de video. Muchos trabajos reportan al MPN y el VMHvI como puntos
criticos de control de la conducta sexual; sin embargo el MPN es sefalado
como un blanco importante de la induccion estrogénica de la conducta
proceptiva (Hoshina y col., 1994; Kato y Sakuma, 2000). Ademas, lesiones en
el MPN aumentan la receptividad pero reducen la proceptividad (Hoshina y col.,
1994), mientras que el silenciamiento de ERa en el VMHuvI bloquea la conducta
receptiva y proceptiva (Musatov y col., 2006). Por lo tanto, el VMHvI parece
funcionar como un portal, recibiendo informacién sensorial procesada en el
MPN vy transmitiendo sefales neurales hacia los musculos involucrados en la
ejecucion del comportamiento (Pfaff D, 1999; Paxinos G, 1995). Nuestros

resultados sugieren que tanto el MPN como el VMHvI podrian estar implicados
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en la alteracién de la conducta proceptiva a través de una induccién incompleta
de la expresion de ERa; sin embargo, mas investigacion aun se requiere para
dilucidar si es que el MPN no esta procesando los estimulos sensoriales o el
VMHvI no los esta transmitiendo correctamente. Por otro lado, la induccion
incompleta de la expresion de ERa podria tener efectos contrarios sobre la
conducta receptiva en cada nucleo, aumentando la lordosis en el MPN e
inhibiendo este reflejo en el VMHUvI.

Como resumen de esta etapa, sugerimos que la perturbacion en la expresion
del ERa y su represor especifico, REA, debido a la exposicion a BPA durante la
etapa neonatal de vida, altera la sensibilidad hormonal normal de la red neural

que gobierna la conducta sexual de las ratas hembra durante la etapa adulta.

5.4- La exposicion a DES altera la dindmica poblacional de las células
precursoras neurales en el giro dentado de ratas macho

Los estrégenos presentan una fuerte influencia sobre las distintas funciones del
sistema limbico. Ademas de su rol en la regulacién de la secrecidon de
gonadotropinas y la conducta sexual en el hipotalamo, influyen de forma
general sobre funciones neurobiolégicas tales como destrezas espacio-
perceptuales, aprendizaje y memoria, todas ellas funciones hipocampo-
dependientes (McEwen, 1983; Smith, 1994; Luine, 1997). El hipocampo posee
un remarcable grado de plasticidad y es el mediador de algunas formas de
aprendizaje y memoria (Leuner y col., 2006; Winocur y col., 2006). En el adulto,
las CPN del giro dentado del hipocampo retienen la habilidad de proliferar y
muchas células hijas de estas CPN llegan a diferenciarse a neuronas maduras

(Christie y Cameron, 2006; Eriksson y col., 1998). La neurogénesis es un
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proceso que consta tanto de la proliferacion (produccion de nuevas células)
como de la supervivencia de dichas células (nuevas células que sobreviven y
maduran). Por lo cual, el nUmero de neuronas puede ser incrementado no solo
mediante un aumento en la proliferacion sino también mediante un aumento en
la supervivencia neuronal. Varios trabajos se han encargado de describir los
efectos cronicos (Perez-Martin y col., 2005) y agudos (Chiba y col., 2007) de
los estrogenos sobre la proliferacion neuronal en el hipocampo de animales
adultos (revisado en Galea, 2008); sin embargo, muy poco se conoce acerca
de los efectos sobre la proliferacion y supervivencia neuronal en el giro dentado
luego de exposiciones cortas a sustancias hormonalmente activas durante el
periodo neonatal temprano.

En esta etapa del trabajo mostramos que la exposicién de crias macho al
xenoestrogeno DES afecta significativamente la proliferacién y supervivencia
de CPN en la ZSG del hipocampo. El dia después de haber finalizado la
exposicion a DES (PND8) observamos una importante reduccién en la
actividad proliferativa de las CPN hipocampales. Dos semanas luego de
finalizada la exposicion a DES, detectamos un incremento significativo en la
proliferacion de las CPN. La respuesta bifasica de esta proliferacion se
correlacion6 positivamente con los niveles hipocampales del ARNm de VEGF,
sugiriendo que la molécula de VEGF podria ser un mediador clave en este
evento estrégeno-dependiente. Considerando el hecho que la proliferacion de
las CPN tipo-l no fue afectada por el DES, es tentador proponer que los
cambios observados en la proliferacion celular hipocampal son debidos a
modificaciones inducidas por el DES en las CPN tipo-Il. Ademas, la proteina

p27""! sélo fue expresada en las células tipo-ll y fue negativamente

117



Discusion

correlacionada con la inmunodeteccion de BrdU en DPN8 y DPN21.
Colectivamente, estos resultados demuestran que la poblacion de CPN tipo-li
constituye un blanco de la accion del DES.

Varios trabajos han descrito que el estrégeno puede afectar la proliferacion
celular en el giro dentado de ratas adultas. En el afo 2005, Tanapat y col.
(Tanapat y col., 2005) demostraron que un tratamiento agudo con una dosis
moderada (10 pg/rata), pero no baja (1 upg/rata) o alta (50 ug/rata), de 17(3-
estradiol incrementa de forma rapida la proliferacion celular en animales
adultos OVX. Asimismo, estos autores no observaron diferencias cuando el
estroégeno fue suministrado durante largos periodos de tiempo (3 semanas).
Estos resultados muestran claramente que los efectos de los estrégenos sobre
el control de la proliferacién celular en el giro dentado de ratas hembra adultas
dependen de la dosis y la duracion del tratamiento. Sin embargo, poco es
conocido acerca de los efectos de los estrégenos sobre el control de la
proliferacion celular en el giro dentado durante el periodo posnatal temprano.
Nuestros resultados muestran que la dosis y el esquema de exposicién a DES
utilizado en este trabajo es suficiente para alterar la dinamica poblacional de las
CPN. En DPN8, observamos una clara disminucion en la proliferacién de las
CPN tipo-Il en los machos tratados con DES, sugiriendo que la etapa posnatal
temprana podria ser un periodo sensible a la acciéon de los xenoestrogenos
sobre el control de la dinamica poblacional de las CPN. Ademas, las diferencias
observadas entre DPN8 versus DPN21 y aquellas observadas por otros en
animales adultos (Tanapat y col., 1999; Tanapat y col., 2005) sugieren que la
capacidad de respuesta a los estrégenos de las CPN varia a lo largo de la vida

del animal. Esta observacion es importante ya que un numero cada vez mayor
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de evidencia demuestra que tanto los animales silvestres como el hombre
estamos expuestos a compuestos con actividad estrogénica durante el periodo
perinatal (Pombo y Castro-Feijoo, 2005). Las consecuencias a nivel conductual
y fisiolégico de una perturbacion estrogénica en la proliferacion de las CPN
durante el periodo perinatal son aun desconocidas. Algunos trabajos han
reportado que la exposicion perinatal a compuestos con actividad estrogénica
altera los comportamientos exploratorio y socio-sexual (Fujimoto y col., 2006;
Porrini y col., 2005), pero no se ha descrito aun si estas alteraciones estan
correlacionadas con perturbaciones en la proliferacion y supervivencia de las
CPN en el hipocampo.

Varios trabajos han demostrado la importancia de la funcionalidad de la via
septohipocampal para regular la neurogénesis hipocampal (Cooper-Kuhn y col.,
2004; Mohapel y col., 2005; Van der y col., 2005). Otros autores han observado
que el sistema colinérgico basal del cerebro anterior tiene el rol de promover la
supervivencia de los progenitores neurales y las neuronas inmaduras en las
regiones donde se lleva a cabo la neurogénesis adulta, como ser la ZSG del
giro dentado (Cooper-Kuhn y col., 2004). Ademas los receptores de acetilcolina
pre-sinapticos juegan un rol central en la modulacién de la liberacién
hipocampal de acetilcolina (Vizi y Kiss, 1998). Debido a que la actividad de las
neuronas colinérgicas del cerebro anterior esta regulada por los estrogenos a
través del ERa (Bora y col., 2005) el uso de una via colinérgica indirecta en la
acciéon del DES sobre la neurogénesis hipocampal no puede ser descartado.

La duracion del ciclo celular durante la neurogénesis depende principalmente
de la duracién de la fase G1 y esta modulada por la actividad enzimatica de

quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) (Caviness, Jr. y col., 1999). Se ha
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demostrado que los reguladores de estas CDKs, como ser la familia de
proteinas kip1, tendrian un rol critico en el control de transito del ciclo celular
amplificando los progenitores neurales en la zona subventricular del cerebro del
ratén adulto (Doetsch y col., 2002). Durante el desarrollo embriénico, ha sido
demostrado que la proteina p27"*! esta implicada en el mantenimiento del
estado inactivo de las neuronas diferenciadas; sin embargo, poco se sabe
acerca de los posibles roles de este inhibidor de las CDKs durante la
neurogénesis posnatal (Caviness, Jr. y col., 1999). Utilizando doble IHQ junto
con criterios morfolégicos, demostramos que las CPN tipo-ll expresan la
proteina p27"*! y que dicha expresion fue aumentada por la exposicién a DES.
Una correlacion inversa fue observada entre la proliferacion y la expresion de la
proteina p27"*", sugiriendo una importante participacién de este inhibidor de
CDKs en la induccién mediada por xenoestrégenos del estado de inactividad
de las CPN tipo-Il. En los machos de DPN8 expuestos a DES no s6lo un gran
numero de CPNs tipo-Il permanecié inactivo, sino que ademas observamos
una disminucién significativa de células apoptéticas. Ambos eventos podrian
estar contribuyendo a la gran proporcion de células BrdU-(+) remanentes en los
machos DPN21 expuestos a DES, sugiriendo que la exposicion a
xenoestrogenos aumenta la supervivencia de la progenie celular en el giro
dentado, mientras que no se detectaron efectos sobre la diferenciacion de las
CPNs. Ademas, cuando evaluamos la incorporacién de BrdU en DPN21, en el
grupo expuesto a DES observamos un mayor numero de CPNs positivas, lo
cual sugiere la existencia de un mecanismo interno de regulacion puesto en
marcha para compensar la disminucion inicial de la proliferacion de las CPNs

inducida por el xenoestrogeno. Una creciente cantidad de evidencia sugiere
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que agentes extrinsecos, como el alcohol o los xenoestrégenos pueden alterar
mecanismos intrinsecos de eleccion del destino de células pluripotenciales
contribuyendo a alteraciones de la neurogénesis y/o gliogénesis durante la
maduraciéon del sistema nervioso central (Vemuri y Chetty, 2005). EIl
mecanismo de compensacion mencionado anteriormente podria ayudar a
restaurar el numero requerido de células granulares, disminuyendo los posibles
efectos neuroldgicos adversos de una exposicidén estrogénica temprana. Si este
mecanismo es inducible sélo en la etapa posnatal temprana o si permanece
activo durante la etapa adulta esta siendo actualmente estudiado en nuestro
laboratorio.

El VEGF es una proteina inducible por hipoxia que promueve la angiogénesis
en células endoteliales a través de receptores tirosina quinasas. Evidencia
reciente reporta que el VEGF puede actuar como un factor neurotrofico
(Matsuzaki y col., 2001; Ogunshola y col, 2002) y producir efectos
neurogénicos en las CPNs (Jin y col., 2002). Una reduccion significativa de los
transcriptos hipocampales de VEGF fue observada en las ratas expuestas a
DES en DPN8 en paralelo con una reduccion en la proliferacion de las CPNs.
Por otro lado, en DPN21, cuando la proliferacién de las CPNs fue mayor en las
ratas estrogenizadas los niveles del ARNm de VEGF también aumentaron
significativamente. En este trabajo proponemos que el VEGF en el hipocampo
podria ser un gen blanco de la accion de los xenoestrogenos y un mediador
molecular positivo en la proliferacion de las CPNs tipo-Il.

Respecto del rol del BDNF, se ha demostrado que el estrégeno regula
positivamente los niveles del ARNm y la proteina de BDNF en el hipocampo de

la rata (Solum y Handa, 2002). Nuestros resultados concuerdan con lo descrito
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anteriormente, observando un aumento significativo en la expresién del ARNm
de BDNF en los animales expuestos a DES. El BDNF esta siendo propuesto
como un importante mediador en la modulacion de la trasmisidn sinaptica
(Levine y col., 1995) y tiene también una importante participacién en el
crecimiento y supervivencia de las neuronas (Davies, 1994). Sin embargo, las
posibles relaciones entre el BDNF y la proliferacion de las CPNs son
desconocidas. Teniendo en consideracion la caida en los niveles de apoptosis
y el aumento en la supervivencia de células granulares nuevas observado en
las animales expuestos a DES, la hipétesis del BDNF como un mediador critico
de estos eventos no podria ser descartada. Sugerimos también que el VEGF
es un factor clave en la regulacién de la proliferacién de las CPNs tipo-Il, y que
el BDNF podria ser responsable de la extension de los tiempos de

supervivencia de la progenie de células neuronales.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que la exposicion neonatal a
xenoestrogenos provoca alteraciones sobre la neurofisiologia hipotalamica e
hipocampal las cuales estan presentes desde el periodo posnatal temprano y
se manifiestan hasta la etapa adulta. Ademas, los efectos de la exposicion a
BPA sobre el eje hipotalamico observados a lo largo de la vida de los animales
demostraron ser dosis-dependientes y algunos de ellos fueron exclusivamente

observados en las hembras expuestas a la dosis baja utilizada en este estudio.
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Nuestros resultados sugieren que los efectos dosis dependientes del BPA
podrian estar mediados por una cascada de mecanismos moleculares que
involucran la expresion de cofactores de transcripcion y el uso diferencial de los
promotores génicos. En este trabajo observamos que las dosis altas y bajas de
BPA perturban diferencialmente la expresiéon de cofactores transcripcionales
especificos de la respuesta estrogénica en nucleos hipotalamicos. Estos
cambios dosis-especificos del repertorio de cofactores transcripcionales
podrian ser los responsables de la activacion/silenciamiento de distintos
promotores génicos, determinando de esta manera la respuesta transcripcional
de las neuronas y alterando en ultima instancia la neurofisiologia del animal. A
pesar de que la EPA de EEUU y la Comision Europea establecieron una dosis
de 50 pg/kg/dia como “dosis segura” e ‘“ingesta diaria tolerable”,
respectivamente; los resultados presentados en esta tesis y otros ya reportados
por nuestro laboratorio (Varayoud y col., 2008b; Stoker y col., 2003; Ramos y
col., 2001; Ramos y col., 2003) indicarian la necesidad de replantear la
discusién acerca de qué dosis deben ser consideradas seguras como medida
preventiva segun lo establece el principio de precaucion redactado en la
Conferencia de Wingspread en 1998 (http://www.sehn.org/wing.html).

Estos resultados son inquietantes en lo que respecta a la salud publica, ya que
en el transcurso de esta tesis confirmamos que la exposicién a dosis bajas de
compuestos ambientales hormonalmente activos durante las etapas tempranas
del desarrollo afectan la diferenciacion del cerebro y podrian afectar el
desempeno reproductivo durante la etapa adulta. Esto es particularmente
importante ya que muchos de los efectos provocados por los perturbadores

endocrinos permanecen silentes durante largos periodos de tiempo,
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activandose frente a estimulos endocrinos como la pubertad, la madurez
sexual, la gestacion.

Por ultimo, es necesario generar conciencia acerca de las consecuencias
adversas de la exposicion a perturbadores endocrinos sobre la poblacién actual
y las generaciones venideras. El desarrollo de politicas sanitarias y de
prevencion en el tema de los perturbadores endocrinos es una necesidad

ineludible.
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Conclusiones

Finalizando el desarrollo de este trabajo de tesis y luego de presentados los

resultados podemos elaborar las siguientes conclusiones:

1)

La exposicion neonatal a BPA y a DES altera la diferenciacion sexual del

area preoptica hipotalamica de la rata hembra, presentando las siguientes

caracteristicas:

2)

v

La dosis alta de BPA y el DES masculinizan la expresion del ERa en el
AvPv de las hembras prepuberales.

La perturbacién producida por el BPA sobre la transcripcion y traduccion
hipotalamica del ERa es dependiente de la dosis.

Tanto el BPA como el DES son capaces de desregular la transcripcion
de ERa utilizando promotores especificos.

De acuerdo a la dosis de exposicidén, el BPA es capaz de inhibir la
transcripcion de los promotores del gen de ERa.

La activacion de los promotores del gen de ERa en animales expuestos
a BPA y DES es dependiente del momento en que se realiza la
evaluacion.

El BPA y el DES no alteran los patrones de metilacion de los promotores
activos del gen de ERa en hembras tratadas neonatalmente. La
diferenciacion sexual de la expresion del gen de ERa en los machos
tampoco utilizaria un mecanismo de metilacion diferencial.

Los niveles enddgenos de estradiol no se vieron afectados en los
animales prepuberes expuestos neonatalmente a los xenoestrogenos
estudiados en esta tesis.

La exposicion neonatal a BPA altera el procesado hipotalamico del

pre-ARNm de LHRH y la respuesta estrogeno-dependiente de nucleos

neuronales encargados de controlar el ciclo estral en la rata adulta, pudiéndose

destacar las siguientes caracteristicas:

v

v

Las alteraciones observadas en la expresion y maduracion del
mensajero de LHRH hipotaldmico fueron dependientes de la dosis de
BPA utilizada.

En las hembras expuestas a BPA20 la menor expresion del ARNm de

LHRH y los bajos niveles de LH en respuesta al estradiol, sugieren una
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3)

alteracion en el mecanismo estrogénico de feedback positivo en este
grupo.

La mayor expresion del ARNm de LHRH y la produccion de un pico
normal de LH en respuesta al estradiol en las hembras expuestas a
BPA.05, sugieren la activacion de un mecanismo interno de
compensacion.

Las hembras expuestas a la dosis baja de BPA presentaron patrones
anormales en sus ciclos estrales, posiblemente debido a alteraciones en

los mecanismos de amplificacion del pico de LHRH y/o LH.

v" Ambas dosis de BPA alteraron en forma permanente el control hormonal

de la expresion de ERa en los nucleos AvPv y Arc.

La exposicion neonatal a BPA produjo importantes alteraciones en los

mecanismos estrogeno-dependientes encargados de regir la conducta sexual

en la rata hembra adulta:

4)

v Ambas dosis de BPA desregularon en forma permanente el control

hormonal de la expresion de ERa en los nucleos MPN y VMHuvI.

v" Ambas dosis de BPA provocaron un aumento en los niveles de

expresion del represor especifico de la accion estrogénica (REA) en el
VMHvI.

v' Severas alteraciones en la conducta sexual proceptiva, pero no en la

conducta receptiva, fueron observadas en las ratas hembra adultas
expuestas a BPA.

La exposicion a DES produjo alteraciones en la dinamica poblacional de

las células precursoras neurales en el giro dentado de ratas macho,

pudiéndose destacar:

v' Una caida en la actividad proliferativa de las CPN hipocampales en

DPNS8, y un incremento en la proliferacién en DPN21.

v' Solamente las CPN tipo-Il expresaron la proteina p27"*', observandose

un aumento de la expresion de p27"?' en los animales expuestos a DES

y una correlacion inversa con la proliferacion.

v' En DPNS8, una reduccién en los niveles de transcriptos hipocampales de

VEGF fue observada en animales expuestos a DES en paralelo con una
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reduccion en la proliferacién de las CPNs. Por el contrario, en DPN21 los
niveles del ARNm de VEGF aumentaron junto con la proliferacién de las
CPNs.

v La expresion del ARNm de BDNF aumento en los animales expuestos a

DES en las dos edades estudiadas.

Los resultados obtenidos en esta tesis intentan contribuir al conocimiento de los
efectos de exposiciones a bajas concentraciones de perturbadores endocrinos
ampliamente difundidos en el medioambiente, durante periodos del desarrollo
posnatal altamente susceptibles. Estos resultados servirian para acrecentar la
alerta sobre las consecuencias nocivas de los contaminantes quimicos a los
que a diario estamos expuestos. Ademas contribuyen en la toma de conciencia
para promover la legislacion de normas que minimizen o eviten totalmente la
exposicidon a compuestos quimicos con actividad hormonal comprobada,

capaces de afectar la salud reproductiva de animales silvestres y del hombre.
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Resumen

Machos y hembras de una misma especie de mamifero presentan diferentes
patrones de conducta sexual y diferente fisiologia neuroendocrina. Estas
diferencias son tan vitales para la continuidad de la especie que distintos
mecanismos de diferenciacion han evolucionado para producir sistemas
neurales diferentes pero a la vez complementarios, que aseguren la expresion
coordinada de las funciones reproductivas. El principio central de la
diferenciaciéon sexual en numerosos mamiferos es que el cerebro es
“pbipotencial” y se desarrolla de forma diferente en machos y hembras bajo la
influencia de hormonas esteroides sexuales durante el periodo perinatal.

Los estrogenos llevan a cabo sus funciones bioldgicas a través de los
receptores de estrégeno, que incluyen principalmente al receptor de estrégenos
alfa (ERa) y el mas reciente ERB. Ambos receptores tienen una alta expresion
en estructuras limbicas y entre estos dos receptores se han demostrado
importantes diferencias en su accion biolégica tales como su afinidad por
compuestos estrogénicos, las secuencias especificas de ADN reconocidas vy
los patrones tisulares de expresion. En la rata hembra adulta con ciclos estrales
normales, un pico espontaneo en la concentracion sérica de hormona
luteinizante (LH) ocurre en la tarde del dia del proestro. La liberacion de este
pico espontaneo preovulatorio de LH es provocado por la neurosecrecion de la
hormona liberadora de LH (LHRH) por parte de neuronas localizadas en su
mayoria en el area predptica hipotalamica. Estudios de la estructura del gen de
LHRH indican que el mismo consta de cuatro exones cortos (denominados 1, 2,
3 y 4) intercalados por tres intrones (denominados A, B y C), siendo la
remocion precisa y eficiente del intron A un paso regulatorio clave en la
regulacion postranscripcional de la biosintesis de LHRH. Para lograr un pico
normal de LH es necesaria también la activacién de receptores de esteroides
en las neuronas de los nucleos anteroventral periventricular (AvPv) y arcuato
(Arc). En coordinacion con el pico de LH, la rata hembra adulta exhibe un
repertorio de conductas sexuales. Estas son en parte reguladas mediante la
activacién hormonal del ERa y el receptor de progesterona (PR) en los nucleos
medial preodptico (MPN) y ventromediano (VMHvl) siendo dos cofactores
nucleares clave asociados a estos el coactivador de receptores de esteroides-1
(SRC-1) y el represor de la accién del ER (REA).
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En los mamiferos, el hombre inclusive, la neurogénesis ocurre a lo largo de
toda la vida. Las células progenitoras neuronales (CPN), localizadas en la zona
subgranular (ZSG) del giro dentado, proliferan y se integran en circuitos
hipocampicos y podrian estar involucradas en ciertas formas de aprendizaje
dependiente del hipocampo. Los estrégenos han sido descritos como
reguladores de la plasticidad sinaptica, funciones cognitivas, memoria, humor y
comportamiento; sin embargo, su rol en el control de la proliferacién vy
diferenciacion neuronal y glial no esta completamente dilucidado. El factor de
crecimiento del epitelio vascular (VEGF) fue propuesto como una molécula
clave en la regulacién de la neurogénesis, mediando los efectos del ambiente
en la plasticidad del hipocampo durante la adultez. Por otro lado el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), es una neurotrofina involucrada en la
plasticidad sinaptica y la neuroproteccién, cuya expresidn se encuentra
regulada por los estrogenos.

El descubrimiento de sustancias quimicas con actividad agonista/antagonista
de hormonas enddgenas presentes en el medioambiente (perturbadores
endocrinos) ha despertado el interés en conocer su relacion con patologias
reproductivas y del desarrollo en animales salvajes, especies de interés
zootécnico y seres humanos. El bisfenol A (BPA) constituye un notable ejemplo
de perturbador endocrino debido a su masiva utilizacion en la manufactura de
plasticos y su amplia distribucion. Por otro lado, el dietilstilbestrol (DES) es un
estrogeno sintético que fue ampliamente utilizado en mujeres embarazadas
para evitar abortos espontaneos y complicaciones del embarazo. En 1971, se
dej6 de recetar DES debido a que se encontré que las mujeres expuestas in
utero a DES exhibian anormalidades en el tracto reproductor, mayor
predisposicién a padecer cancer e infertilidad. La exposicion a xenoestrégenos
durante periodos criticos del desarrollo embrionario y fetal, en concentraciones
encontradas en el medio ambiente, produce efectos bioldgicos que pueden
perdurar en el tiempo y manifestarse durante la edad adulta. Estos efectos
biolégicos no se limitarian a tejidos periféricos ya que se han encontrado
alteraciones en el sistema nervioso central y en circuitos neuroendocrinos. Las
alteraciones provocadas por la exposicion a xenoestrogenos podrian modificar

los patrones de secrecion de hormonas hipofisarias y gonadales, predisponer al
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desarrollo de trastornos proliferativos hormonodependientes, alterar las
conductas sexuales y provocar deterioros en el aprendizaje dependiente del
hipocampo en la edad adulta.

Objetivos

El objetivo general de este trabajo es evaluar la influencia de la exposiciéon
neonatal temprana a xenoestrogenos sobre el desarrollo del sistema limbico en
ratas.

Para esto nos propusimos estudiar los efectos sobre estructuras hipotalamicas
implicadas en la diferenciacion sexual del cerebro.

v En crias recién nacidas y en animales pre-puberales evaluar los efectos
sobre los mecanismos de diferenciacion sexual del hipotalamo.

4 Desarrollar un anticuerpo policlonal especifico para evaluar mediante
inmunohistoquimica la expresién hipotalamica de REA.

4 En ratas hembra adultas evaluar los efectos de la exposicion neonatal a
xenoestrogenos sobre los mecanismos sexualmente dimoérficos encargados de

regular la neuroendocrinologia del ciclo estral y la conducta sexual.

En otra etapa del trabajo nos propusimos evaluar los efectos de la exposiciéon
posnatal temprana a xenoestrogenos sobre la neurogénesis hipocampal.

v Determinar los efectos sobre la dinamica poblacional de las células
progenitoras neuronales (CPN) en el giro dentado de animales jévenes.

4 Evaluar los efectos sobre la expresion hipocampica de factores de

crecimiento estrégeno-dependientes.

Materiales y Métodos Las crias utilizadas fueron obtenidas de ratas Wistar
hembra prefiadas de forma sincronizada. Luego del parto (dia postnatal O,
DPNO), las crias fueron sexadas y distribuidas entre distintas madres. Cada
nueva camada fue asignada a uno de cuatro grupos experimentales: crias
tratadas con vehiculo (hembras control y machos control), DES (0,02 mg/kg de
DES), BPA20 (20 mg/kg de BPA) y BPA.05 (0,05 mg/kg de BPA). Todas las
crias recibieron inyecciones sc cada 48 h desde el DPN1 hasta el DPN7, de 40

Ml de aceite de maiz solo o conteniendo la cantidad apropiada de DES o BPA.
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En la primer etapa del trabajo se utilizaron hembras y machos control, y
hembras expuestas a DES, BPA20 y BPA.05, y se estudiaron las edades de
DPN8 y DPN21. Los animales fueron sacrificados 24 h luego de la ultima
inyeccion (DPN8) o en DPN21. Se recogio la sangre troncal y se estudiaron los
niveles séricos de estradiol en animales de DPN21 mediante
radioinmunoensayo. Para inmunohistoquimica los cerebros fueron fijados y
embebidos en parafina y se evaluo la expresion del ERa en el nucleo AvPv.
Para la extraccion de acidos nucleicos el area predptica hipotalamica fue
disecada y mantenida a -80°C. Mediante RT-PCR en tiempo real se estudiaron
los promotores de ERa activos y la expresion del ARNm total de ERa en el
area preoptica. Para estudiar si los xenoestrégenos causan alteraciones
mediante mecanismos de metilacion diferencial del gen de ERa se utilizo la
técnica de COBRA. Para ello, ADN gendmico se extrajo de muestras de tejido
del area preoptica y fue modificado quimicamente con bisulfito de sodio. Las
muestras modificadas fueron amplificadas por PCR y la metilacion de las islas
CpG fue estudiada mediante ensayos de restriccion. Para estudiar la expresion
del represor REA se disefid un antigeno, el cual fue obtenido por PCR,
clonado, expresado y luego inoculado en conejos. De la sangre de los conejos
se purificaron las inmunoglobulinas y luego se obtuvo el anticuerpo policlonal
especifico para REA. La caracterizacion del mismo se realizé en higado, mama
e hipotdlamo mediante western blot, doble inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica.

En la segunda etapa del trabajo se utilizaron ratas hembra de DPN85 de los
grupos: control, BPA20 y BPA.05. Se estudiaron los efectos a largo plazo de la
exposicién neonatal a BPA sobre el ciclo estral mediante el seguimiento de la
citologia vaginal. Mediante un modelo de induccidén estrogénica se estudi6 la
produccion del pico preovulatorio de LH en animales neonatalmente expuestos
a BPA. El control postranscripcional de la expresion de LHRH se estudio en
este modelo mediante RT-PCR en tiempo real, detectando la presencia
citoplasmatica de transcriptos de LHRH que conservaran la secuencia del
intron A, y también se estudidé mediante inmunohistoquimica la expresion de los
receptores ERa y PR, y sus cofactores de transcripcion SRC-1 y REA, en los

nucleos AvPv y Arc. En continuidad, evaluamos el efecto a largo plazo de la

133



Resumen

exposiciéon neonatal a BPA sobre los aspectos receptivos y proceptivos de la
conducta sexual, y la respuesta estrogeno-dependiente de nucleos
hipotalamicos implicados en el control de la conducta sexual. Para ello,
hembras de los grupos mencionados fueron sometidas a un protocolo hormonal
de induccién de la conducta sexual y luego colocadas con un macho
experimentado en una jaula de observacion para evaluar su desempeio
sexual. Utilizando el modelo de induccién estrogénica del pico preovulatorio de
LH estudiamos mediante inmunohistoquimica la expresion de los receptores
ERa y PR, y sus cofactores de transcripcion SRC-1 y REA, en los nucleos MPN
y VMHvl. Mediante western blot se estudidé la expresion diferencial de las
isoformas de PR en el hipotalamo.

En la ultima etapa del trabajo se utilizaron ratas macho control y ratas macho
expuestas neonatalmente a DES. En DPNS8, machos de ambos grupos
estudiados fueron inyectados ip con el andlogo de la timidina, bromo-
deoxiuridina (BrdU, 60mg/kg de peso). Para determinar el indice de
proliferacion de las CPN en DPN8 animales fueron sacrificados 4 h luego de la
inyeccion de BrdU. Para analizar el indice de supervivencia de las CPN, otros
animales fueron sacrificados en DPN21. Para evaluar la proliferacion de las
CPN dos semanas luego de finalizado el tratamiento con DES, otro grupo de
animales fue inyectado con BrdU en DPN21 y sacrificado 4 h después. Para
identificar el fenotipo de las células en estado inactivo o de proliferacion, se
desarroll6 una segunda inmunomarcacién luego de la deteccion de BrdU o
p27""! utilizando anti-nestina, anti-calbindina, o anti-GFAP como segundo
anticuerpo primario. La expresién hipocampica de los mensajeros de VEGF y
BDNF se evalué mediante RT-PCR en tiempo real.

Resultados Efectos de la exposicion neonatal a BPA en hembras
prepuberales. En DPN8 observamos una mayor expresion del ARNm de ERa
en el area preoptica hipotalamica de las hembras control respecto de los
machos control y a hembras DES. La exposicion neonatal a BPA produjo
efectos opuestos dosis-dependientes: BPA20 disminuyé y BPA.O5 incrementé
la expresiéon hipotalamica del ARNm de ERa. En DPN21 la expresion
hipotalamica del ARNm de ERa fue mayor en hembras BPA20 y BPA.05

respecto de las hembras control. Determinamos que en el area predptica, la
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expresion del gen ERa esta regulada a través de los promotores OT, E1 y O.
En DPNS8, la expresion de estas variantes del gen ERa demostré ser
sexualmente dimoérfica. Las hembras DES presentaron bajos niveles de
transcriptos ERa-OT y ERa-O, y altos niveles de ERa-E1. En las hembras
expuestas a BPA, la expresion de las variantes 5’UTR del gen ERa fue alterada
de forma dosis-dependiente: BPA20 disminuy6 el contenido de los transcriptos
ERa-OT y ERa-O, y aumento la expresion de ERa-E1. En BPA.05 se observo
un aumento en la expresion de ERa-E1. En DPN21, la expresiéon de
transcriptos de ERa-OT y ERa-O aumenté en las hembras DES, BPA20 y
BPA.05. La expresion de ERa-E1 disminuyd en las hembras BPA20 y BPA.05.
En esta edad, los machos control no presentaron diferencias con las hembras
control en la expresion de los transcriptos estudiados. En todos los grupos
experimentales las islas CpG estudiadas en el exon 1 y en el promotor ERa-O
no mostraron citosinas metiladas, mientras que por el contrario, el promotor
ERa-OT presentd bajos niveles de metilacion. Los niveles relativos de
expresion de la proteina de ERa en el nucleo AvPv en animales de DPNS8
fueron menores en machos, y en crias hembra expuestas a DES y BPA20. En
el AvPv de hembras BPA.05 observamos un aumento en la expresion de ERa.
En DPN21 los niveles de ERa en crias macho, hembras DES y hembras
BPA20 se mantuvieron reducidos; mientras que en hembras BPA.05 se
mantuvieron elevados. No se observaron diferencias en los niveles séricos de
17B-estradiol entre ratas prepuberales de DPN21 de los distintos grupos.
Desarrollo de un anticuerpo especifico para REA. Para estudiar la expresion de
REA mediante inmunohistoquimica se amplificé por PCR wuna fraccion
antigénica de la secuencia del gen de REA, se clon6 en un vector plasmidico y
se expreso en E.coli. El antigeno purificado fue luego inoculado en conejos de
los cuales se obtuvo el antisuero especifico, el cual fue purificado mediante
doble cromatografia y luego positivamente caracterizado en tejido de higado,
mama e hipotdlamo utilizando las técnicas de western blot, doble
inmunofluorescencia e inmunohistoquimica.

Efectos de la exposicion neonatal a BPA en hembras adultas. Mediante el
estudio de la citologia vaginal determinamos que las hembras expuestas a

BPA.05 presentan ciclos estrales alterados. Para evaluar la respuesta de la via
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estrogénica, en DPN85 los animales fueron OVX y sometidos a un modelo de
estimulaciéon estrogénica del pico de LH. En las hembras expuestas a BPA.05
se observd un pico de LH similar al observado en las hembras control, mientras
que en las hembras BPA20 no se observé un pico normal de LH. Observamos
que la exposicion neonatal a BPA genera efectos opuestos dosis-dependientes
sobre la expresion del ARNm maduro de LHRH en la etapa adulta. En hembras
BPA20 los niveles del ARNm maduro de LHRH fueron menores, mientras que
en hembras BPA.O5 estos niveles fueron mayores que en los controles. Por el
contrario, los niveles del ARN de LHRH que aun conserva el intron A
disminuyeron en ambos grupos expuestos a BPA. Utilizando
inmunohistoquimica, observamos que en el AvPv la expresion de ERa fue
mayor en las hembras BPA20 y BPA.05, mientras que en el Arc dicha
expresion fue menor en ambos grupos. La expresion de la proteina de PR
disminuy6 en el AvPv de las hembras BPA.05 pero no fue afectada en el Arc de
ninguno de los grupos expuestos a BPA. La expresion de SRC-1 en las
hembras BPA.05 fue menor en el AvPv respecto de los controles. La expresion
de REA en AvPv, y REA y SCR-1 en el Arc no mostré cambios en los grupos
tratados con BPA. En el MPN, la expresion de ERa disminuy6 a la mitad en los
grupos BPA20 y BPA.05. Del mismo modo, en el VMHvI la expresion de ERa
disminuy6 en ambos grupos tratados con BPA. No se observaron cambios en
la expresion de las variantes transcripcionales del PR (PR-A y PR-B) en el
hipotalamo. La expresion de SRC-1 aumenté en el MPN y disminuy6 en el
VMHvlI de hembras BPA.05. Por otro lado, observamos un aumento en la
expresion de REA en BPA20 y BPA.05. Las respuestas de lordosis de las
hembras BPA20 y BPA.05 fueron similares a las observadas en las hembras
control. En las hembras BPA20 y BPA.05, la conducta proceptiva de saltos y
corridas disminuy6 aproximadamente a la mitad.

Efectos de la exposicion neonatal a DES sobre la neurogénesis. Las células en
proliferacion fueron detectadas en la capa molecular, el hilus, la ZSG y en la
porcion interior de la capa de células granulares (CCG) del giro dentado. En
DPNS8, el tratamiento con DES disminuyd la proliferacion celular. Las células
precursoras que expresan nestina se clasifican en: CPN tipo-l y tipo-Il.

Utilizando doble IHQ, detectamos que tanto las CPN tipo-I como las tipo-ll
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estan proliferando en machos controles y tratados con DES. En DPNS, la
actividad proliferativa de las CPN disminuy6 en los animales tratados con DES
sin embargo, dicha disminucidn se observd solo en las CPN tipo-ll. En esta
misma edad, observamos un posible efecto anti-apoptético de la exposicion
neonatal a xenoestrogenos. En concordancia con lo anteriormente
mencionado, se observé un aumento en la expresion de p27"*" en la ZSG de
machos DES. Demostramos que sélo las células tipo-Il expresan p27**', y que
su expresion fue mayor en machos DES. En DPN21, el numero de células
BrdU-(+) remanentes fue mayor en los machos DES vy el tratamiento con DES
no alterd la proporcién de células que expresan calbindina o GFAP. Al contrario
de lo observado en DPNS8, los machos DES inyectados con BrdU en DPN21
mostraron un aumento en el numero de células BrdU-(+)/nestina-(+). Ademas,
los machos DES mostraron una disminucién en la expresion de p27*!. En esta
misma edad, no se observaron diferencias en el numero de figuras apoptoéticas.
La expresion de ERa sélo fue observada en hilus y en ZSG, y no se observaron
diferencias en el numero o distribucion de las células ERa-(+) en DPN8 y
DPN21. No se observaron diferencias en los volumenes de la CCG y la ZSG.
La exposicion neonatal a DES disminuyé el ARNm de VEGF en el hipocampo
de ratas de DPNS8 y la aumentdé en DPN21. Los niveles del ARNm de BDNF
fueron mayores en machos DES en ambas edades estudiadas.

Conclusiones

La exposicion neonatal a BPA y a DES altera la diferenciacion sexual del area
predptica hipotalamica de la rata hembra, con las siguientes caracteristicas:

La dosis alta de BPA y el DES masculinizan la expresion del ERa en el AvPv
de las hembras prepuberales.

La perturbacion producida por el BPA sobre la transcripcion y traduccién
hipotalamica del ERa es dependiente de la dosis.

Tanto el BPA como el DES son capaces de desregular la transcripcion de ERa
utilizando promotores especificos.

De acuerdo a la dosis de exposicion, el BPA es capaz de inhibir la transcripcion
de los promotores del gen de ERa.

La activacion de los promotores del gen de ERa en animales expuestos a BPA

y DES es dependiente del momento en que se realiza la evaluacion.
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El BPA y el DES no alteran los patrones de metilacion de los promotores
activos del gen de ERa en hembras tratadas neonatalmente. La diferenciacion
sexual de la expresion del gen de ERa en los machos tampoco utilizaria un
mecanismo de metilacion diferencial.

Los niveles enddgenos de estradiol no se vieron afectados en los animales
prepuberes expuestos neonatalmente a los xenoestrégenos estudiados.

La exposicion neonatal a BPA altera el procesado hipotalamico del pre-ARNm
de LHRH y la respuesta estrogeno-dependiente de nucleos neuronales
encargados de controlar el ciclo estral en la rata adulta, pudiéndose destacar
las siguientes caracteristicas:

Las alteraciones observadas en la expresion y maduracion del mensajero de
LHRH hipotalamico fueron dependientes de la dosis de BPA utilizada.

En las hembras expuestas a BPA20 la menor expresion del ARNm de LHRH y
los bajos niveles de LH en respuesta al estradiol, sugieren una alteracién en el
mecanismo estrogénico de feedback positivo en este grupo.

La mayor expresiéon del ARNm de LHRH y la produccion de un pico normal de
LH en respuesta al estradiol en las hembras expuestas a BPA.05, sugieren un
mecanismo interno de compensacion.

Las hembras expuestas a la dosis baja de BPA presentaron patrones
anormales en sus ciclos estrales, posiblemente debido a alteraciones en los
mecanismos de amplificacién del pico de LHRH y/o LH.

Ambas dosis de BPA alteraron en forma permanente el control hormonal de la
expresion de ERa en los nucleos AvPv y Arc.

La exposicion neonatal a BPA produjo importantes alteraciones en los
mecanismos estrogeno-dependientes encargados de regir la conducta sexual
en la rata hembra adulta:

Ambas dosis de BPA desregularon en forma permanente el control hormonal
de la expresion de ERa en los nucleos MPN y VMHuvI.

Ambas dosis de BPA provocaron un aumento en los niveles de expresion del
represor especifico de la accidén estrogénica (REA) en el VMHuvI.

Severas alteraciones en la conducta sexual proceptiva, pero no en la conducta

receptiva, fueron observadas en las ratas hembra adultas expuestas a BPA.
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La exposicion a DES produjo alteraciones en la dinamica poblacional de las
células precursoras neurales en el giro dentado de ratas macho, destacandose:
Una caida en la actividad proliferativa de las CPN hipocampales en DPN8, y un
incremento en DPN21.

Solamente las CPN tipo-ll expresaron la proteina p27“*! observandose un
aumento de la expresion de p27¢*! en los animales expuestos a DES y una
correlacion inversa con la proliferacion.

En DPNS8, una reduccion en los niveles de transcriptos hipocampales de VEGF
fue observada en animales expuestos a DES en paralelo con una reduccion en
la proliferacion de las CPNs. Por el contrario, en DPN21 los niveles del ARNm
de VEGF aumentaron junto con la proliferacién de las CPNs.

La expresion del ARNm de BDNF aumentoé en los animales expuestos a DES

en las dos edades estudiadas.
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Males and females of a species display distinct patterns of copulatory behaviors
and neuroendocrine physiology. These disctintive responses are so vital to the
success of mammalian species that robust developmental mechanisms have
evolved to produce distinct yet complimentary neural systems that ensure the
coordinated expression of reproductive function. The central tenet of sexual
differentiation is that the brain is bipotential but develops differently in males
and females under the influence of sex steroid hormones during the perinatal
period.

Estrogens elicit their biological effects through estrogens receptors, mainly
including estrogen receptor alpha (ERa) and the recent ERB. Both receptors are
highly expressed in limbic structures and important differences on its biological
actions have been reported between them, as their affinity for estrogenic
compounds, DNA sequences recognized and tissue specific expression. In the
normal cycling rat, a spontaneous surge of luteinizing hormone (LH) occurs in
the afternoon of the day of proestrous. The release of this spontaneous LH
preovulatory surge is triggered by the neurosecretion of LH-releasing hormone
(LHRH) by neurons located in the preoptic area of the hypothalamus. Studies
on LHRH gene structure have indicated that it consists of four short exons
(denoted as 1, 2, 3, and 4) and three intervening introns (A, B and C), being the
precise and efficient excision of intron A a key regulatory step for the post-
transcriptional regulation of LHRH biosynthesis. Activation of steroid receptors
in specific hypothalamic regions like the anteroventral periventricular nucleus
(AvPv) and the arcuate nucleus (Arc) is also necessary to achieve a normal LH
surge. In coordination with LH surge, female rats exhibit a repertoire of sexual
behaviors. These are partly achieved by hormonal activation of ERa and
progesterone receptor (PR) in the medial preoptic area (MPN) and the
ventromedial nucleus (VMHvVI), being two key nuclear receptor-associated
cofactors the steroid receptor coactivator 1 (SRC-1) and the repressor of ER
activity (REA).

Neurogenesis occurs throughout life in mammals including man. Neural
precursor cells (NPC), located in the subgranular zone (SGZ) of the dentate
gyrus, proliferate and integrate in hippocampal circuits and may be involved in

certain forms of hippocampal-dependent learning. Estrogens have been shown
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as regulators of synaptic plasticity, cognitive function, memory, mood and
behavior; however, their roles in the control of neuronal and glial proliferation
and differentiation are still not fully understood. Vascular endothelial growth
factor (VEGF) has been proposed as a key molecule that could regulate
neurogenesis, mediating the effects of environment on hipocampal plasticity
during adulthood. In addition, brain derived neurotrophic factor (BDNF) is a
neurotrophin involved in synaptic plasticity and neuroprotection and its
expression is estrogen-dependent.

The discovery of chemical compounds present in the environment with
endogenous hormones agonistic/antagonistic activity (endocrine disruptors) has
awaken the interest to know their relationship with reproductive pathologies and
development in wild animals, species with zoothecnical potential and humans.
Bisphenol A (BPA) its a remarkable example of endocrine disruptor due to its
wide employment in plastics manufacture and its broad distribution. In addition,
diethylstibestrol (DES) it's a synthetic estrogen that was extensively prescribed
to pregnant women to prevent miscarriage. In 1971, DES prescription was
suspended because women exposed in utero to DES exhibit genital tract
abnormalities, higher cancer predisposition and infertility later in life.
Xenoestrogen exposure during critical periods of embrionary and fetal
development, in environmentaly relevant doses, produce biological effects that
could last in time and become a problema in adult life. This biological effect is
not restricted to peripheral tissues as alterations in the central nervous system
and in neuroendocrine circuits has been reported. Alterations provoked by
xenoestrogen exposure could modify hypophisial and gonadal hormones
secretory patterns, predispose the development of proliferative hormone-
dependent disorders, alter sexual behavior and deteriorate hippocampus-
dependent learning in adulthood.

Objectives

The general objective of this work is to evaluate the influence of early neonatal
xenoestrogen exposure on the development of the limbic system in rats.

To achieve this we proposed to study the effects of the exposure to high and
low doses of xenoestrogens on hypothalamic structures in the sexual

differentiation of the brain.
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v Evaluating in newborn and prepubertal females the effects on the
hypothalamic mechanisms of sexual differentiation.

v Developing a policlonal antibody specific for the immunohistochemical
evaluation of REA hypothalamic expression.

v In adult female rats evaluating the effects of neonatal xenoestrogen
exposure en the sexually dimorphic mechanims that regulates estrous cycle

neuroendocrinology and sexual behavior.

In other stage of the present work we propose the evaluation of neonatal
xenoestrogen exposure on hippocampal neurogenesis.
v Determining the effects on neural progenitor cells (NPC) population
dynamics in the dentate gyrus of prepubertal animals.
4 Evaluating the effects on the hippocampic expression of estrogen-

dependent growth factors.

Material and Methods Pups were obtained from timely pregnant female Wistar
rats. Upon delivery (postnatal day 0, PNDO), pups were sexed and distributed
among different mothers. Each new litter was assigned to one out of four
experimental groups: corn oil vehicle treated pups (control females and control
males), DES (0.02 mg/kg of DES), BPA20 (20 mg/kg of BPA) and BPA.05 (0.05
mg/kg of BPA). All pups received sc injections every 48 h from PND1 to PND?7,
with either 40 ul of corn oil alone or 40 pl of corn oil containing the appropriate
amount of DES or BPA.

In the first stage of this work, control females, control males, and females
exposed to DES, BPA20 and BPA.05 were used, and PND8 and PND21 ages
were studied. Trunk blood was collected and estradiol serum levels were
studied by radioimmunoassay. For immunohistochemistry, brains were fixed
and embedded in paraffin and ERa expression in the AvPv was evaluated. For
nucleic acid extraction, the hypothalamic preoptic area was dissected and
stored at -80°C. Using real time RT-PCR we studied active ERa promoters and
total ERa mRNA expression in the preoptic area. To study if xenoestrogens
caused alterations through a differential methylation mechanism of ERa gene, a

COBRA approach was used. To achieve this, genomic DNA was extracted from
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preoptic area tissue blocks and it was chemically modified using sodium
bisulfite. Modified samples were amplified by PCR and methylation of CpG
islands was studied by means of restrictions assays. To study the expression of
the repressor REA an antigen was designed. The antigen was obtained by
PCR, cloned, expressed and inoculated in rabbits. Immunoglobulins were
purified from rabbits’s blood and the policlonal antibody raised against REA was
then obtained. Characterization of this antibody was done in liver, mammary
gland and hypothalamus using western blot, doble immunofluorescence and
immunohistochemistry.

In the second stage of this work PND85 female rats of control, BPA20 and
BPA.05 groups were used. Long term effects of neonatal exposure to BPA on
the estrous cycle were studied through vaginal cytology. Using an estrogenic
stimulation model we studied the induction of the preovulatory LH surge in
females neonatally exposed to BPA. Whithin this model, postranscripcional
control of LHRH expression was studied using real time RT-PCR, detecting
cytoplasmic presence of LHRH transcripts bearing intron A sequence, and
through immunohistochemistry we studied the expression of ERa and PR, and
their expression cofactors SRC-1 and REA, in the nuclei AvPv and Arc. Then,
we evaluated long term effects of neonatal exposure to BPA on the receptive
and proceptive sexual behaviors, and the estrogen-dependent response of
hypothalamic nuclei involved in the control of sexual behavior. To achieve this,
females from the above mentioned groups were administred with a hormonal
protocol to induce sexual behavior and were then placed with an experimented
male stud in an observational cage to evaluate sexual performance. Using the
above mentioned estrogenic stimulation model, through immunohistochemistry
we studied the expression of ERa and PR, and their expression cofactors
SRC-1 and REA, in the nuclei MPN and VMHuvL.

In the last stage of this work we used male rats from control and DES exposed
groups. In PND8, males from both groups were ip injected with the thymidine
analog, bromodeoxyuridine (BrdU, 60mg/kg of body weight). To determine the
NPC proliferation index animals were sacrificied 4 h after BrdU injection. To

determine the NPC survival index, other animals were sacrificied in PND21. To
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determine NPC proliferation two weeks after DES treatment, another set of
animals was injected with BrdU on PND21 and sacrificed 4 h later.

To identify the immunophenotype of the proliferating or quiescent cells, a
second round of immunolabeling was performed after BrdU or p27?" detection
using anti-nestin, anti-calbindin, or anti-GFAP as a second primary antibody.
Hippocampal expression of VEGF and BDNF mRNA was evaluated by real time
RT-PCR.

Results Effects of neonatal BPA exposure on prepubertal females. In PND8,
control females showed higher expression of ERa mRNA in the preoptic area
than control males and DES females. BPA treatment showed opposite and
dose-dependent effects: BPA20 decreased and BPA.05 increased
hypothalamic ERa mRNA content. On PND21 in both BPA-exposed groups,
ERa mRNA expression was clearly augmented. We determined that ERa gene
transcription in the preoptic area is regulated by means of promoters OT, E1,
and O. At PND8, expression of these ERa gene variants showed a great sexual
dimorphism. DES females showed low levels of ERa-OT and ERa-O
transcripts, and high levels of ERa-E1. BPA exposure showed a dose-
dependent perturbation of ERa 5’UTR variant expression: BPA20 diminished
ERa-OT and ERa-O transcript content and augmented the ERa-E1 expression.
BPA.05 showed a rise in the expression of ERa-E1. In PND21, expression of
transcripts of ERa-OT and ERa-O augmented in DES, BPA20 and BPA.05
females. ERa-E1 expression decreased in BPA20 and BPA.05 females. At this
age, control males showed no differences in the studied transcripts compared to
control females. In all experimental groups, exon 1 and promoter ERa-O were
completely unmethylated, while the ERa-OT promoter presented low levels of
methylation. ERa protein levels were reduced in the AvPv of male pups and in
DES and BPA20 females. The AvPv of BPA.05 females showed a clear
increase in ERa protein expression. In PND21 ERa protein levels remained
reduced in male pups and in DES and BPA20 females; while in BPA.05 it were
still increased. No differences in 17p-estradiol serum levels were observed
between prepubertal PND21 rats of all experimental groups.

Generation of a specific antibody against REA. To study REA expression by

immunohistochemistry an antigenic fraction of REA gene was amplified by
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PCR, cloned in a plasmidic vector and expressed in E.coli. The purified antigen
was inoculated in rabbits, then antiserum was obtained and purified using doble
chromatography and characterized in liver, mammary gland and hypothalamic
tissue using western blot, doble immunofluorescence and
immunohistochemistry techniques.

Effects of neonatal BPA exposure on adult females. Vaginal smears revealed
that rats from the group BPA.05 presented abnormal estrous cycles. To
evaluate the response of estrogenic pathways, animals were OVX in PND85
and subjected to a model of estrogenic stimulation of LH surge. In females
exposed to BPA.05 an LH surge similar to the control females was observed,
while in BPA20 females no LH surge was observed. We observed that BPA has
an inverse dose-dependent effect on the expression of mature LHRH mRNA:
LHRH mRNA levels were reduced in BPA20 females and increased in BPA.05.
In contrast, levels of unprocessed intron A-containing LHRH RNA were reduced
in both BPA-exposed groups. Using immnunohistochemistry, we observed that
expression of ERa was increased in the AvPv of BPA20 and BPA.05 females,
while in the Arc this expression was decreased in both groups. PR expression
decreased in the AvPv of BPA.05 females but remained unaltered in the Arc of
both BPA exposed groups. SRC-1 expression was diminished in the AvPv of
BPA.05 females. REA expression in the AvPv, and both REA and SRC-1
expression in the Arc were unaffected in both BPA exposed groups. In the
MPN, ERa expression was decreased to half in BPA20 and BPA.05 groups.
Similarly, ERa expression in the VMHvl diminished in both BPA exposed
groups. No changes were observed in the hypothalamic expression of PR
transcriptional variants (PR-A and PR-B). SRC-1 expression was increased in
the MPN and decreased in the VMHvI of BPA.05 females. On the other hand,
REA expression was augmented in the VMHvI of BPA20 and BPA.05. Lordosis
response of both BPA exposed groups was similar to control females. In BPA
exposed females, proceptive behavior of hops and darts was decreased to the
half.

Effects of neonatal DES exposure on hippocampal neurogenesis. Proliferating
cell were detected in the molecular layer, hilus, SGZ and in the internal portion

of granular cell layer (GCL) of dentate gyrus. In PND8, DES exposure
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decreased celular proliferation. Precursor cells expressing nestin were
classified in: NPC type-l and type-Il. Using double IHQ, we observed that both
NPC type-l and -Il are proliferating in either control males or DES exposed
males. In PNDS8, proliferative activity of NPC’s was decreased in DES exposed
males, however, such decrease was only observed in NPC type-Il. At this age,
we observed a possibly anti-apoptotic effect of neonatal xenoestrogen
exposure. In agreement with this, we observed an augment in the expression of
p27"" in the SGZ of DES males. We showed that p27"?" is expressed only by
NPC type-ll, and such expression was increased in DES males. In PND21, the
number of remaining BrdU-(+) cells was higher in DES males and DES
exposure had no effect on the proportion of cells expressing calbindin or GFAP.
Contrary to the observed in PND8, DES males injected with BrdU on PND21
showed an increment in the number of BrdU-(+)/nestin-(+) cells. Moreover, DES
males showed a decrease in the expression of p27"'. At this age, no changes
were observed in the number of apoptotic bodies. ERa expression was only
observed in the hilus and in the SGZ, and no changes were observed in the
number or distribution of ERa-(+) cells in PND8 and PND21. No changes were
observed in the volumes of GCL and SGZ. Neonatal DES exposure decreased
hippocampal VEGF mRNA expression in PND8 and augmented it in PND21.
BDNF mRNA levels were increased in DES males in both ages studied.
Conclusions

Neonatal DES and BPA exposure alter sexual differentiation of hypothalamic
preoptic area in female rats, with the following characteristics:

The high dose of BPA and DES masculinized ERa expression in the AvPv of
prepubertal females.

BPA disruption of hypothalamic ERa transcription and transduction is
dose-dependent.

Both BPA and DES are capable of deregulate ERa transcription using specific
promoters.

According to dose, BPA exposure is able to inhibit transcription of specific ERa
gene promoters.

Activation of ERa gene promoters in DES and BPA exposed females is

time-dependent.
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Both BPA and DES caused no changes in the methylation patterns of active
ERa gene promoters of females neonatally exposed.

Endogenous levels of estradiol were unchanged in prepubertal animals
neonatally exposed to the xenoestrogens studied.

Neonatal BPA exposure alter hypothalamic processing of LHRH pre-mRNA and
estrogen-dependent response of neuronal nuclei governing estrous cycle in
adult female rat, with the following characteristics:

Neonatal BPA exposure disrupted expression and maturation of hypothalamic
LHRH mRNA in a dose-dependent fashion.

In BPA20 females, the decrease in the expression of LHRH mRNA and the
lower levels of LH in response to estrogenic stimulation, suggests a disruption
in the estrogen positive feedback mechanism.

The increase in the expression of LHRH mRNA and the production of a normal
LH surge in females from BPA.05 group, suggests an internal mechanism of
compensation.

Females exposed to the low dose of BPA presented altered patterns of estrous
cyclicity, possibly due to alterations in the mechanisms of amplification of LHRH
and/or LH surges.

Both BPA doses permanently altered the hormonal control of ERa expression in
the AvPv and Arc nuclei.

Neonatal BPA exposure produced major alterations in the estrogen-dependent
mechanisms governing sexual behavior in the adult female rat, with the
following characteristics:

Both BPA doses permanently disrupted hormonal control of ERa expression in
the MPN and VMHuvI nuclei.

Both BPA doses provoked an increase in the expression levels of the repressor
of estrogen receptor action (REA) in the VMHUVI.

Severe alterations in proceptive sexual behavior, but not in receptive behavior,
were observed in BPA exposed female rats.

DES exposure disrupted neural progenitor cells population dynamics in male
rat’s dentate gyrus, with the following characteristics:

Proliferative activitie of hipocampal NPC decreased in PND8 and increased in
PND21.
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v" Only NPC type-Il expressed p27“P', observing an increase in p27**" expression
in DES exposed males and an inverse correlation with proliferation.

v" In PNDB8, a decrease in the levels of hipocampal VEGF mRNA was observed in
DES exposed males in parallel with a decrease in NPC’s proliferation. On the
contrary, in PND21 levels of hipocampal VEGF mRNA increased together with
NPC’s proliferation.

v BDNF mRNA expression was increased in DES exposed females in both ages
studied.
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