Universidad de Buenos Aires l ‘

Facultad de Ciencias Veterinarias Facultad de Ciencias

VETERINARIAS

Universidad de Buenos Aires

TESIS DOCTORAL

ACCION DEL FOTOPERIODO SOBRE LA MODULACION DEL
EJE REPRODUCTIVO EN LA VIZCACHA DE LAS LLANURAS
DE SUDAMERICA (Lagostomus maximus)

AUTOR
Lic. Santiago Elias Charif

DIRECTORA

Dra. Verdnica Berta Dorfman

CO-DIRECTOR
Dr. Alfredo Daniel Vitullo

LUGAR DE DESARROLLO

Centro de Estudios Biomédicos, Biotecnoldgicos,
Ambientales y Diagnéstico (CEBBAD) - Universidad

Maimonides

Ciudad Autonoma de Buenos Aires - Noviembre 2017




Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

Agradecimientos

* A mis padres, Claudia e Ismael, y a Alba. Ellos son la fuerza y la razén de mi vida. Les
agradezco el haberme ensefiado a trabajar duro, a ser honesto, ético y solidario, y a luchar
por lo que deseo.

Al Dr. Edgar Kornisiuk, por alimentar mi vocacion docente e introducirme en las
neurociencias. Agradezco su buena voluntad y predisposicion en todas las ocasiones a
las que acudi a él.

* Ala Dra. Candela Gonzalez, por haberme ensefado la técnica de PCR Cuantitativa, por
su infinita generosidad y por su amistad.

» Ala Dra. Verénica Dorfman por haberme dado una vez mas la oportunidad de trabajar en
Su equipo, por su compromiso diario, la paciencia invalorable y la libertad de trabajo.

» Al Dr. Alfredo Vitullo por su continua buena predisposicion, por permitirme ser parte del
CEBBAD y asi desarrollar esta Tesis Doctoral.

Al CONICET por haberme otorgado la beca que me posibilité desarrollar esta Tesis
Doctoral.

* Ala Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires y a la Escuela de
Graduados “Dr. Ernesto G. Capaul” por permitirme realizar el doctorado y por la amabilidad
a la hora de resolver dudas.

* Al IByME, especialmente a las Dras. Victoria Lux-Lantos, Noelia Di Giorgio, Silvia Bianchi
y Marina Fernandez, asi como a todo su equipo, por haberme permitido realizar la técnica
de radioinmunoensayo. Les agradezco su paciencia, preocupacion y generosidad.

» Ala Universidad Maiménides y a la Fundacién Cientifica Felipe Fiorellino por la formacion
académica, el espacio, los recursos y el apoyo brindados para poder desarrollar este
trabajo.

* A los integrantes del CEBBAD, con especial mencion a Pablo, Alejandra, Constanza,
Mariela, Nicolas, Noelia, Laura, al Laboratorio de Antropologia Biologica, al Laboratorio
de Senalizacion en Melanoma, al Laboratorio de Aptameros y al Laboratorio de
Neuroendocrinologia de la Reproduccion (donde se realizé este trabajo).

* Al CIDME, en especial a Sergio Ferraris y Fernando Lange por su colaboracion.

» A Grisel Clausi Schettini, Sol Clausi y Santiago Cicculli por su apoyo técnico.

Al ECAS y al Ministerio de Asuntos Agrarios de la Provincia de Buenos Aires por su
colaboracion.

* A Gaston y Gerénimo, participes esenciales de este trabajo y amigos incondicionales.

* A mis amigos de siempre (Emanuel, Paula, Dalia) y a los que me dio el CEBBAD (Andrea,
Belén, Ivonne, Valeria, Victoria, Vanina, Sofia, Clara, Alejandro, Santiago) por la diversion
diaria, por su incondicionalidad y por motivarme.

MUCHAS GRACIAS



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

iINDICE GENERAL

1. ABREVIATURAS pag. 19
2. RESUMENES pag. 13
2.1 RESUMEN EN ESPANOL pag. 14
2.2 RESUMEN EN INGLES pag. 16
3. INTRODUCCION péag. 18
3.1 EL EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-GONADAL (HH.G.) pag. 19
3.1.1 El hipotalamo y la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) pag. 20
3.1.2 La hipdfisis y las gonadotropinas pag. 25
3.1.3 El ovario y los esteroides sexuales pag. 26
a. Fase folicular del ciclo reproductor femenino pag. 27
b. Fase lutea del ciclo reproductor femenino pag. 29
3.1.4 Retroalimentacion hormonal ovarica sobre hipotalamo e hipdfisis pég. 30
3.2 EL FOTOPERIODO AMBIENTAL Y LA MELATONINA pag. 33
3.2.1 Sintesis de melatonina pag. 35
3.2.2 Los receptores de melatonina pag. 36
3.3 EL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO: UN RELOJ CIRCADIANO
CENTRAL pég. 38
3.3.1 El nucleo supraquiasmatico y el control de la reproduccion pag. 39
3.4 EL MODELO DE ESTUDIO: LAVIZCACHA. pag. 40
4. OBJETIVOS E HIPOTESIS pag. 43
5. MATERIALES Y METODOS pag. 45
5.1 ETICA pag. 46
5.2 CAPTURAY MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES pag. 46
5.3 ANESTESIA, EUTANASIAY OBTENCION DE LAS MUESTRAS pag. 47
5.3.1 Criterios de diseccion de los érganos pag. 47
5.4 ENFOQUES EXPERIMENTALES pag. 48
5.4.1 Primer enfoque experimental: Disponibilidad luminica y modulacién
del eje H.H.G. pag. 48
5.4.2 Segundo enfoque: Modulacién de GnRH por melatonina pag. 49
5.4.3 Tercer enfoque: Modulacion de GnRH por interaccion de
melatonina con E, pag. 49
5.5 TECNICAS EXPERIMENTALES Y DE ANALISIS pag. 50
5.5.1 Sincronizacion del ciclo estral de la vizcacha pag. 50
5.5.2 Estudios del ARNm pag. 51
5.5.2.1 Extraccion y cuantificacion de ARN pag. 51
5.5.2.2 Sintesis de ADNc pag. 51
5.5.2.3 Disefio de primers pag. 52

iNDICE 3



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

5.5.2.4 Secuenciacion del ARNm de la prepro-hormona

liberadora de gonadotrofinas (prepro-GnRH) pag. 53
5.5.2.5 PCR cuantitativa (Real Time PCR) pag. 54
5.5.3 Western blot pag. 56
5.5.3.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas pag. 56
5.5.3.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE) e inmunodeteccion de proteinas pag. 56
5.5.4 Determinacion de niveles séricos de 17B-estradiol, progesterona,
melatonina y cortisol pag. 57
5.5.5 Ensayo de pulsatilidad de GnRH en explantos de hipotalamo pag. 57
5.5.6 Ensayo de pulsatilidad de LH en explantos de hip&fisis. pag. 60
5.5.7 Radioinmunoensayo (RIA) pag. 60
5.5.8.1 Extraccion de proteinas pag. 60
5.5.8.2 Determinacion de GnRH pag. 61
5.5.8.3 Determinacion de LH sérica pag. 62
5.5.8 Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia con microscopia
confocal. pag. 62
5.5.9.1 Procesamiento de los tejidos pag. 63
5.5.9.2 Inmunohistoquimica pag. 63
5.5.9.3 Inmunofluorescencia con microscopia confocal pag. 63
5.5.8.4 Cuantificacion de foliculos antrales y cuerpos liteos pag. 64
5.5.9 Analisis de imagenes pag. 65
5.5.10 Andlisis estadistico pag. 65
6. RESULTADOS pag. 66

6.1 SECUENCIACION DE LA PREPRO-HORMONA LIBERADORA
DE GONADOTROFINAS (PREPRO-GnRH) DEL HIPOTALAMO DE

L. maximus pag. 67
6.2 PRIMER ENFOQUE EXPERIMENTAL: DISPONIBILIDAD
LUMINICAY MODULACION DEL EJE H.H.G. pag. 71

6.2.1 Descripcion, localizacién y variaciones de los componentes del

sistema melatoninérgico central a lo largo del ciclo reproductivo de

la vizcacha pag. 71
6.2.1.1 Inmunolocalizacion de AANAT en la glandula pineal de la
vizcacha pag. 71

6.2.1.2 Expresion de AANAT en la glandula pineal a lo largo del

ciclo reproductivo de la vizcacha pag. 74
6.2.1.3 Inmunolocalizacion de MT, y MT, y estudio de la

co-localizacion con GnRH en el hipotalamo de la vizcacha pag. 74

iNDICE 4



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

6.2.1.4 Expresion de MT, y MT, en el hipotalamo a lo largo del
ciclo reproductivo de la vizcacha pag. 79
6.2.2 Efecto del fotoperiodo sobre el eje reproductivo en hembras no
prefiadas no ovulando pag. 80
6.2.3 Efecto del fotoperiodo sobre el eje reproductivo en hembras no
prefiadas con induccion de la ovulacion pag. 84
6.3 MODULACION DE GnRH Y DE LH POR MELATONINA

6.3.1 Efecto de la melatonina sobre la pulsatilidad de GnRH en explantos

de hipotalamo pag. 89
6.3.2 Efecto de la melatonina sobre la pulsatilidad de LH en la hipdfisis pag. 92
6.4 MODULACION DE GnRH POR INTERACCION DE MELATONINA
CONE, pag. 93
6.4.1 Efecto del neuroestradiol sobre la pulsatilidad de GnRH pag. 93
6.4.2 Efecto del neuroestradiol en presencia de la melatonina sobre la
pulsatilidad de GnRH pag. 95
6.4.3 Efecto combinatorio de la melatonina y el estradiol sobre GnRH, y
estudio de su via de accion pag. 97
7. DISCUSION pag. 101
7.1 ELARNmM DE LA PREPRO-HORMONA LIBERADORA DE GONA-
DOTROPINAS HIPOTALAMICA (PREPRO-GnRH) DE L. maximus pag. 102

7.2 EXPRESION DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA MELATONI-
NERGICO A LO LARGO DEL CICLO REPRODUCTIVO DE

L. maximus pag. 103
7.3 LAMELATONINAY SU EFECTO SOBRE LA SECRECION DE

GnRH Y LH EN L. maximus pag. 108
7.4 EL NEUROESTRADIOL Y LA MODULACION DE LA SECRECION

DE GnRH EN L. maximus pag. 109
7.5 EFECTO DEL NEUROESTRADIOL EN PRESENCIA DE MELATO-

NINA SOBRE LA SECRECION DE GnRH EN L. maximus pag. 110

7.6 EFECTO DEL ESTRADIOL SISTEMICO SOBRE LAACCION DE LA
MELATONINAY SU RELACION CON LA SECRECION DE GnRH

EN L. maximus pag. 111
7.7 LA DISPONIBILIDAD LUMINICA Y LAACTIVIDAD DEL EJE H.H.G.

EN L. maximus pag. 112
8. CONCLUSIONES pég. 116
9. BIBLIOGRAFIA pag. 119
10. ANEXO pag. 169

iNDICE 5



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

iINDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-GONADAL pag. 19
FIGURA 2. REGIONES CEREBRALES Y NUCLEOS

HIPOTALAMICOS pag. 21
FIGURA 3. CICLOS HORMONALES EN EL HUMANO Y LOS

ROEDORES pag. 28
FIGURA 4. ESTADIOS DE LA FOLICULOGENESIS pag. 30
FIGURA 5. ViA DE ACCION DEL ESTIMULO LUMINICO pag. 34
FIGURA 6. ETAPAS DE LA SINTESIS DE LA MELATONINA pag. 36
FIGURA 7. HEMBRA ADULTA DE VIZCACHA (Lagostomus maximus) pag. 41
FIGURA 8. CARACTERISTICAS DEL OVARIO DE L. maximus pag. 64
FIGURA 9. AMPLIFICACION DE GnRH pag. 68
FIGURA 10. SECUENCIA DEL ARNm DE LA GnRH HIPOTALAMICA

DE L. maximus pag. 69
FIGURA 11. ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DEL ARNm DE LA

GnRH DE L. maximus pag. 70
FIGURA 12. LOCALIZACION ANATOMICA E HISTOLOGICA DE LA

GLANDULA PINEAL DE L. maximus pag. 72
FIGURA 13. INMUNOLOCALIZACION DE AANAT EN LA GLANDULA

PINEAL DE LA VIZCACHA pég. 73

FIGURA 14. EXPRESION DE AANAT Y NIVELES SERICOS DE
MELATONINAA LO LARGO DEL CICLO REPRODUCTIVO DE LA

VIZCACHA pag. 74
FIGURA 15. LOCALIZACION ANATOMICA E HISTOLOGICA DEL

HIPOTALAMO DE L. maximus pag. 75
FIGURA16.CO-LOCALIZACION DE GnRHY MT, ENELHIPOTALAMO

DE L. maximus pag. 77
FIGURA17.CO-LOCALIZACION DE GnRHY MT,EN ELHIPOTALAMO

DE L. maximus pag. 78

FIGURA 18. EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE MELATONINA
HIPOTALAMICOS A LO LARGO DEL CICLO REPRODUCTIVO DE

LA VIZCACHA pag. 78
FIGURA 19. EXPRESION DE AANAT EN LA GLANDULA PINEAL EN

VIZCACHAS NPNO EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES

LUMINICOS pag. 80
FIGURA 20. EXPRESION HIPOTALAMICA DE GnRH, MT, Y MT,

EN VIZCACHAS NPNO EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES

LUMINICOS pag. 81

iINDICE 6



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

FIGURA 21. EXPRESION HIPOTALAMICA DE REa Y REB EN

VIZCACHAS NPNO EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES

LUMINICOS pag. 82
FIGURA 22. EXPRESION ADENOHIPOFISARIA DE MT, Y MT, Y

NIVELES SERICOS DE LH EN VIZCACHAS NPNO EXPUESTAS A

DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS pag. 83
FIGURA 23. VARIACION DE LA FUNCION OVARICAY DEL SISTEMA
MELATONINERGICO EN EL OVARIO DE VIZCACHAS NPNO

EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS pag. 84
FIGURA 24. EXPRESION DE AANAT EN LA GLANDULA PINEAL

EN VIZCACHAS NPi EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES

LUMINICOS pag. 85
FIGURA 25. EXPRESION HIPOTALAMICA DE GnRH, MT, Y MT,

EN VIZCACHAS NPi EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES

LUMINICOS pag. 86
FIGURA 26. EXPRESION HIPOTALAMICA DE REa Y REB EN

VIZCACHAS NPi EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES

LUMINICOS pag. 87
FIGURA 27. EXPRESION ADENOHIPOFISARIA DE MT, Y MT, Y

NIVELES SERICOS DE LH EN VIZCACHAS NPi EXPUESTAS A

DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS pag. 87
FIGURA 28. VARIACION DE LA FUNCION OVARICAY DEL SISTEMA
MELATONINERGICO EN EL OVARIO DE VIZCACHAS NPi EXPUESTAS

A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS pég. 88
FIGURA 29. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA SECRECION

PULSATIL DE GnRH HIPOTALAMICA EN VIZCACHAS NPNO pag. 88
FIGURA 30. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA SECRECION

PULSATIL DE GnRH HIPOTALAMICA EN VIZCACHAS NPi pag. 91
FIGURA 31. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA SECRECION

PULSATIL DE LH HIPOTALAMICA EN VIZCACHAS NPNO pag. 92
FIGURA 32. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA SECRECION

PULSATIL DE LH HIPOFISARIA EN VIZCACHAS NP pég. 93
FIGURA 33. MODULACION DE LA SECRECION DE GnRH POR

NEUROESTRADIOL pag. 94
FIGURA 34. EFECTO DE LA MELATONINA EN PRESENCIA DEL

NEUROESTRADIOL SOBRE LA SECRECION DE GnRH pag. 96
FIGURA 35. EFECTO DE LA MELATONINA Y EL ESTRADIOL SOBRE

LA SECRECION DE GnRH pag. 98

INDICE 7



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

FIGURA 36. EFECTO DE LA VIA DE ACCION DEL ESTRADIOL EN

PRESENCIA DE MELATONINA, SOBRE LA SECRECION DE GnRH pag. 100
FIGURA 37. NIVELES SERICOS DE CORTISOL EN VIZCACHAS

NPNO Y NPi EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES

LUMINICOS pag. 161

iNDICE DE TABLAS
TABLA 1. UBICACION NEUROANATOMICA'Y ESTRUCTURA DE

GnRH EN VERTEBRADOS pag. 23
TABLA 2. PRIMERS EMPLEADOS EN PCR CUANTITATIVA pag. 55
TABLA 3. ANTICUERPOS PRIMARIOS EMPLEADOS pag. 57
TABLA 4. ANTICUERPOS SECUNDARIOS EMPLEADOS pag. 57
TABLA 5. DROGAS UTILIZADAS PARA LOS ENSAYOS DE

PULSATILIDAD DE GnRH Y LH pag. 59
TABLA 6. PORCENTAJE DE HOMOLOGIA DEL ARNM DE GnRH DE

L. maximus CON OTRAS ESPECIES pég. 71
TABLA 7. SECUENCIAY HOMOLOGIA DE LOS AMPLICONES DE

PCR pag. 160
TABLA 8. REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS PRIMARIOS

UTILIZADOS pag. 161

iNDICE 8



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

ABREVIATURAS




Santiago Elias Charif

%: Porcentaje.

°C: Grado centigrado.

ul: Microlitro.

um: Micrometro.

MM: Micromolar.

123]: |s6topo radioactivo yodo 125.

A: Adenina.

AACD: L-aminoacido aromatico
decarboxilasa.

AANAT: Arilalquilamina N-acetiltransferasa.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNCc: Acido desoxirribonucleico copia.
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.
ANOVA: Analisis de varianza.

APO: Area predptica del hipotélamo.

ARC: Nucleo arqueado del hipotalamo.
Arg: Arginina

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.
ARNTr: Acido ribonucleico ribosomal.

Asn: Asparagina

Asp: Aspartato

AVPV: Nucleo anteroventral periventricular.
BH4: Tetrahidrobiopterina

BKR: Buffer Krebs-Ringer.

BSA: Albumina sérica bovina.

c.p-m.: Cuentas por minuto.

C: Citosina.

CCAC: Consejo Canadiense de Proteccion
de los Animales.

CEBBAD: Centro de Estudios Biomédicos,

Biotecnologicos, Ambientales y Diagnostico.

CHO: Linea celular de ovario de hamster
chino.

CICUAE: Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de Experimentacion.
CICUAL: Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.
CIDME: Centro de Investigacion y

TESIS DOCTORAL

Desarrollo en Medicina Experimental.
CL: Cuerpo luiteo.

CL2: Cuerpo luteo secundario.

cm: Centimetro.

CREB: Proteina de unién al elemento de
respuesta a AMPc.

CTL: Grupo control.

D.O.: Densidad optica.

DAB: 3,3’-diaminobencidina.

DEPC: Dietilpirocarbonato.

dL: Decilitro.

dNTPs: Desoxirribonucleétidos trifosfato.
DTT: Ditiotreitol.

E,: 17B-estradiol.

EA: Albumina de Huevo.

ECAS: Estacion de Cria de Animales
Silvestres.

eCG: Gonadotropina coribénica equina.
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.
EM: Eminencia media del hipotalamo.
ERE: Elemento de respuesta a estrogenos.
F: Forward.

FA: Foliculo antral.

FAtar: Foliculo antral tardio.

FAtem: Foliculo antral temprano.

FSH: Hormona foliculo estimulante.

G: Guanina.

GABA: Acido y-aminobutirico.

GAP: Peptido asociado a la hormona
liberadora de gonadotropinas.

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa.

Gin: Glutamina.

Glu: Glutamato.

Gly: Glicina.

GnRH: Hormona liberadora de
gonadotropinas.

H.H.G.: Hipotalamico-hipofisario-gonadal.

ABREVIATURAS

10



Santiago Elias Charif

hCG: Gonadotropina coriénica humana.
HCI: Acido clorhidrico.

HIOMT: Hidroxindol O-metiltransferasa.
His: Histidina

HMB: Hipotalamo medio-basal.

HRP: Peroxidasa extraida del rabano.
IByME: Instituto de Biologia y Medicina
Experimental.

IF: Inmunofluorescencia.

IgG: Inmunoglobulina G.

IHQ: Inmunohistoquimica.

WIV: Tercer ventriculo.

lle: Isoleucina.

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuatria.

K185: N-butanoil 2-(5,6,7-trihidro-11-
metoxibenzo[c]ciclohept[2,1-a]indol-13-il)
etanamina (Antagonista del receptor de
melatonina 2).

KCI: Cloruro de potasio.

kDa: Kilodalton.

KH,PO,: Fosfato de potasio monobasico.
Kiss: Kisspeptina.

Leu: Leucina.

LH: Hormona luteinizante.

Lys: Lisina.

M: Molar.

m?3: Metro cubico.

mAmp: Miliampere.

Md: Médula del ovario.

Met: Metionina.

mg: Miligramo.

MgCl,: Cloruro de magnesio.

ml: Mililitro.

mm?3: Milimetro cubico.

MPP: Metil-piperidino-pirazol (Antagonista
del receptor de estrogenos a).

MT,: Receptor de melatonina 1.

TESIS DOCTORAL

MT,: Receptor de melatonina 2.

MT,: Receptor de melatonina 3.

N: Normal.

Na,HPO,: Fosfato disédico.

NaCl: Cloruro de sodio.

NaH,PO,: Fosfato monosaodico.

NaHCO,: Bicarbonato de sodio.

NCBI: Centro Nacional para la Informacion
Biotecnologica de los Estados Unidos.
NDM: Nucleo dorsomedial del hipotalamo.
ng: Nanogramos.

NIH: Instituto Nacional de Salud de los
Estados Unidos.

nm: Nanoémetro.

NPeV: Nucleo periventricular del hipotéla-
mo.

NPI: Hembras no prefiadas con
sincronizacion del ciclo estral por induccion
de la ovulacion.

NPNO: Hembras no prefiadas no ovulantes.
NPO: Hembras no prefiadas ovulantes.
nPRE: Elemento negativo de respuesta a
progesterona.

NPV: Nucleo paraventricular del hipotalamo.
NPY: Neuropéptido Y.

NSO: Nucleo supraoptico del hipotalamo.
NSQ: Nucleo supraquiasmatico del
hipotalamo.

nt: Nucledtido

NVM: Nucleo ventromedial del hipotalamo.
OSC: grupo expuesto a oscuridad.

p/v: Relacién peso sobre volumen.

P,: Progesterona.

pb: Pares de bases.

PBS: Buffer fosfato salino.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
PFA: Paraformaldehido.

pg: Picogramos.

ABREVIATURAS

11



Santiago Elias Charif

Phe: Fenilalanina.

PKA: Proteina quinasa A.

PKC: Proteina quinasa C.

PLC: Fosfolipasa C.

PMED: Hembras con prefiez media.
PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
PMSG: Gonadotropina de suero de yegua
prefiada.

PPT: 1,3,5-tris(4-hidroxifenil)-4-propil-1H-
pirazol (Agonistadel receptor de estrogenos
a).

PRA: Receptor de progesterona A.

PRB: Receptor de progesterona B.
Prepro-GnRH: Prepro-hormona liberadora
de gonadotropinas.

Pro: Prolina.

PRs: Receptores de progesterona.

PTEM: Hembras con prefiez temprana.
PTER: Hembras con prefiez a término.
PVDF: Fluoruro de polivinilideno.

gPCR: Reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa.

r.p.m.: Revoluciones por minuto.

R: Adenina o guanina.

R (primers): Reverse.

REs: Receptores de estrogenos.

REa: Receptor de estrogenos a.

RE: Receptor de estrogenos L.

RFSH: Receptor de la hormona foliculo
estimulante.

RGnRH: Receptor de la hormona liberadora
de gonadotropinas.

RIA: Radioinmunoensayo.

RLH: Receptor de la hormona luteinizante.
SDS: Dodecilsulfato sédico.

seg: Segundo.

Ser: Serina.

S-NAT: Serotonina N-acetiltransferasa.

TESIS DOCTORAL

T: Timina.

TBE: Buffer tris/acido borico/acido etilen-
diaminotetraacético.

TPH: Troptéfano hidroxilasa.

Trp: Triptéfano

Tyr: Tirosina.

U: Unidades.

Ul: Unidades internacionales.

UTR: Region no traducida.

UV: Ultravioleta.

Val: Valina

WAY-200070: 7-bromo-2-(4-hidroxifenil)-
1,3-benzoxazol-5-ol (Antagonista del
receptor de estrogenos ).

Y: Citosina o timina.

ABREVIATURAS



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

RESUMENES

13



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

2.1 RESUMEN EN CASTELLANO

El control estacional de la reproduccion a través de la informacion fotoperiddica se basa en
la melatonina como mensajero clave que actua sobre los componentes del eje hipotalamico-
hipofisario-gonadal (H.H.G.). Esta hormona es producida en la glandula pineal por la enzima
AANAT, y se une a los receptores MT, y MT, del hipotalamo, hipdfisis y ovario, modulando
la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la hormona luteinizante
(LH) y los esteroides sexuales estradiol y progesterona, respectivamente. La vizcacha de
las llanuras de Sudamérica (Lagostomus maximus) posee caracteres reproductivos unicos,
como poliovulacion natural de hasta 800 oocitos por ciclo estral, inhibicion de la atresia
folicular, una prefiez prolongada con reabsorcion embrionaria selectiva y reclutamiento
folicular, y una pseudo-ovulaciéon con generacion de cuerpos luteos accesorios durante la
gestacion. Presenta dos periodos reproductivos al afno, siendo el que va de abril a agosto
mas eficiente que el que abarca de octubre a febrero. El objetivo de este trabajo fue estudiar
la influencia del fotoperiodo sobre el funcionamiento del eje H.H.G. de la vizcacha. En primer
lugar se determiné la secuencia del ARNm de la prepro-GnRH hipotalamica. Se encontraron
dos isoformas que difieren Unicamente en el largo de la secuencia 5-UTR. La variante de
GnRH determinada fue mGnRH, y presentd un alto grado de conservaciéon entre caviomorfos
emparentados, mientras que la secuencia del péptido asociado a GnRH (GAP) mostro6 alta
una variabilidad. El analisis de la expresion del sistema melatoninérgico a lo largo del ciclo
reproductivo de la vizcacha arrojo como resultado la co-localizacién de GnRH con ambos
receptores de melatonina en nucleos hipotalamicos que controlan la reproduccion, el area
predptica y los nucleos supradptico y supraquiasmatico. Ademas, se determiné un incremento
de la expresion de AANAT y de los niveles de melatonina conforme progresa la gestacion, y
los menores niveles de MT, y MT, hipotalamicos se registraron en la etapa media de la prefiez.
Esto indicaria que el sistema melatoninérgico contribuye al mantenimiento de la extensa
gestacién de la vizcacha. El efecto de la disponibilidad luminica se determiné en vizcachas
en fase folicular y en fase lutea inducida. En el primer caso, la exposicion continua a la luz
redujo los niveles séricos de melatonina pero incremento la expresion de AANAT y en el ovario
aumentoé el numero de foliculos antrales y de cuerpos luteos, los niveles de progesterona y
la expresion de MT,, mientras que la oscuridad constante incremento los niveles de GnRH y
MT.,, los niveles séricos de estradiol y la expresion de MT, en el ovario. En animales en fase
lutea, la luz incremento los niveles de melatonina y de LH, mientras que la oscuridad estimulé
la expresion de AANAT y del MT, hipotalamico. Estos resultados indicarian que los desajustes
fotoperiddicos y hormonales alteran la respuesta del hipotdlamo, de la hipdfisis y del ovario
de manera diferencial en funcién de la etapa del ciclo estral. La expresion hipotalamica de
los receptores de estrogenos a (REa) y B (REB) también varié con la disponibilidad luminica;
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en animales en fase folicular se observo un incremento de los niveles de REa con la luz y un
aumento de RE con la oscuridad. Por otro lado, en animales en fase lutea, la luz constante
aumento la expresion hipotaldmica del REB. En ensayos de pulsatilidad, se observé que
la melatonina estimula la secrecién de GnRH y de LH en hembras con ovulacion inducida.
Asimismo, se determiné el efecto inhibitorio del neuroestradiol sobre la secrecion de GnRH,
mientras que la incubacién con melatonina revirtié6 ese efecto. Por otro lado, la incubacion
conjunta de melatonina con estradiol o con un agonista del REB incremento la liberacion
de GnRH, sugiriendo que la interaccion de melatonina y estradiol resulta necesaria para la
actividad del eje H.H.G. En conclusién, este es el primer trabajo que demuestra que en la
vizcacha, la regulacion de cada 6rgano a través de la informacién fotoperddica, asi como su
respuesta a la melatonina y el contexto hormonal del ciclo estral, confluyen en la modulacion
del eje reproductivo de manera de ajustar el inicio de la actividad del eje H.H.G. con la
estacién mas favorable para la reproduccién. Esta regulacion particular, dependiente de la
etapa del ciclo estral y de la disponibilidad luminica, demuestra la relevancia de la informacion
ambiental para llevar a cabo una gestacién exitosa y remarca la importancia de esta especie
como un valioso modelo de regulacién neuroendécrina de la reproduccidon en mamiferos.
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2.2 RESUMEN EN INGLES

The seasonal control of reproduction through the photoperiodic information relies on melatonin
as the key messenger acting on the components of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis
(H.H.G.). This hormone is produced in the pineal gland by the enzyme AANAT, and binds
to the MT, and MT, receptors of the hypothalamus, pituitary and ovary, where it modulates
the secretion of gonadotropin-releasing hormone (GnRH), luteinizing hormone (LH) and the
sex steroids estradiol and progesterone, respectively. The South American plains vizcacha
(Lagostomus maximus) shows unique reproductive features, such as natural poliovulation of
up to 800 oocytes per estral cycle, inhibition of follicular atresia, a prolonged pregnancy with
selective embryo reabsorption and follicular recruitment, and pseudo-ovulation with generation
of accesory corpora lutea accessories during pregnancy. It displays two reproductive periods
per year, being the one from April to August more efficient than the one from October to
February. The aim of this work was to study the influence of the photoperiod on the vizcacha’s
H.H.G. axis functioning. First, the mRNA sequence of hypothalamic prepro-GnRH was
determined. Two isoforms that differ in the length of the 5-UTR sequence were found. The
GnRH variant determined was mGnRH, and showed a high degree of conservation among
related caviomorphs, while the sequence of the GnRH-associated peptide (GAP) showed
high variability. The analysis melatoninergic system expression throughout the reproductive
cycle of the vizcacha resulted in the co-localization of GnRH with both melatonin receptors
in hypothalamic nuclei that modulate reproduction, the preoptic area and the supraoptic and
suprachiasmatic nuclei. In addition, an increase in AANAT expression and melatonin levels
was determined as pregnancy progressed, and the lowest levels of hypothalamic MT, and
MT, were registered at mid-pregnancy. This would indicate that the melatoninergic system
contributes to the maintenance of the extensive gestation of the vizcacha. The effect of light
availability was determined in vizcachas at the follicular phase and at the induced luteal
phase. In the first case, continuous exposure to light reduced serum levels of melatonin but
increased the expression of AANAT and increased the number of antral follicles and corpora
lutea, progesterone levels and MT, expression in the ovary, while constant darkness increased
GnRH and MT, levels, serum estradiol levels and MT, expression in the ovary. In animals at
luteal phase, light increased melatonin and LH levels, while darkness stimulated the expression
of AANAT and hypothalamic MT,. These results would indicate that the photoperiodic and
hormonal imbalances differentially alter the response of the hypothalamus, pituitary and
ovary depending on the stage of the estrous cycle. Hypothalamic expression of the estrogen
receptors a (REa) and B (REB) also varied with light availability; at the follicular phase, an
increase in REa levels was observed with light and an increase in REB with darkness. On the
other hand, in animals at luteal phase, constant light increased the hypothalamic expression of
REB. In pulsatility assays, it was observed that melatonin stimulates GnRH and LH secretion
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in females with induced ovulation. Also, the inhibitory effect of neurostradiol on GnRH
secretion was determined, while the incubation with melatonin reversed this effect. On the
other hand, the joint incubation of melatonin with estradiol or with an REB agonist increased
GnRH release, suggesting that the interaction of melatonin and estradiol is necessary for the
activity of the H.H.G. axis In conclusion, this is the first work that shows that in the vizcacha
the regulation of each organ through photoperiodic information, as well as its response to
melatonin and the hormonal context of the estrous cycle, converge in the modulation of the
reproductive axis in a way to adjust the beginning of the activity of the H.H.G. axis with the
most favorable season for reproduction. This particular regulation, dependent on the stage of
the estrous cycle and on the light availability, demonstrates the relevance of environmental
information for carrying out a successful gestation and highlights the importance of this
species as a valuable model of neuroendocrine regulation of reproduction in mammals.
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3.1 EL EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-GONADAL (H.H.G.)

El control del proceso reproductivo en todas sus fases requiere de un centro integrador que
vincule la informacion proveniente de los sistemas nervioso y endécrino. El hipotalamo es
la estructura que lleva a cabo dicha funcién, pues esta integrado por neuronas productoras
y secretoras de “neurohormonas”, generalmente peptidicas. Estas proteinas o polipéptidos
pueden ser liberadas hacia el sistema porta hipofisario, donde viajaran hacia la adenohipdfisis
y alli estimularan o inhibiran la secreciéon de hormonas hipofisarias hacia la circulacion
sistémica.

FIGURA 1. EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-GONADAL
HIPOTALAMO
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La regulacion de la reproduccion resulta de una compleja interaccion entre el hipotalamo, la hipdfisis y los ovarios,
asi como de las hormonas que secretan, y de los efectos de las mismas. APO: area predptica del hipotalamo.
GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas. LH: hormona luteinizante. FSH: hormona foliculo estimulante.
Flechas verdes y con punta: retroalimentacion positiva. Flechas rojas truncadas: retroalimentacion negativa.
Adaptado de Strauss y Barbieri (2009).
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Por otro lado, algunas neurohormonas se liberan directamente a la circulacion sistémica desde
la neurohipdfisis, regidn hipofisaria que se compone principalmente de células gliales de sostén
y los axones de las neuronas hipotalamicas productoras de estas hormonas (por ejemplo,
vasopresina y oxitocina). Una vez liberadas a la circulacion sistémica, las neurohormonas
haran blanco en 6rganos especificos y modularan su actividad. En el caso de la modulacion
del proceso reproductivo de las hembras, la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
hipotaldmica estimula la secrecion de las gonadotropinas hipofisarias hormona luteinizante
(LH) y hormona foliculo estimulante (FSH). Estas, a su vez, actuaran sobre el ovario
induciendo durante la fase folicular la foliculogénesis, la secrecion de factores de efecto de
retroalimentaciéon positiva (estradiol e inhibinas) y la ovulacién, asi como la luteinizacion y
la consecuente secrecion de factores inhibitorios (estradiol, progesterona e inhibinas) de la
actividad hipotalamica e hipofisaria (fase lutea) (Figura 1). De esta manera, la regulacion de
la actividad del eje reproductivo determinara el momento preciso de reclutamiento y desarrollo
folicular, ovulacién, esteroidogénesis, gestacion y parto (Snell, 2007).

3.1.1 El hipotalamo y la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH).

El hipotalamo es una estructura bilateral diencefélica que se localiza debajo del talamo
formando el piso y la parte inferior de las paredes laterales del tercer ventriculo; esta limitado
en su parte rostral por el quiasma 6ptico, en la regién caudal por los cuerpos mamilares y
lateralmente por la capsula interna (Lammers y Lohman, 1974; Snell, 2007). Este 6rgano
neuroenddécrino esta constituido por diversos nucleos (conjunto de somas de células nerviosas
agrupados intimamente, con un limite definido) y areas (somas neuronales reunidos de
manera menos concentrada), siendo algunos participes en la regulacién de la actividad del
eje H.H.G. mediante sefalizacion por neurohormonas (Lammers y Lohman, 1974) (Figura 2).

La sefial clave que inicia la cascada de hormonas que coordinan la fisiologia reproductiva es
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés), un decapéptido
ampliamente distribuido en el reino animal y cuya secuencia es altamente conservada. Dada
la presencia de alguna forma de GnRH en todos los vertebrados e invertebrados, tanto en
tejidos nerviosos como en otros, la expresion de sus receptores en tejidos reproductivos y no
reproductivos, y el alto grado de conservacion de sus formas, se considera que este péptido
ha existido al menos desde hace 500 millones de afos y que desde entonces ha sido clave en
las funciones reproductivas y comportamentales asociadas (Dubois y col., 2002).

GnRH fue caracterizada por primera vez en el hipotdlamo de cerdo (Matsuo y col., 1971) y

de oveja (Burgus y col., 1972), denominandose GnRH de mamifero o mGnRH (mammalian
GnRH). Posteriormente se encontraron dos variantes de esta hormona en el cerebro

INTRODUCCION 20



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

FIGURA 2. REGIONES CEREBRALES Y NUCLEOS HIPOTALAMICOS
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Esquema comparativo de un corte sagital del cerebro humano (A) y de un roedor (B), donde se destacan la
localizacién del hipotalamo y la hipdfisis. C. Representacion esquematica de un corte coronal del hipotalamo anterior
humano, destacando la presencia de los nucleos predptico medial, lateral, supradptico y supraquiasmatico, asi
como el area predptica. D. Representacion esquematica de un corte coronal del hipotdlamo medio-basal humano,
destacando la ubicacion de los nucleos paraventricular, periventricular, lateral, dorsomedial, ventromedial,
supraéptico, arqueado y la eminencia media. Adaptado de Lechan y Toni (2016).

de gallina, que fueron nombradas cGnRH-I (hipotalamica) y cGnRH-II (mesencefalica)
(Miyamoto y col., 1982, 1984). Hasta la fecha, han sido descriptas 44 variantes distintas de
GnRH (18 de ellas presentes en vertebrados), y en su mayoria han sido nombradas a partir
de la especie donde fueron encontradas (Kah y col., 2007; Roch y col., 2014) (Tabla 1).
Estos péptidos comparten ciertas caracteristicas: estan compuestos por 10 aminoacidos,
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con los residuos 1, 4, 9 y 10 conservados y los extremos amino- (con piroglutamato 6
“pGlu”) y carboxi-terminales modificados (por amidacion 6 “NH,”) (Guilgur y col., 2006).

Se establecieron diferentes nomenclaturas conforme se complejizaba la diversidad de esta
hormona (Dubois y col., 2002); a los fines de simplificar y combinar la localizacion en el
cerebro con la funcién, la especie en la que se presenta y el tipo de péptido del que se trata,
Fernald y White (1999) definieron los sistemas GnRH1, GnRH2 y GnRH3. Existe un cuarto
linaje o grupo denominado GnRH4, el cual esta integrado por las variantes presentes en
la lamprea (Petromyzon marinus) pero esta categoria se basa en analisis filogenético y no
considera la localizacion anatomica ni la funcién del péptido (Kavanaugh y col., 2008). La
mayoria de los vertebrados presenta los sistemas GnRH1 y GnRH2, mientras que GnRH3
ha sido solo encontrada en peces teledsteos (Kah y col., 2007). Las formas presentes en el
sistema GnRH1 son las que muestran mayor variacion en su secuencia entre los vertebrados;
se expresan en neuronas del area predptica que emiten proyecciones hacia la eminencia
media (EM) hipotalamica, desde donde se secretara hacia el sistema porta hipofisario para
modular la sintesis y liberacién de gonadotrofinas entre otras hormonas (Somoza y col.,
2002). El mesencéfalo expresa las formas del sistema GnRH2 en neuronas del tegmento que
se proyectan hacia la region posterior del cerebro y contactan al tercer ventriculo. Entre las
funciones de este péptido se encuentrala de regularlaingesta alimenticia, el balance energético
y la conducta sexual, probablemente actuando como un neurotransmisor o neuromodulador
que intervendria en el balance entre la supervivencia y la reproduccion (Millar y col., 2001;
Kauffman y Rissman, 2004; Kauffman y col., 2006). Finalmente, GnRH3 se encuentra en el
bulbo olfatorio, en neuronas de similar origen embriologico a las del sistema GnRH1, las cuales
emiten prolongaciones hacia el telencéfalo principalmente (Okubo y col., 2006). Los péptidos
de este grupo influencian la conducta sexual (construccion de nidos, agresividad y desove) y el
procesamiento sensorial de sefiales relacionadas con el estado reproductivo (White y col., 1995).

La mayoria de los vertebrados expresa mas de una forma de GnRH en el cerebro,
encontrandose hasta 3 en peces teledsteos (Somoza y col., 2002). Todas son codificadas
por genes diferentes de organizacion conservada (de 4 exones y 3 intrones), y se
originan a partir de precursores denominados prepro-GnRH, los cuales comparten
una estructura comun: un péptido senal de 20-25 residuos, el péptido GnRH de 10
aminoacidos, un sitio de procesamiento enzimatico de 3 residuos (Gly-Lys-Arg) y un
péptido asociado a GnRH (GnRH-associated peptide o GAP) de 40-50 aminoacidos de
extension (Guilgur y col., 2006; Kah y col., 2007); una vez separadas por clivaje enzimatico,
GnRH y GAP son co-secretadas a la circulacién portal hipofisaria (Clarke y col., 1987).
Latranscripcion del gen de las GnRH hipotalamicas (GnRH-I) puede ser modulada por diversas
moléculas. Tanto el estradiol como la progesterona regulan su transcripcion (segun la fase
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del ciclo estral), actuando mediante la unién de sus receptores con secuencias localizadas

en el promotor del gen de GnRH que se denominan “elemento de respuesta a estrégenos”
(ERE) o “elemento negativo de respuesta a progesterona” (nPRE, por sus siglas en inglés),

TABLA 1. UBICACION NEUROANATOMICAY ESTRUCTURADE GnRH EN VERTEBRADOS
TIPO LOCALIZACION SECUENCIA DE AMINOACIDOS REFERENCIA

Localizacion en el sistema nervioso central y secuencia de aminoacidos de las diferentes variantes de GnRH
presentes en vertebrados, con mGnRH como referencia. Se indica en negrita la variacion en aminoacidos. SD:
sin datos hasta la fecha. Adaptado de Dubois y col. (2002), Kah y col. (2007), Chen y Fernald (2008) y Roch y col.
(2014).

respectivamente (Kim y col., 1989; Toranzo y col., 1989; Radovick y col., 1991; Kepa y col.,
1996). Ademas, en la linea celular neuronal GT1-7, la cual secreta GnRH y expresa los

receptores de melatonina, se ha observado un efecto negativo sobre la expresion del acido
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ribonucleico mensajero (ARNm) de GnRH-I por parte de la melatonina, cuyos receptores se
unen a una secuencia potenciadora (enhancer) del gen (Roy y col., 2001; Gillespie y col., 2004).
Experimentos in vitro con hipotdlamos de rata han demostrado que la melatonina estimula la
secrecion de GnRH con un marcado ritmo circadiano (Richardson y col., 1982; Rasmussen,
1987). Por otro lado, moléculas como el acido y-aminobutirico (GABA) y kisspeptina han
demostrado inducir la transcripcion del ARNm de mGnRH (Leonhardt y col., 1995; Kang y col.,
1995; Novaira y col., 2009).

Las neuronas productoras de las formas del sistema GnRH1 varian en numero (de 1000 a
1500) y localizacion dentro del hipotdlamo segun la especie; la rata posee el mayor numero
de somas de estas neuronas en el area preoptica (APO) del hipotalamo anterior (Setalo y col.,
1976; Silverman y col., 1987), pero también posee una pequefia poblacion en el hipotalamo
medio basal (HMB) (Ohkura y col., 1991). Por otro lado, en las ovejas (Lehman y col., 1986),
cabras (Hamada y col., 1992) y primates (Silverman y col., 1977), los somas de neuronas
GnRH se localizan principalmente en el HMB. Varias sefales centrales y periféricas modulan
la actividad de estas células, siendo algunas estimulantes (noradrenalina, kisspeptina,
neuropéptido Y, glutamato), otras inhibitorias (B-endorfina, progesterona, interleuquinas)
o con efecto dual (estradiol) (Tsutsumi y Webster, 2009). Las sefiales positivas inducen
la secrecion de GnRH, que puede darse de manera pulsatil (Knobil, 1980) o en “oleada”
(Moenter y col., 1991). Esta ultima es la requerida para inducir la liberacion preovulatoria
de la hormona luteinizante (LH) y sufre estimulacién mediante los estrégenos provenientes
del foliculo ovarico maduro (Maeda y col., 2010). La ritmicidad pulsatil de GnRH, en cambio,
estimula la secrecion tonica de LH y de la hormona foliculo-estimulante (FSH), y es regulada
negativamente por los estrégenos (Moenter y col., 1992). La actividad coordinada de las
neuronas del sistema GnRH1 regula la liberacién pulsatii de GnRH (Wray, 2001). Esta
particularidad fue inicialmente descripta en fragmentos hipotalamicos aislados y en cultivos de
neuronas hipotalamicas (Terasawa, 1998; Woller y col., 1998; Vazquez-Martinez y col., 2001).
La frecuencia de los pulsos de GnRH regula selectivamente la expresion de las subunidades
B especificas de cada gonadotropina y con ello la secrecion de su proteina; pulsos de alta
frecuencia, con mas de un pulso por hora en el humano, por ejemplo, estimulan la transcripcién
y secrecion de LH, y pulsos menos frecuentes, por ejemplo, 1 pulso cada 2-3 horas en el
humano, inducen la expresion y liberacion de FSH (Dalkin y col., 1989; Kaiser y col., 1997).
En comparacion a la secrecion constante, la liberaciéon episddica de la GnRH hipotalamica
evitaria una desensibilizacion de la hipdfisis al decapéptido o un desbalance de los niveles
de ARNm y proteina de las gonadotropinas (Thompson y Kaiser, 2014). La secrecion pulsatil
de GnRH por parte de neuronas hipotalamicas se da en ausencia de otros tipos celulares, y
es altamente dependiente de calcio, como se comprobd mediante experimentos en cultivos
de lineas de neuronas inmortalizadas (Krsmanovic y col., 1999, 2001, 2003). Adicionalmente,
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se ha determinado que la expresion del gen de GnRH-I también es pulsatil, encontrandose
intimamente asociada a la secrecion episodica de su proteina (Nufiez y col., 1998; Vazquez-
Martinez y col., 2002), y se establecié una correspondencia entre los pulsos de LH y los
de GnRH, mediante el registro de actividad eléctrica de neuronas del APO (Colombo y col.,
1974); por ello, la secrecion episédica de LH medida en circulacion periférica ha sido tomada
histéricamente como parametro que refleja los pulsos de liberacion de GnRH al sistema porta
hipofisario (Knobil, 1990). Finalmente, la expresion de receptores de GnRH en neuronas
hipotalamicas productoras de este decapéptido, y el efecto estimulante de estas células con
GnRH o sus agonistas, indicaria la existencia de un sistema de regulacion autécrina de la
neurosecrecion en dichas neuronas (Romanelli y col., 2004).

3.1.2 La hipdfisis y las gonadotropinas

La glandula pituitaria o hipdfisis se ubica sobre una hendidura en el hueso esfenoides de
la base del craneo. La conexion con el hipotalamo es anatomica y funcional, a través del
tallo infundibular que parte de la EM. Se distinguen dos I6bulos, denominados pars distalis
(conocido como adenohipdfisis o hipofisis anterior) y pars tuberalis (qQue integra la neurohipdfisis
o hipdfisis posterior). Las células productoras de LH y FSH, denominadas gonadotropas,
se localizan principalmente en la pars distalis y representan entre el 10% y el 15% de la
adenohipdfisis, en humano y rata respectivamente (Childs y col., 1983; Manjithaya y Dighe,
2006; Perez-Castro y col., 2012). Su actividad se ve regulada por la GnRH hipotalamica
(que llega mediante el sistema porta-hipofisario), por factores ovaricos como el estradiol y la
progesterona, y mediante un control intrapituitario.

Las gonadotropinas LH y FSH son glicoproteinas heterodiméricas, formadas por dos
subunidades unidas no covalentemente: una subunidad a comun (que también esta presente
en la gonadotropina corionica humana, o hCG) y una subunidad 8 particular de cada hormona,
la cual es codificada por un gen diferente, y le confiere especificidad biolégica (Combarnous,
1988; Dufau, 1998). Unicamente el heterodimero ap posee actividad biolégica (Pierce y
Parsons, 1981), siendo la misma determinada en gran parte por la presencia de oligosacaridos
unidos al esqueleto proteico (Mullen y col., 2013). Una vez secretadas al torrente sanguineo,
LH y FSH viajaran hacia el ovario, donde modularan las diferentes etapas del su ciclo a través
de la activacion de receptores especificos de membrana. Estos receptores de hormonas
glicoproteicas integran la familia de receptores acoplados a proteinas G, se encuentran
glicosilados, y estan compuestos por dos unidades funcionales: un gran dominio extracelular
de unién a la hormona y 7 médulos transmembrana que anclan a esta estructura a la célula
y transducen la senal iniciada en el dominio extracelular mediante la activacién de proteinas
G acopladas al extremo carboxi-terminal (McFarland y col., 1989; Simoni y col., 1997). El
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receptor de FSH (RFSH) es expresado unicamente por las células de la granulosa (desde
el estadio folicular primordial) y tanto la activina como FSH regulan su expresion de una
manera dosis-dependiente, pero con efectos opuestos (Yamoto y col., 1992; Nakamura y
col., 1993; Oktay y col., 1997). De hecho, se ha descripto una drastica disminucién en la
expresion del RFSH luego de la administracién in vivo de FSH o de hCG, ambas en dosis
ovulatorias (Nakamura y col., 1991; Hsueh y LaPolt, 1992; LaPolt y col., 1992). La activacion
del RFSH inicia el proceso de reclutamiento y maduracién folicular, principalmente a través de
la induccién de la expresiodn del receptor de LH (RLH) y de la enzima aromatasa (Zeleznik y
col., 1981; Zeleznik, 2004). El primer evento tiene lugar de manera constitutiva en las células
de la teca y esta restringido a las células de la granulosa sélo en los foliculos preovulatorios
(Binder y col., 2014). Como resultado, estas células seran receptivas a LH y también a hCG,
pues es capaz de unirse al RLH con alta afinidad por su semejanza estructural con LH (Dufau,
1998). Esto daria lugar a una posterior ovulacion, y, ademas, a un aumento en la secrecion de
estrogenos, que a su vez inhibira la liberacion de FSH. Por otro lado, tanto los elevados niveles
preovulatorios de LH como la administracion de dosis farmacologicas de hCG disminuyen
drasticamente la expresion del RLH a partir de un control post-transcripcional que involucra la
degradacion de su ARNm (Nair y col., 2002).

3.1.3 El ovario y los esteroides sexuales.

Los ovarios son estructuras bilaterales localizadas en la cavidad peritoneal. Se los considera
los 6rganos reproductivos femeninos dadas sus funciones principales: gametogénica y
esteroidogénica. La primera consiste en procesos de seleccion y maduracion folicular y la
consecuente liberacion de la gameta femenina, el oocito. La segunda implica la sintesis y
liberacion de esteroides sexuales que regulan de manera positiva y negativa el funcionamiento
del hipotalamo y la hipdfisis, y con ello, la actividad ovarica.

El desarrollo ovarico comienza con la migracion de las células germinales primordiales
epiblasticas hacia la génada en formacién. Una vez alli, colonizaran por expansion mitética la
estructura, y se denominaran oogonias. Luego, las células somaticas de la gbnada rodearan
a las oogonias, conformando foliculos ovaricos primordiales (Figura 4). Estas estructuras
constan entonces de un oocito rodeado por una capa unica de células de la granulosa; su
formacion tiene lugar en la ultima mitad del desarrollo fetal humano y los primeros dias post-
parto en el ratén (Eppig, 2001), y su funcién es nutricional, esteroidogénica, de sostén y
madurativa (Hirshfield, 1991). Luego, las oogonias cesaran su actividad mitética e iniciaran la
meiosis, para quedar detenidas en la etapa de profase |. Este proceso ocurre en simultaneo
con la atresia de células germinales, siendo ésta responsable de la brusca reduccion su
numero durante la vida temprana (Edson y col., 2009). El proceso meidtico se reasume en la
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pubertad, cuando el hipotalamo y la hipdéfisis comienzan a ejercer su funcién reproductiva a
través de la secrecién de hormonas, la cual gobernara el funcionamiento ovarico determinando
ciclos menstruales hasta la menopausia (en el humano) y ciclos estrales hasta la senescencia
reproductiva (en roedores y otros mamiferos) (Figura 3).

a. Fase folicular del ciclo reproductor femenino

Los foliculos primordiales son reclutados por un mecanismo intraovarico independiente
de gonadotropinas. Como resultado, la morfologia de las células de la granulosa cambia
de aplanada a cuboide y aumenta su numero de capas. De esta manera, se establece el
foliculo primario, cuyas células de la granulosa empezaran a expresar el RFSH (Erickson,
2004) (Figura 4). En paralelo, el oocito comienza a crecer y a diferenciarse, activando la
maquinaria transcripcional y sintetizando proteinas estructurales. La transicion hacia el
estadio de foliculo secundario implica la adquisicion de una segunda capa de células de
la granulosa cuboides por mitosis, y el desarrollo de una capa de células de la teca y de
pequefos vasos sanguineos (Figura 4). El oocito alcanza su maximo tamafio y el crecimiento
folicular se vuelve dependiente de FSH. En este momento, la creciente concentracion de
esta hormona alcanza un valor umbral critico necesario para la maduracion folicular (Edson
y col., 2009; Raju y col., 2013). La respuesta a FSH estimula la expresion de RLH, en un
principio en las células de la granulosa y de la teca, y luego relegada a estas ultimas conforme
progresa la fase folicular. La funcion esteroidogénica de esta fase es explicada por la teoria
de “dos células, dos gonadotropinas”, que sostiene que FSH induce la expresién de la enzima
aromatasa en las células de la granulosa, pero éstas no pueden sintetizar el sustrato de esta
enzima, los andrégenos. En respuesta al estimulo por LH, las células de la teca sintetizaran
la maquinaria enzimatica para producir los andrégenos que les proveeran a las células de
la granulosa que, mediante conversion por aromatasa, produciran y liberaran estrégenos al
torrente sanguineo (Jamnongjity Hammes, 2006; Raju y col., 2013). La maduracién del foliculo
secundario genera un foliculo terciario, que se diferencia por la presencia de una cavidad
entre las células de la granulosa, denominada antro (Figura 4). Este proceso de cavitacion
no depende de gonadotropinas, pero si de factores ovaricos como la activina, proteina que
estimula la secrecion hipotalamica de GnRH, hipofisaria de FSH e induce la expresion del
receptor de GnRH (RGnRH) en la pituitaria (Gregory y Kaiser, 2004). La acumulacién de
liquido en el antro y el desplazamiento del complejo oocitario hacia un extremo caracteriza
a esta estructura como foliculo terciario tardio o de Graaf. Estos pueden diferenciarse en
“sanos” o “atrésicos”, siendo los primeros los que alcanzaran el estadio preovulatorio gracias
a un proceso de crecimiento y desarrollo asincrénico entre los foliculos, lo que genera un
pool heterogéneo (Erickson, 2004). El reclutamiento de foliculos sanos en cohortes implica
cambios morfoldgicos iniciados por un pequefio aumento en los niveles plasmaticos de FSH,
tales como incrementos en la acumulacién de liquido antral y en la proliferacion celular. La

INTRODUCCION 27



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

FIGURA 3. CICLOS HORMONALES EN EL HUMANO Y LOS ROEDORES
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Variaciones en el patrén de liberacion pulsatii de GnRH hipotalamica, de las gonadotropinas hipofisarias LH y
FSH y de las hormonas ovaricas estradiol y progesterona a lo largo del ciclo menstrual femenino humano (A) y
del ciclo estral de un roedor (B). Tanto los niveles séricos de LH, FSH, estradiol y progesterona como el patrén
representativo de pulsatilidad de GnRH se muestran en funcién del tiempo durante ciclo. Se indican los eventos de
ovulacién y menstruacién en el humano, y las etapas del ciclo estral (metestro, diestro, proestro, estro), el horario y
el momento de ovulacion en el roedor. Met: metestro. Di: diestro. Pro: proestro. Est: estro. Adaptado de Scharfman
y MacLusky (2008).

cohorte secreta inhibina y estradiol, los cuales generan una reduccién en los niveles de FSH.
Esto desencadena la seleccién de foliculos “dominantes” mediante atresia. Estos creceran
hasta alcanzar un tamafo ovulatorio, en nimero de 1 o mas dependiendo de la especie
(Gregory y Kaiser, 2004; Edson y col., 2009). La exposicién prolongada a niveles elevados de
estradiol (producto del aumento en la expresion de la aromatasa) y de inhibina sintetizados
por los foliculos dominantes, inhibiran la secreciéon de FSH, prepararan al Utero para ser
receptivo, e incrementaran la frecuencia pulsatil de GnRH y de LH (Edson y col., 2009;
Beshay y Carr, 2013). Previo a la ovulacion, LH induce la sintesis de progesterona desde las
células de la granulosa, la cual causara una disminucion dramatica en los niveles de estradiol
y un aumento de los niveles de FSH (Erickson, 2004). Este evento induce la expresion del
receptor de LH en las células de la granulosa y libera al oocito de las conexiones foliculares.
Finalmente, los niveles de LH (y de RLH en las células de la granulosa) alcanzan un maximo

0 pico, desencadenando la finalizacion de la meiosis | y el arresto en metafase de la meiosis
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Il en el oocito y su extrusién del foliculo, proceso conocido como “ovulacion” (Hirshfield, 1991;
Eppig, 2001; Reed y Carr, 2015).

b. Fase lutea del ciclo reproductor femenino

Luego de la expulsion del oocito, las paredes del foliculo ovulatorio colapsan y se pliegan,
mientras que tiene lugar una angiogénesis capilar. Las células de la granulosa remanentes
se combinan con las células de la teca y del estroma ovarico, formandose asi el cuerpo luteo
(Reed y Carr, 2015) (Figura 4). Esta es una estructura transitoria que secreta principalmente
progesterona (y en menor medida estrégenos), y su funcion es preparar al endometrio para la
posible implantacién de un évulo fertilizado. Ademas, participa en la regulacion del desarrollo
de la glandula mamaria, modula la conducta reproductiva en hembras, e inhibe la secrecion de
GnRH y FSH. Tanto los niveles de progesterona como los de estradiol sufren un incremento
en la mitad de la fase lutea; la secrecion de estas hormonas es episddica, y en primates se
correlaciona con los pulsos de liberacion de LH (Fraser y col., 1986; Filicori y col., 1984)
(Figura 3). Contrariamente, en la oveja y en la vaca requiere de niveles basales de LH, siendo
practicamente independiente de ella (McNeilly y col., 1992; Peters y col., 1994). En roedores
pequenos, la sobrevida y funcionamiento del cuerpo luteo depende principalmente del reflejo
neuroenddcrino inducido por el macho en el momento de la cépula (Stouffer y Hennebold,
2014).

La vida media del cuerpo luteo depende de un sostén continuo por parte de LH. Puede durar
desde 1 dia como sucede en algunos roedores, hasta 6 meses en algunos caninos (Strauss y
Barbieri, 2009). En el humano, su funcion decaera al final de la fase lutea a menos que ocurra
un embarazo; al principio de la gestacion, la gonadotropina coridnica interactua con el RLH
y promueve el mantenimiento del cuerpo luteo, y con ello la secrecién de progesterona y la
inhibicion hipotalamica-hipofisaria. El caballo y los primates son los unicos mamiferos en los
que se ha descripto el gen para la gonadotropina coriénica; particularmente, la gonadotropina
coriénica equina (eCG) posee una vida media mayor que LH, y estimula la foliculogénesis
y el desarrollo de cuerpos luteos accesorios durante la gestacion (Maston y Ruvolo, 2002;
Murphy, 2012).

Conforme progresa la gestacion, la secrecion placentaria de progesterona reemplazara a la
de origen luteo. Si no tiene lugar la prefiez, el cuerpo luteo degenera mediante un proceso de
lutedlisis y forma un tejido cicatrizal denominado cuerpo albicans. La concomitante reduccion
de los niveles de progesterona estimula el desprendimiento del recubrimiento endometrial
uterino (menstruacion), remueve la inhibicién hipotalamica-hipofisaria y asi se reanuda la
secrecion pulséatil de GnRH y de LH, y con ello el ciclo ovéarico-hormonal (Reed y Carr, 2015).
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FIGURA 4. ESTADIOS DE LA FOLICULOGENESIS
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Esquema de las principales etapas de la foliculogénesis. El proceso inicia con el reclutamiento de foliculos
primordiales, y su progresion involucra un aumento en el numero de capas de células de la granulosa, cambios
en su morfologia, la aparicion de las células de la teca y la secrecion de estradiol y activinas (en verde), factores
que ejerceran una retroalimentacion positiva en hipotédlamo e hipdfisis. La ultima fase de la foliculogénesis es
dependiente de FSH y LH (en verde), culminando en la liberacion del oocito (ovulacion), la luteinizacién del
foliculo y la secrecion de factores que ejerceran una retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo y la hipdfisis
(progesterona, estradiol e inhibinas, en rojo). Adaptado de Georges y col. (2014).

3.1.4 Retroalimentacién hormonal ovarica sobre hipotalamo e hipéfisis.

Los esteroides gonadales ejercen retroalimentacion sobre el hipotalamo y la hipdfisis,
funcionando como senales que transmiten la informacion acerca del estado ovarico al sistema
neuroenddécrino que modula la reproduccion. A su vez, este sistema procesa la informacién
y ajusta sus secreciones en funciéon de las necesidades del ovario (Strauss y Barbieri, 2009).
Los estrégenos (estradiol, estrona y estriol) informan acerca del estado de los foliculos en
desarrollo, y la progesterona marca el momento de la ovulacion e indica el estado del cuerpo
luteo.

Los estrégenos actuan por unién a los receptores homonimos nucleares a (REa) y B (RER),

y de membrana (GPR30). Este ultimo activa vias no gendémicas que, en el hipotalamo,
permiten efectuar respuestas rapidas que desencadenaran cambios comportamentales
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vinculados con la conducta reproductiva (Strauss y Barbieri, 2009). REa y REB consisten
en dos mondmeros idénticos, cada uno compuesto por las regiones A, B, C, D, E, y F, en
sentido N-terminal a C-terminal siendo la region mas conservada entre ambos receptores el
dominio C, que participa en la dimerizacion y la localizacién nuclear (Saunders, 1998). Estos
receptores pueden formar homo- o heterodimeros, interactuar con secuencias ERE y regular
la expresion de genes en el hipotdlamo que son criticos para la reproduccion, como es el
caso del receptor de progesterona (Kelly y col., 2005). En el hipotédlamo el estradiol ejerce
un efecto bimodal directo sobre las neuronas GnRH, que involucraria regiones hipotalamicas
diferentes y procesos independientes. La accion negativa del estradiol se produciria en el
nucleo arqueado (ARC) y en la EM mientras que la retroalimentacion positiva tendria lugar en
el APO vy el nucleo supraquiasmatico (NSQ). Cabe aclarar que el estradiol también modula a
las neuronas GnRH de manera indirecta mediante la modulacién de neuronas que expresan
kisspeptina (Kiss). Estas células se ubican en el nucleo anteroventral periventricular (AVPV)
y en el ARC, y promueven la liberacion de GnRH por las células homdnimas que expresan
el receptor de Kiss (Pielecka-Fortuna y col., 2008). En la mayoria de los mamiferos se ha
descripto que las neuronas GnRH no expresan REa, mientras que las neuronas Kiss si lo
hacen; por lo tanto, Kiss actuaria como mediador en la retroalimentacion por estrégenos
sobre las neuronas GnRH (Herbison y Theodosis, 1992; Herbison y Pape, 2001; Franceschini
y col., 2006). Sin embargo, algunos trabajos describen la expresion del REa en neuronas
GnRH del APO de la rata (Butler y col., 1999) y en lineas celulares que expresan GnRH (Shen
y col., 1998; Roy y col., 1999). En esta linea, cabe destacar que nuestro equipo de trabajo ha
demostrado la expresion de REa en neuronas GnRH del APO medial y NSQ en la vizcacha
de las llanuras de Sudamérica (Inserra y col., 2017). Se hipotetizé que la accion directa del
E,, através del REa en neuronas GnRH, representaria una estrategia reproductiva diferencial
en la vizcacha para garantizar la sintesis de GnRH durante la prefiez, donde estas neuronas
sensarian el estradiol circulante (Dorfmany col., 2016; Inserra y col., 2017). Los efectos de los
estrogenos en la hipdfisis varian con la especie. En humanos han sido descriptas respuestas
antagonicas del estradiol sobre la secrecion de gonadotropinas, observandose por un lado
una reduccion de la sensibilidad de LH y FSH a GnRH (Rossmanith y col., 1994; Shaw y col.,
2010), y por otro una estimulacion de la liberacion de FSH y LH (Monroe y col., 1972). En la
rata, el estradiol estimula la secrecion de LH (Legan y col., 1975; Yin y col., 2002) pero no de
FSH (Strobl y Levine, 1988; Bhatnagar y col, 1993), mientras que en las ovejas ejerce una
accion inhibitoria sobre FSH, induce la liberacion de LH, e incrementa la respuesta hipofisaria
a GnRH por aumento en la expresion de los RGnRH (Nett y col., 1984, 2002; Gregg y col.,
1990).

La progesterona de origen luteo modula diferentes regiones del cerebro, a través de su union
a sus receptores. Existen dos formas de receptores nucleares/citoplasmaticos denominados
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PRA y PRB (éste ultimo de mayor extensién que el primero), mientras que en el humano
se presenta una tercer isoforma que modularia la actividad transcripcional de los otros dos
receptores (Wei y col., 1990, 1996), y se ha descripto la existencia receptores de membrana
cuya accién es no genodmica (Krebs y col., 2000; Zhu y col., 2003). PRAy PRB son codificados
por el mismo gen pero se transcriben a partir de promotores diferentes y su traduccion inicia
en sitios diferentes del ARNm (Conneely y col., 1987). Estos receptores pueden regularse
entre si, habiéndose descripto la supresion de la expresion de PRB por PRA (Gao y col.,
2000). Ademas, ambas isoformas pueden ser moduladas por estradiol (como se mencioné
anteriormente). Su estructura general consiste en una region N-terminal variable, un dominio
conservado de unién al ADN, una region bisagra y un dominio de union al ligando (Conneely
y col., 1987). Se ha descripto la localizacion hipotalamica de PRs en el APO y los nucleos
ventromedial (NVM), dorsomedial (NDM) y ARC (Kato y col., 1994; Auger y De Vries, 2002).
Alli, la progesterona disminuye la frecuencia de los pulsos de liberacién de GnRH (Karsch y
col., 1987; Wu y col., 1994; Skinner y col., 1998), aunque no altera la transcripcién su gen
(Robinson y col., 2000). En la hipdfisis, la progesterona reduce la frecuencia de pulsos de LH
y modula la expresién del RGnRH pero no la elimina. Por ejemplo, en la oveja, la progesterona
previene el efecto estimulante del estradiol sobre la expresion del RGnRH (Sealfon y col.,
1990; Turzillo y col., 1998). Los PRs modulan también la conducta reproductiva, dado que se
observo que facilita el comportamiento de lordosis en ratas hembras (Blaustein y Mani, 2007).

Ademas de la accidon del estradiol ovarico, el hipotalamo se ve modulado por estradiol de
sintesis local, denominado neuroestradiol. La enzima aromatasa hipotalamica convierte
androgenos (androstenediona o testosterona) en estrégenos (estradiol o estrona). Estos son
secretados al espacio extracelular, donde alcanzan concentraciones locales 100 veces mayores
e independientes a la de los estrogenos ovaricos circulantes (Terasawa y Kenealy, 2012). La
conversion local dentro o cerca de las células blanco es necesaria para la diferenciacion
cerebral, el control sobre las gonadotropinas, el dimorfismo y la conducta sexuales, como
plantea la “hipotesis de aromatizacion” (Naftolin y col., 1975, 1977; Arnold y Gorski, 1984;
Naftolin y MacLusky, 1984; Naftolin, 1994; Breedlove, 1992). Se ha descripto la localizacion
de la aromatasa en el hipotdlamo, tanto en neuronas (somas, procesos neuronales, botones
sinapticos y terminales presinapticas) como en células de la glia (Naftolin y col., 1996; Stanic
y col., 2014). La glia sintetiza estrégenos en respuesta al dafio por isquemia, integrando un
mecanismo de neuroproteccion y recuperacion neuronal (Carswell y col., 2005), mientras que
el neuroestradiol de origen neuronal ejerceria funcion de neurotransmisor (Balthazart y Ball,
2006). De hecho, el comportamiento reproductivo puede ser regulado por cambios rapidos en
la disponibilidad de neuroestradiol gracias a la veloz modulaciéon (minutos a segundos) que
puede sufrir la enzima (Balthazart y col., 2001, 2006; Cornil y col., 2005, 2006; Cornil y Charlier,
2010), pues es poco probable que los cambios en la sintesis de estrégenos ovaricos sean
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tan dinamicos como para explicar las respuestas fisiolégicas rapidas en el cerebro (Balthazart
y Ball, 2006). A nivel reproductivo, el neuroestradiol causa una accion excitatoria inmediata
sobre las neuronas GnRH, a través de la activacion de receptores de membrana (Terasawa
y Kenealy, 2012). Hasta el momento, no existen trabajos que determinen si el neuroestradiol
afecta directamente la sintesis de GnRH hipotalamica en mamiferos. Se ha descripto en
primates que la secrecion de GnRH desde la EM puede ser regulada de manera positiva
mediante neuroestradiol (Kenealy y col., 2013). Por otro lado, el mismo grupo de trabajo ha
observado que los niveles de estrona y estradiol sintetizados localmente disminuyen previo
al inicio de la pubertad, con un consecuente aumento en la liberacion de GnRH (Kenealy y
col., 2016). Esto representaria un mecanismo de inhibiciéon central de la liberacién de GnRH
hasta el inicio de la pubertad, presumiblemente por estimulacion mediante neuroestradiol de
neuronas GABAérgicas y que expresan neuropéptido Y (NPY) (Keen y col., 1999). Una vez
iniciada la actividad esteroidogénica ovarica en la pubertad, los niveles de neuroestradiol
serian modulados por el estradiol gonadal mediante la regulacién de la expresién de la
aromatasa; esto implicaria una interaccidén entre ellos bajo ciertas condiciones fisiologicas,
resultando en efectos positivos o negativos sobre la liberacion de GnRH (Roselli y col.,1997;
Kenealy y col., 2013).

3.2 EL FOTOPERIODO AMBIENTAL Y LA MELATONINA

Elfotoperiodo es laduracion relativa de los periodos de luz y de oscuridad a la que esta expuesto
un animal (Wehr, 1991). Constituye la principal informacion ambiental que indica la época del
afo y la estacion venidera, a diferencia de otras caracteristicas como las precipitaciones o
la temperatura. Dicha sefial es traducida e interpretada por una via neuroenddcrina: la luz
ambiental es detectada por las células ganglionares de la retina, que envian la informacion
hacia el NSQ a través del tracto retinohipotalamico, de alli viaja al nucleo paraventricular
(NPV), y luego, via la columna de células intermediolaterales hacia el ganglio cervical superior
cuyas fibras noradrenérgicas conectan con la glandula pineal (Berson y col., 2002; Pandi-
Perumal y col., 2008) (Figura 5). En ausencia de luz, neuronas glutamatérgicas del NSQ
estimulan al NPV, induciendo la sintesis y secrecién de la hormona melatonina (Aleandriy col.,
1996); en presencia de luz, la via se encuentra inhibida por efecto de neuronas GABAérgicas
provenientes del NSQ, y no tienen lugar la sintesis y liberacion de melatonina (Kalsbeek y col.,
1999, 2000). Sin embargo, existen otros factores que modulan el contenido de melatonina,
incluyendo al estradiol y la progesterona (Houssay y Barcelo, 1972; Cardinali y col., 1987).

La melatonina deriva del aminoacido triptéfano, y es sintetizada por los pinealocitos de la

glandula pineal. Este 6rgano presenta varias formas, localizaciones y modos de regulacion
entre los diferentes phyla. La secrecion de melatonina ocurre durante la fase oscura del
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fotoperiodo (noche subijetiva), y su amplitud se correlaciona con la duracion de la misma,
persistiendo por 8 horas, hasta que decae una vez iniciada la mafana y permanece en
niveles bajos por 16 horas mas (Witt-Enderby y col., 2003). El efecto de esta hormona sobre
la actividad del eje reproductivo es especie-especifico. Por ejemplo, en las hembras de
oveja, la melatonina induce la secrecion de la hormona luteinizante (LH), pero solamente si
representa un pulso caracteristico de un fotoperiodo corto (otofo/invierno) (Bittman y col.,
1985). Contrariamente, en el hamster, cuya reproduccién ocurre en meses de dias largos
(primavera/verano), la melatonina ejerce un efecto inhibitorio en la actividad del eje H.H.G.
El humano, la rata y el ratéon son casos donde la reproduccion no tiene lugar de manera
estacional; en estas especies, la melatonina inhibe la actividad del eje reproductivo (Aleandri
y col., 1996; Prendergast y col., 2001). Por lo tanto, existen especies reproductoras de dia
largo (fotoperiodo positivas) y reproductoras de dia corto (fotoperiodo negativas). En los
animales de reproduccion estacional, el eje H.H.G. Unicamente se activa cuando inicia la
época reproductiva y el control de su actividad asegura que la descendencia nazca en el
momento mas favorable, cuando los recursos son mas abundantes.

FIGURA 5. ViA DE ACCION DEL ESTIMULO LUMINICO
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Esquema de la via de accion del estimulo luminico sobre el control de la sintesis de melatonina. En presencia de
luz (por ejemplo, a la mafana), la sefial glutamatérgica desde el tracto retino-hipotalamico estimula la actividad
inhibitoria del nucleo supraquiasmatico (NSQ) hipotalamico que a su vez, mediante el neurotransmisor acido
y-aminobutirico (GABA), inhibira la accién estimulante del nucleo paraventricular (NPV). En consecuencia,
afectara negativamente a las células de la columna intermediolateral (CIL) de la médula espinal, al ganglio cervical
superior (GCS) y la glandula pineal no secretara melatonina. En ausencia de luz (por ejemplo, durante la noche),
las neuronas glutamatérgicas del NSQ estimularan la accién estimulante del NPV, y con ello, la secrecion de
melatonina. Flechas negras continuas: via nerviosa. Flechas discontinuas azules: via sanguinea. Flecha amarilla
truncada: efecto inhibitorio de la luz. Adaptado de Richter y col. (2004) y Borjigin y col. (2012).
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3.2.1 Sintesis de melatonina.

El aminoacido esencial L-triptéfano es el sustrato inicial para la sintesis de melatonina; la
enzima triptéfano hidroxilasa (TPH) lo metaboliza a 5-hidroxitriptéfano y éste es convertido
a serotonina por la enzima L-aminoacido aromatico decarboxilasa (AACD). Las enzimas mas
importantes de estaviasonlaarilalquilamina N-acetiltransferasa (AANAT), denominada también
serotonina N-acetiltransferasa (S-NAT), que transfiere un grupo acetilo del acetil coenzimaAa
la serotonina, obteniéndose N-acetilserotonina, y la hidroxindol O-metiltransferasa (HIOMT),
que convierte N-acetilserotonina en melatonina (Simmoneaux y Ribelayga, 2003; Lewczuk
y col., 2014) (Figura 6). Debido a que en la mayoria de las especies la luz determina los
cambios en la actividad de AANAT, y que éstos se asemejan a las variaciones en la produccion
de melatonina, esta enzima es considerada como la limitante para la sintesis de esta hormona
y demuestra la precisién de la glandula pineal como transductor enddcrino (Klein y Weller,
1972; Klein y col., 1997). Los peces presentan multiples genes para esta enzima, resultado
de duplicaciones génicas durante la divergencia de teledsteos y tetrapodos, y se expresan
diferencialmente en la glandula pineal, la retina y el cerebro, mientras que en aves y mamiferos
existe un solo gen para la enzima, y se expresa en la glandula pineal, la retina y el ovario
(Falcon y col., 2010; Zilberman-Peled y col., 2011; Sakaguchi y col., 2013).

En los roedores, la regulacién de la transcripcion del gen de AANAT determina el ritmo de
sintesis de melatonina; se ha observado que existen diferencias drasticas en los niveles de
su ARNm entre el dia y la noche, y que su acumulacion es directamente correspondida con
aumentos en los niveles y actividad enzimaticos. A esta modulacién se le suma un vertiginoso
control post-transcripcional que involucra mecanismos de estabilizacion y de protedlisis (por
ejemplo, ante la exposicion a la luz). Gracias a una veloz degradacion enzimatica, la sintesis
de melatonina puede disminuir muy rapidamente sin perturbar los niveles de su ARNm, hecho
que tiene lugar en momentos cercanos al fin de la fase oscura (Klein y Weller, 1972; Borjigin
y col., 1995; Roseboom y col., 1996; Maronde y col., 1999). Otro tipo de control tiene lugar
en los ungulados (ovinos y bovinos) y en el humano, en los que se observé que los niveles
de ARNm de AANAT varian minimamente entre el dia y la noche. Esto se explica a partir de
que su gen sufre una transcripcién constitutiva, seguida por una sintesis proteinica de manera
continua y la inmediata destruccion de la misma mediante protedlisis proteosomal. Ante un
estimulo adrenérgico (por ejemplo, al inicio de la fase oscura), la enzima AANAT sufre un
proceso de proteccion contra la protedlisis, acumulandose y aumentando su actividad. Esto
indica, ademas, que en estas especies los mecanismos transcripcionales no son relevantes
en cuanto a la regulacion de la sintesis de melatonina (Coon y col., 1995; Klein y col., 1997).
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FIGURA 6. ETAPAS DE LA SINTESIS DE LA MELATONINA
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La sintesis de melatonina en la glandula pineal involucra al aminoacido esencial L-triptéfano como sustrato inicial, y
una serie de pasos de conversion enzimatica. La enzima arilalquilamina N-acetiltransferasa (AANAT, en rojo) esta
sujeta a regulacion por el fotoperiodo ambiental, por lo que es considerada limitante de la via. Una vez sintetizada,
la melatonina es secretada principalmente al torrente sanguineo. Adaptado de Simmoneaux y Ribelayga (2003) y
Lewczuk y col. (2014).

3.2.2 Los receptores de melatonina.

Se han descripto tres receptores de membrana que unen melatonina: MT,, MT, y MT,. Los
dos primeros son receptores acoplados a proteina G presentes en la mayoria de las especies
de mamiferos (exceptuando a la oveja y el hamster, que carecen de expresion de MT,), y
poseen funciones relacionadas y no relacionadas con la reproduccion. El tercero pertenece a
la familia de las quinonas reductasas, se expresa en aves, peces y anfibios, y su accién esta
ligada al sistema inmunoldégico. Existen, ademas, tres miembros pertenecientes a la subfamilia
RZR/ROR de receptores huérfanos nucleares (RORa, RZRB y RORYy) que actuan como
factores de transcripcion reguladores de la expresién de diversos genes no relacionados con
el control de la reproduccién. Por ultimo, se ha descripto un receptor relacionado a melatonina
(melatonin-related receptor o GPR50), el cual, si bien no puede unir melatonina, se encuentra
estructuralmente relacionado a MT, y MT,, y presenta una funcién inhibitoria de MT, (Reppert
y col., 1996; Levoye y col., 2006).

De los 3 receptores de membrana capaces de unir melatonina, MT, es el mas ubicuo; en
el sistema nervioso, su expresion ha sido reportada en hipotalamo, cerebelo, hipocampo,
corteza cerebral, hipofisis y en estructuras ovaricas, entre otros (Ayre y Pang, 1994; Niles y
col., 1999; Clemens y col., 2001; Soares y col., 2003; Dubocovich y col., 2010). El gen que
lo codifica se localiza en el cromosoma 4 en humano, en el cromosoma 8 en ratén y en el
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cromosoma 26 en la oveja (Slaugenhaupty col., 1995; Rocay col., 1996; Messery col., 1997).
La activacion de MT, resulta en efectos diversos, tales como vasoconstriccion, inhibicion
del disparo neuronal y cambio de fase en los ritmos de actividad circadiana. La variedad
de sus respuestas podria atribuirse a que este receptor puede unir diferentes proteinas
G (Brydon y col., 1999a; Witt-Enderby y col., 2001). EI mecanismo de accién intracelular
consiste en la inhibicion de la actividad de la adenilato ciclasa, afectando asi a la cascada de
transduccién de sefales mediada por AMPc, con disminucion de la actividad de la proteina
quinasa A (PKA) y por consiguiente de la fosforilacion de CREB (Reppert y col., 1994; Witt-
Enderby y col., 1998). Por otro lado, la activacion de este receptor puede estimular una via
de transduccién dependiente de fosfolipasa C (PLC), con activacion de la proteina quinasa C
(PKC), y puede modular la actividad de las quinasas JNK y MAP. Ademas, se ha demostrado
que MT, regula la actividad de canales ionicos especificos (Jiang y col., 1995; Geary y col.,
1998; Brydon y col., 1999b). Esto es de particular relevancia en cuanto a la modulacion de
nucleos neuronales involucrados en el control de la reproduccion, como sucede con el nucleo
supraquiasmatico hipotalamico (Vanecek y col., 1987). En cuanto al receptor MT,, el gen que
lo codifica en el humano se ubica en el cromosoma 11, mientras que en el ratdn se encuentra
en el cromosoma 9; si bien no se ha determinado experimentalmente la ubicacion del gen que
codifica para MT, en la oveja, existen indicios de su expresion, a muy bajo nivel, a partir de
experimentos con radioligandos selectivos (Legros y col., 2016), PCR (Cogé y col., 2009) y
mediante inmunohistoquimica (Casao y col., 2012). Tanto el hamster sirio como el siberiano
carecen de un receptor MT, funcional debido a la presencia de dos mutaciones sin sentido
en la region codificante (transformandolo asi en un pseudogen) (Weaver y col., 1996). En
el resto de las especies, MT, se expresa en el NSQ, retina, rifién, ovario, vasos cardiacos
y cerebelo (Witt-Enderby y col., 2003; Dubocovich y col., 2010). Dentro de sus funciones
tisulares se encuentran la vasodilatacion, inhibicion de la liberacién de dopamina en la retina,
y cambio de fase en los ritmos circadianos de disparo neuronal (Dubocovich y col., 2010). Se
ha descripto que puede tener lugar la formacion de homo- y heterodimeros de los receptores
de MT, y MT,, con afinidad diferente de acuerdo a su combinacion, lo que representaria un
mecanismo regulatorio de los efectos de la melatonina (Ayoub y col., 2002; Hirsch-Rodriguez
y col., 2007). Esto es de particular importancia en células que en su estado nativo co-expresan
MT, y MT,, como neuronas de la corteza cerebral occipital o los pinealocitos, estructuras
donde la proporcién de estos receptores se ve afectada en patologias como la Enfermedad de
Alzheimer o ante un tratamiento prolongado con antidepresivos (Brunner y col., 2006; Imbesi
y col., 2006a; Imbesi y col., 2006b; Imbesi y col., 2008).

La regulacion de la expresion y el funcionamiento de los receptores de melatonina puede

ser homologa (esto es, por la misma melatonina) o heteréloga (por otros estimulos como
el estradiol o el fotoperiodo) (Witt-Enderby y col., 2003). Tanto en lineas celulares como en
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el NSQ, la exposicién prolongada a la melatonina (como sucede en durante la secrecion
nocturna) desencadena un proceso de desensibilizacion e internalizacion de MT, (Gerdin
y col., 2004a). En el caso de MT,, la desensibilizacion ocurre frente a concentraciones
suprafisioldgicas de melatonina, pero no tiene lugar la internalizacion del receptor (Gerdin
y col., 2004b). La sensibilidad de los receptores ante la melatonina es mayor durante las
horas de luz, mientras que por la noche, cuando los niveles de melatonina son elevados, la
potencia de los receptores disminuye, probablemente por los procesos de desensibilizacion,
internalizacion y desacople de sus efectores (Witt-Enderby y col., 2003). Este mecanismo
permite un ajuste rapido y fino ante las oscilaciones de los niveles de melatonina (por ejemplo,
en la transicién noche-amanecer). El fotoperiodo es un factor importante en la modulacién de
los receptores de melatonina, y actua de manera tejido y especie-especifica. En el hamster
siberiano (una especie altamente fotoperioddica) los niveles proteicos de los receptores de
melatonina en el NSQ son independientes de los ciclos luz/oscuridad. Contrariamente, en
la rata (una especie no fotoperiddica) la luz incrementa la densidad de los receptores en el
NSQ, permaneciendo disminuida en la noche incluso en animales pinealectomizados; esto
implicaria una regulacion endégena de los receptores independiente de melatonina (Gauer y
col., 1992; Masson-Pévet y col., 2000). Se ha descripto que, en la pars tuberalis del hamster
siberiano, la luz incrementa la expresion del ARNm y proteina de MT,, mientras que en la
rata las oscilaciones circadianas en los niveles de MT, dependen de la melatonina, pues se
observé que la densidad de sus receptores es baja cuando los niveles de melatonina son
elevados en la noche y se anulan con la pinealectomia o con la exposicion a luz constante
(Gauery col., 1992, 1993, 1994; Masson-Pévet y col., 2000; Poirel y col., 2002; Sallinen y col.,
2005; Waly y col., 2015). Por ultimo, los estrégenos regulan la expresion de los receptores
de melatonina; en el ovario de rata se ha determinado una reduccién en la expresion de MT,
luego de la exposicién a estradiol (Clemens y col., 2001), mientras que en el hipotalamo
ha sido descripto que el estradiol reestablece los niveles de los receptores de melatonina
luego de una ovariectomia (Laudon y Zisapel, 1987; Zisapel y col., 1987). En lineas celulares
de ovario de hamster chino (CHO), el estradiol afecta diferencialmente a los receptores de
melatonina, en las que activa a MT, y atenua su efecto inhibitorio sobre la produccion de
AMPc, e incrementa la densidad de MT, (Masana y col., 2005).

3.3 EL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO: UN RELOJ CIRCADIANO
CENTRAL.

Todos los érganos poseen un mecanismo endogeno ritmico que modula su funcionamiento
a través del control de la transcripcion, traduccién y degradacién de un grupo de proteinas
“reloj”, cuya periodicidad es de 24 horas (Reppert y col., 2002). A su vez, en los mamiferos
esta ritmicidad circadiana es sincronizada por la accién de un grupo de neuronas marcapasos
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centrales localizadas en NSQ hipotalamico. EI NSQ es una estructura bilateral, pareada
y ovalada, cuya localizacion es lateral e inmediata al tercer ventriculo, y abarca toda la
extension rostrocaudal del quiasma optico (Cassone y col., 1988; Morin y col., 2013). Como
caracteristica general, distintiva y conservada entre los grupos de mamiferos, presenta
dos subdivisiones anatomicas (un “nucleo” y una “corteza” interconectados, que expresan
marcadores distintivos), y estd compuesto por neuronas compactas de didametro pequefo y de
organizacién densa (Welsh y col., 2010). La actividad de estas células es espontanea, siendo
mayor durante el dia, y puede ser modulada por diferentes estimulos externos (principalmente
la luz ambiental) e internos (por ejemplo, la melatonina de origen pineal).

3.3.1 El nucleo supraquiasmatico y el control de la reproduccion.

La ovulacion es regulada a nivel central por el NSQ, el cual, mediante proyecciones hacia el
APO, modula la actividad de las neuronas GnRH, que a su vez emiten proyecciones hacia
el NSQ (Jennes y Stumpf, 1980; Merchenthaler y col., 1984; Van der Beek y col., 1997). De
esta manera, existe una reciprocidad de modulacién entre el eje reproductivo y el sistema
regulador del ciclo circadiano (Van der Beek y col., 1997).

La activacion del eje reproductivo en un momento dado, depende de la combinacién de
niveles hormonales propicios con la actividad eléctrica neuronal por encima de los niveles
basales, dependiendo ello de la informacién que proviene del ambiente. Este balance implica
que si bien los niveles adecuados de estrégenos y progesterona generan un ambiente 6ptimo
para la liberacion de GnRH, es necesaria una sefal temporal desde el NSQ para gatillar la
liberacion de esta hormona y alcanzar los niveles requeridos para estimular la oleada de LH
(Everett y Sawyer, 1950; Miller y Takahashi, 2014). Por otro lado, se ha demostrado que la
secrecion de GnRH hipotalamica se da solo si el estradiol se encuentra presente, y por un
periodo mayor a 24 horas y menor a 48 horas. Esto se debe a una variacion en la actividad
eléctrica del NSQ y por lo tanto de las neuronas GnRH, causada por un incremento de la
expresion de canales i6nicos de membrana (Chapell y col., 2000; Funabashi y col., 2000).
Asimismo, se observo que el efecto de la progesterona luteal sobre estas neuronas depende
de la duracién de la exposicion previa a estrogenos, y que los pulsos de GnRH continuan a lo
largo del proestro, incrementandose conforme progresa el ciclo estral (Chapell y col., 2000).
De esto se desprende que la respuesta al estradiol por parte de las neuronas GnRH depende
de los niveles presentes de esa hormona esteroidea, y que la misma reside en la modulacion
del patron circadiano de actividad neuronal, permitiendo asi que ocurran oleadas hormonales
definidas en el tiempo.
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3.4 EL MODELO DE ESTUDIO: LA VIZCACHA.

Lagostomus maximus (vizcacha de las llanuras de Sudamérica) es un roedor caviomorfo que
pertenece al suborden Histricognathi, que integra junto con los géneros Lagidium (vizcacha
de la montafa) y Chinchilla (chinchilla) la familia Chinchillidae (Llanos y Crespo, 1952; Weir,
1970). Su distribucion abarca la regidén de las Pampas y las regiones semiaridas del Monte
y Chaquena de Argentina, y sur de Bolivia y Paraguay (Cabrera y Yepes, 1960; Cabrera,
1961; Weir, 1970; Redford y Eisenberg, 1992). Este roedor forma colonias (compuestas por
1 a 3 machos adultos, el cuadruple de hembras adultas y las crias en desarrollo) que habitan
bajo tierra en un sistema de madrigueras comunales conectadas por galerias denominado
“vizcachera”, ubicada hasta mas de 2 metros de profundidad (Llanos y Crespo, 1952; Jackson
y col., 1996). Los animales emergen de ella al anochecer, desarrollan su actividad durante
la noche (alimentandose de la vegetacion circundante) y regresan al amanecer (Llanos y
Crespo, 1952; Branch, 1993; Weir, 1971b). La esperanza de vida de la vizcacha se estima
de 7 a 8 afios, y las hembras son sexualmente activas a los 153.7 + 3.4 dias de edad (Weir,
1971b). Su reproduccion es estacional con un ciclo estral de entre 40 y 45 dias, iniciandose
con la perforacion de una membrana de oclusién vaginal, y la duracién de la apertura vaginal
por aproximadamente 7 dias; el apareamiento se evidencia por la presencia de sangre en la
abertura vaginal y la aparicién de un tapdn copulatorio o la observacion de espermatozoides en
el extendido vaginal (Weir, 1971b). Ademas, tienen lugar 2 ciclos reproductivos, uno principal
(de marzo a septiembre, con apareamiento entre marzo y abril) y uno de menor actividad (de
octubre a febrero, con apareamiento en octubre) (Weir, 1970; Weir, 1971b; Jackson, 1989;
Branch y col., 1993). La gestacion tiene una duracion media de 153.7 £ 0.5 dias y las crias
nacen desarrolladas (cubiertas de pelo y con los ojos abiertos), las cuales lactaran durante
las primeras dos semanas (Weir, 1970). Puede presentar un estro post-parto que depende de
la sobrevida y lactancia de las crias. Si éstas mueren, el estro tiene lugar aproximadamente a
los 17 + 3.6 dias posteriores, pero la aparicion del estro se dilata si ocurre el amamantamiento
(alos 55.9 £ 3.7 dias) (Weir, 1970, 1971b).

La fisiologia reproductiva de la hembra de la vizcacha fue descripta inicialmente por Weir
en la década de 1970, a partir de estudios minuiciosos de una colonia desarrollada en
Inglaterra a partir de animales nativos de Argentina. En su trabajo de 1971 describe un utero
bicorne, con una vagina alargada y sellada en la vulva por una membrana de oclusion, y la
presencia de un tabique longitudinal que divide a la vagina desde su extremo superior; los
ovarios, aplanados y en forma de “hoja” segun la autora, presentan una superficie sumamente
invaginada y convoluta (Weir, 1971a), lo que permitiria albergar un gran nimero de células
germinales (Jensen y col., 2006). L. maximus exhibe poliovulacion masiva natural, y libera
hasta 800 oocitos por ciclo estral, la mayor tasa ovulatoria descripta hasta el momento
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FIGURA 7. HEMBRA ADULTA DE VIZCACHA (Lagostomus maximus)

La vizcacha de las llanuras de Sudamérica (Lagostomus maximus) es un roedor histricomorfo de habitos
nocturnos, cuya distribucion abarca Paraguay, Bolivia y Argentina. En nuestro pais, la subespecie utilizada en el
presente trabajo (Lagostomus maximus maximus) habita en las provincias de Buenos Aires, La Pampa, Entre Rios,
Corrientes y Santa Fe. Las hembras adultas tienen un peso promedio de 4 kilogramos y una longitud promedio
de 64.1 centimetros. Adaptado de Llanos y Crespo (1952) y Jackson y col. (1996). Fotografia cortesia de Ramiro
Comisso (Aurora del Palmar, Colén, Provincia de Entre Rios, Argentina, 2015).

para un mamifero (Weir, 1971a, 1971b; Jackson y col., 1996). Ademas, se ha descripto una
implantacién tardia de hasta 6 embriones por cuerno uterino, de los cuales sobreviviran solo
los dos embriones implantados mas cerca del cérvix, mientras que el resto sufrira un proceso
de reabsorcion progresiva selectiva alrededor del dia 70 de gestacion (Weir, 1971b; Roberts
y Weir, 1973; Jensen y col., 2008). Otras particularidad reproductiva de este animal es la
supresion constitutiva de la atresia folicular por apoptosis (Jensen y col., 2006; Leopardo y
col., 2011; Inserra y col., 2014), la formacién continua de foliculos pre-ovulatorios durante
la prefez y un evento de pseudo-ovulacion a la mitad de la gestacion (alrededor del dia
100 de gestacién), con generacion de cuerpos luteos secundarios accesorios que retienen
el oocito y presentan actividad esteroidogénica (Jensen y col., 2008; Dorfman y col., 2013;
Fraunhoffer Navarro, 2014). Esto se opone a lo descripto clasicamente en la mayoria de las
hembras de mamiferos, donde el funcionamiento del eje H.H.G. sufre un proceso de inhibicion
o desactivacion durante la gestacion, debido a la accién de neurotransmisores como el acido
gamma-aminobutirico (GABA) (Adler y Crowley, 1986; Herbison y Dyer, 1991) y a esteroides
sexuales ovaricos como la progesterona y el estradiol (Wildt y col., 1981; Beshay y Carr,
2013). Debido al extenso periodo gestacional de la vizcacha, los cuerpos luteos secundarios
formados durante la prefiez aportarian niveles significativos de progesterona que impedirian
la reabsorcion de todos los fetos (Jensen y col., 2008). Nuestro grupo de trabajo ha descripto
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la expresion de GnRH en diversos nucleos y areas hipotalamicas, como el APO, NSQ vy el
nucleo supradptico (NSO), asi como en varicosidades axonicas en el APO, NVM, ARC y EM
(Dorfman y col., 2011; Inserra y col., 2017). Particularmente, el NSO de la vizcacha (al igual
que lo descripto en el cerdo, otro mamifero poliovulador) presenta inmunorreactividad para
GnRH, a diferencia de lo que sucede en otros mamiferos (Kineman y col., 1988; Dorfman y
col., 2011, 2013; Inserra y col., 2017). Ademas, hemos demostrado la presencia de receptores
de hormonas esteroideas (PRs, REa y RE) en neuronas GnRH del APO, NSQ y NSO, hecho
significativo que difiere de lo descripto para el resto de los mamiferos, e indicaria la existencia
de una via de regulacion directa para la expresion de GnRH en el hipotalamo de la vizcacha
(Dorfman y col., 2013; Inserra y col., 2017). Esta modulacién particular posibilitaria la rapida
reactivacion del eje reproductivo durante la prefez, lo cual seria fundamental para lograr una
gestacion prolongada exitosa. La drastica disminucion de la progesterona sérica alrededor
del dia 70 de gestacion marcaria dos etapas bien definidas durante la prefiez, eliminando
la retroalimentacién negativa por progesterona. Esto permitiria, a su vez, el aumento de los
niveles séricos de FSH, E, y LH a partir del dia 90 de gestacion, la ovulacion y formacion de
nuevos cuerpos luteos entre los dias 100 y 120 de gestacion, y la produccidn de una nueva
oleada progesterona de origen luteo, que se mantiene elevada hasta el final de la prefiez. En
esa etapa, los niveles séricos de progesterona descienden pronunciadamente, gatillando el
parto (Fraunhoffer y col., 2017)

En base a las caracteristicas enddcrinas Unicas y particulares que presenta la vizcacha,
ésta representa un modelo valioso para el estudio de mecanismos alternativos de regulacion
neuroendoécrina de la reproduccion. Dada su particular fisiologia, este animal permitiria
ahondar en los factores que modulan la actividad del eje H.H.G., el proceso ovulatorio y la
fertilidad, asi como determinar su rol respecto de otras estrategias reproductivas diferentes a
las comunmente descriptas y aceptadas en mamiferos.
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El objetivo general de este trabajo fue estudiar la influencia del fotoperiodo sobre el
funcionamiento del eje H.H.G. de la vizcacha, con el fin de comprender las bases
neuroendodcrinas que posibilitan la poliovulacion y la pseudo-ovulacion durante la
gestacion.

Para ello se plantearon y llevaron a cabo los siguientes objetivos particulares y sus respectivas
hipotesis de trabajo:

1. Determinar la secuencia nucleotidica codificante de la prepro-hormona liberadora de
gonadotrofinas (prepro-GnRH) en el hipotalamo de la vizcacha.
» Hipodtesis particular: la secuencia nucleotidica del ARN mensajero de la prepro-
hormona liberadora de gonadotrofinas (prepro-GnRH) hipotalamica de la vizcacha
seria similar a la de otros roedores emparentados.

2. l|dentificar variaciones en el nivel de expresion de las hormonas GnRH hipotalamica, LH,
FSH, E, y P, relacionadas con la disponibilidad de luz/oscuridad.
» Hipdtesis particular: los niveles de las hormonas hipotalamicas (GnRH), hipofisarias
(LH y FSH) y ovaricas (E, y P,) variarian en funcion de la disponibilidad luminica.

3. Investigar la expresion de MT,, MT,, REq, RER, RLH, AANAT vy los niveles séricos de
melatonina, en el hipotalamo, la hipdfisis, la glandula pineal y los ovarios durante la prefez
y su relacion con la disponibilidad luminica.
» Hipotesis particular: los niveles de expresion de los receptores MT, y MT,, de AANAT
y de melatonina variarian a lo largo de la gestacion en todo el eje reproductivo, asi
como en funcién de la disponibilidad luminica.

4. Estudiar la accién de melatonina sobre la secrecion de GnRH y LH en cultivos de explantos
hipotalamicos e hipofisarios, respectivamente, suplementados con melatonina o con
antagonistas de sus receptores.

» Hipdtesis particular: en la vizcacha, la liberacion de GnRH hipotalamica y de LH
hipofisaria se veria afectada por accion de la melatonina.

5. Estudiar la interaccion entre melatonina y estrégenos sobre la sintesis y liberacion pulsatil
de GnRH
» Hipotesis particular: la liberacion de GnRH hipotalamica de vizcacha estaria
modulada por la accion combinada de melatonina y estrogenos.
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5.1 ETICA

Los protocolos experimentales desarrollados fueron evaluados y aprobados por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires (con fecha de aprobacion
23/11/2015), y por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion
(CICUAE) de la Universidad Maimonides (Resolucion N° 7/2013). La manipulacion y sacrificio
de los animales fueron realizados en conformidad con los estandares internacionales de uso
de animales de experimentacion, definidos en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH) (NIH 1985, NRC
2011) y en la Guia para el Uso y Cuidado de Animales Silvestres del Consejo Canadiense
de Proteccion de los Animales (CCAC, 2003). Los procedimientos fueron disefiados para
optimizar las muestras y minimizar el numero de los animales empleados y su sufrimiento.
Los tejidos que no se usaron para el desarrollo del presente trabajo, como el utero, musculo,
las mamas, cerebros, embriones y otras glandulas, fueron utilizados por otros miembros del
equipo de investigacion.

5.2 CAPTURAY MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES

Se utilizaron vizcachas hembras adultas, provenientes de una poblacién natural establecida
en la Estacion de Cria de Animales Silvestres (ECAS, Villa Elisa, Buenos Aires), dependiente
de la Direccion de Flora y Fauna del Ministerio de Asuntos Agrarios de la Provincia de
Buenos Aires (Argentina), con quien la Universidad Maimonides ha establecido un convenio
de colaboracién. Los animales fueron capturados a campo mediante el uso de trampas de
captura viva ubicadas en los accesos de las vizcacheras, por personal entrenado del ECAS,
y se albergaron en jaulas dentro de un corral, donde fueron alimentadas con fardo de alfalfa y
agua y cuidadas, hasta el momento del traslado hacia la Universidad Maimonides. El traslado
se realizé en jaulas para ovejas con reja frontal, tapadas con una lona (de manera de evitar
el stress luminico del transporte) dentro de una camioneta con aire acondicionado. Al llegar al
Centro de Investigacion y Desarrollo de Modelos Experimentales (CIDME) de la Universidad
Maimaonides, los animales se alojaron en una sala exclusiva para vizcachas con un sistema de
extraccioén de aire continua, temperatura ambiental de 23-25°C y condiciones luminicas de 14
horas de luz ténue y 10 horas de luz azul (luz de luna), salvo que se indique lo contrario. Dentro
de la sala, las vizcachas se ubicaron en jaulas de 1 m?® de capacidad que pueden albergar
hasta 4 animales, con un sector oscuro para simular la vida subterranea, y con una bandeja
removible con cama de material absorbente para su limpieza diaria. En el caso del alojamiento
de animales en época de prefiez a término, se realizaron modificaciones a la jaula de manera
de contar con una cama de viruta sobre un piso soélido y liso, para favorecer el bienestar de las
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crias que pudieran nacer en cautiverio, asegurandose que los elementos utilizados no tengan
sectores cortopunzantes que puedan dafiar a los animales. La alimentacién consistié en agua
ad libitum, granos de maiz secos y fardo de alfalfa, frutas, y vegetales, complementandose
con alimento balanceado para conejos durante la época de gestacion. A menos que se indique
lo contrario, los animales fueron sacrificados 48 horas luego de su arribo a las instalaciones,
con el fin de disminuir el stress ocasionado por el traslado y el cambio de habitat.

5.3 ANESTESIA, EUTANASIA Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Los animales fueron anestesiados mediante una inyeccion intramuscular de 13.5 mg/kg
de clorhidrato de ketamina (Holliday Scott S.A., Buenos Aires, Argentina) y 0.6 mg/kg de
clorhidrato de xilacina (Laboratorios Richmond, Buenos Aires, Argentina), entre las 10 am
y las 12 pm. Una vez anestesiados, se tomaron muestras de sangre mediante puncion de
la vena cava inferior, que fueron preservadas en tubos heparinizados para determinaciones
serologicas posteriores. Posteriormente, los animales fueron sacrificados con una inyeccion
intracardiaca de 0.5 ml/kg de Euthanyle® (pentobarbital sédico y difenilhidantoina sddica,
Brouwer S.A., Buenos Aires, Argentina) y decapitados para la extraccion inmediata del cerebro,
la hipdfisis y los ovarios Segun el requerimiento de la técnica, algunos tejidos fueron fijados
en una solucion fria de paraformaldehido (Sigma-Aldrich Inc., Missouri, Estados Unidos) al
4% en buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4) para posteriores estudios de inmunohistoquimica
e inmunofluorescencia; otros tejidos se congelaron inmediatamente con hielo seco, y fueron
almacenados a -80°C hasta su utilizacion para el analisis de proteinas o acidos nucleicos, o
colocados en tubos tipo Eppendorf con 1 ml de buffer frio para los ensayos de pulsatilidad.
La edad de los animales se determind mediante el peso del cristalino seco, segun Jackson
(1986). Debido a que los animales fueron capturados a campo, los grupos de vizcachas
utilizados en los diversos enfoques experimentales fueron homogéneos, de acuerdo a su
tamafro, edad y peso corporal.

5.3.1 Criterios de diseccién de los érganos

Para los ensayos de pulsatilidad, el hipotdlamo se disecciond siguiendo anteriormente los
bordes anterior, posterior y lateral del quiasma o&ptico, y posteriormente por los cuerpos
mamilares, segun Dorfman y col. (2013). Para los ensayos que requirieron congelamiento del
tejido, el hipotalamo anterior fue separado siguiendo el borde anterior y lateral del quiasma
optico, y posteriormente por la linea que pasa por delante del infundibulo. En ambos casos,
se considerd una profundidad de 4 milimetros. Una vez separado el cerebro, se expuso la
hipdfisis en el craneo, la cual se extrajo de la silla turca previa remocion de la capa de tejido
conjuntivo que la cubria. La glandula pineal fue extraida luego de la remocion de los I6bulos
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occipitales cerebrales y de la separacion del vaso sanguineo que la alimenta. Los ovarios
fueron extraidos mediante diseccién de los ligamentos y del oviducto, e inspeccionados
macroscépicamente en busqueda de estigmas ovulatorios, y luego fueron almacenados en
funcion de la técnica a desarrollar.

5.4 ENFOQUES EXPERIMENTALES

5.4.1 Primer enfoque: Disponibilidad luminica y modulacién del eje H.H.G

Con el fin de determinar la influencia del fotoperiodo sobre la actividad del eje reproductivo de

la vizcacha, se dispuso de dos grupos experimentales:

1. Hembras no prefiadas no ovulando (NPNO, capturadas en septiembre) y hembras
gestantes capturadas en las fases de prefiez temprana (PTEM, abril), prefiez media
(PMED, julio) y prefiez a término (PTER, agosto). La edad gestacional se estimé6 de
acuerdo al mes de captura y el estado de desarrollo fetal, segun lo descripto por Leopardo
y col. (2011). Las capturas fueron planificadas para lograr la obtenciéon de animales
representativos de las diferentes fases, considerando la descripcion de Llanos y Crespo
(1952) y la experiencia de nuestro grupo de trabajo sobre el modelo animal (Jensen y col.,
2006, 2008; Dorfman y col., 2011, 2013; Leopardo y col., 2011; Willis, 2011; Gonzalez y
col., 2012; Halperin y col., 2013; Fraunhoffer y col., 2017; Inserra y col., 2014, 2017). En
estos animales se estudid la expresion de la enzima AANAT en la glandula pineal y de
los receptores de melatonina hipotalamicos (ambos a nivel de ARNm y proteina), y se
determinaron los niveles séricos de melatonina. Se trabajé con un n = 20 (5 animales por
grupo experimental), considerando a las vizcachas capturadas para este trabajo y el tejido
previamente recolectado y almacenado por otras lineas de trabajo del laboratorio.

2. Hembras adultas no prefiadas no ovulando (NPNO) capturadas en septiembre. Los
animales se separaron equitativamente en tres grupos experimentales (n = 15, 5 animales
por grupo experimental), siguiendo el protocolo de trabajo descripto por Guzman y col.
(1980): 1) animales expuestos a un fotoperiodo de 12 horas de luz ténue seguidas de
12 horas de luz de luna (grupo Control), 2) animales expuestos a iluminaciéon continua
(grupo Luz), y 3) animales en oscuridad constante (grupo Oscuridad). Luego de 15 dias,
las vizcachas fueron sacrificadas como se indicd anteriormente. Para conocer el efecto de
la disponibilidad luminica directamente sobre la ovulacion, el mismo disefio experimental
se desarroll6 en hembras adultas con induccion de ovulacion (NPi, ver Sincronizacion del
ciclo estral de la vizcacha, en la seccion Materiales y Métodos), contando con unn =15
(5 animales por grupo experimental). En el caso de los animales sometidos a oscuridad
continua, los procedimientos de alimentacion, limpieza y manipulacion fueron realizados
en oscuridad, con iluminacién ténue mediante una ldampara roja (Guzman y col., 1980).
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Durante el traslado de los animales anestesiados hacia el sector de eutanasia, se les
cubrieron los ojos para evitar alteracion de los resultados por efecto de la luz ambiental.
Tanto en los animales NPNO como NPi se estudié la expresion de AANAT, de GnRH
hipotalamica, de los receptores de melatonina hipotalamicos, hipofisarios y ovaricos,
de REa y RE hipotalamicos y del RLH ovarico. Asimismo, se determinaron los niveles
séricos de LH, de melatonina, de cortisol (para descartar el efecto del estrés luminico,
ver seccion Anexo), de E, y P,, y el numero de foliculos antrales o preantrales y cuerpos
luteos mediante el la observacion de cortes histolégicos de ovarios tefiidos con la técnica
de hematoxilina-eosina (ver Cuantificacion de foliculos antrales y cuerpos luteos, en la
seccion Materiales y Métodos).

5.4.2 Segundo enfoque: Modulacién de GnRH y de LH por melatonina

Para estudiar si la melatonina influye en la secrecion de GnRH, y si actua diferencialmente
de acuerdo a la fase del ciclo estral, se utilizaron hembras adultas NPNO (consideradas en
fase folicular, n = 8) y NPi (con sincronizacion del ciclo estral como se detallé anteriormente
y consideradas en fase lutea, n = 16). Luego del sacrificio de los animales, se extrajo el
hipotalamo y se determiné la liberacién de GnRH mediante la incubacién del érgano en buffer
BKR (grupo Control), o suplementado con melatonina 2.5 yM séla (Sigma-Aldrich Inc., Missouri,
Estados Unidos), combinada con K185 10 uM (inhibidor del receptor MT, Sigma-Aldrich Inc.,
Missouri, Estados Unidos), o combinada con luzindole 10 uM (inhibidor del receptor MT,,
Sigma-Aldrich Inc., Missouri, Estados Unidos). Las concentraciones empleadas se basaron
en las utilizadas en trabajos previos (Isobe y col., 2001; Roy y Belsham, 2002; Kelestimura y
col., 2012). Por otro lado, se determind el efecto de la melatonina sobre la liberaciéon de LH y si
actua diferencialmente de acuerdo a la fase del ciclo estral, mediante incubacién de hipofisis
de hembras NPNO y NPi con buffer BKR (grupo Control) o suplementado con melatonina 2.5
MM (Sigma-Aldrich Inc., Missouri, Estados Unidos). El dosaje hormonal de GnRH y de LH se
realizé mediante radioinmunoensayo (RIA).

5.4.3 Tercer enfoque: Modulacién de GnRH por interaccién de melatonina con
E:

Mediante ensayos de pulsatilidad y la determinacién hormonal por RIA, se estudi6 el efecto
combinado de la melatonina con E, sobre la liberacion de GnRH hipotalamica. Para ello, se
utilizaron hembras NPi cuyos hipotalamos se incubaron en las siguientes condiciones:
¢ Estudio del efecto del neuroestradiol sobre GnRH:

» Tratamiento Control (n = 4): incubacion en buffer BKR.

» Tratamiento Letrozole (n = 4): incubacién en buffer BKR suplementado con letrozole
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10 yM (inhibidor de la enzima aromatasa). La concentracion empleada se baso en la
utilizada en trabajos previos (Sonne-Hansen y Lykkesfeldt, 2005; Lu y col., 2012).

¢ Estudio de la via de accion del neuroestradiol en presencia de melatonina:

>

>

>

Tratamiento Melatonina (n = 4). incubacion en buffer BKR suplementado con
melatonina 2.5 uM.

Tratamiento Melatonina + Letrozole (n = 4): incubacion en buffer BKR suplementado
con melatonina 2.5 yM y letrozole 10 pM.

Tratamiento Melatonina + Antagonistas de los receptores de estrogenos (REs)
(n = 4): incubacién en buffer BKR suplementado con melatonina 2.5 yM, MPP 10 yM
(antagonista del REa) y ciclofenil 10 uM (antagonista del REB). La concentraciones
empleadas se basaron en las utilizadas en trabajos previos (Kuo y col., 2010; Ng y col.,
2009).

¢ Estudio del efecto combinatorio melatonina y estradiol sobre GnRH, y su via de accion:

|
|

>

5.5

Tratamiento Control (n = 4) incubacion en buffer BKR.

Tratamiento Melatonina (n = 4): incubacion en buffer BKR suplementado con melato-
nina 2.5 uM.

Tratamiento Estradiol (n = 4): incubacion en buffer BKR suplementado con estradiol 10
nM. La concentracién empleada se baso en la utilizada en trabajos previos (Matthews y
col., 2006; Yewade y col., 2009).

Tratamiento Melatonina con Estradiol (n = 4): incubacion en buffer BKR suplementado
con melatonina 2.5 yM y estradiol 10 nM.

Tratamiento Melatonina + Agonista de REa (PPT) + Antagonista del RE (ciclofenil)
(n = 4): incubacion en buffer BKR suplementado con melatonina 2.5 yM, PPT 10 uM
y ciclofenil 10 uM. Las concentraciones empleadas se adaptaron de las utilizadas en
trabajos previos (Kraichely y col., 2000; Arreguin-Arevalo y col., 2007; Hu y col., 2008).
Tratamiento Melatonina + Agonista del RE (WAY-200070) + Antagonista del REa
(MPP) (n = 4): incubacién en buffer BKR suplementado con melatonina 2.5 uM, WAY-
20007010 uMy MPP 10 uM. La concentracion de WAY-200070 se adapto de la utilizada en
trabajos previos (Lattrich y col., 2004; Serova y col., 2010; Clipperton-Alleny col., 2011).

TECNICAS EXPERIMENTALES Y DE ANALISIS

5.5.1 Sincronizacion del ciclo estral de la vizcacha

Con el fin de sincronizar el ciclo estral de los animales segun el requerimiento experimental,
se indujo la ovulacion en hembras adultas no prefiadas capturadas en septiembre siguiendo
el protocolo descripto por Willis (2011). Brevemente, mediante inyeccion intramuscular se
administraron diariamente 250 Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG, Novormon 5000,
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Syntex, Argentina) durante tres dias consecutivos. Al cuarto dia, se inyecté una unica dosis
de 1000 Ul de gonadotrofina coriénica humana (hCG, Ovusyn 5000, Syntex, Argentina). Los
animales fueron sacrificados 5 u 11 dias después de la ultima inyeccion (para ensayos de
pulsatilidad o de fotoperiodo, respectivamente).

5.5.2 Estudios del ARNm

5.5.2.1 Extraccion y cuantificacion de ARN

Tanto la mesada de trabajo como el material a utilizar fueron rociados con RNAseZap® (Sigma-
Aldrich Inc., Missouri, Estados Unidos), y se dejé actuar durante 10 minutos para inhibir
RNasas. Luego, el material fue enjuagado con abundante agua destilada y se dejo secar.
Los tejidos congelados fueron homogeneizados en 1 ml de TRIzol® (Invitrogen, California,
Estados Unidos) y centrifugados a 10000 r.p.m. por 5 minutos a 4°C, el sobrenadante se
separo y conservd. Se agregaron 200 pl de cloroformo, se mezclé y se centrifugd a 12500
r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. La fase superior acuosa fue separada e incubada a 4°C con
500 ul de isopropanol durante 10 minutos; luego, se procedio a centrifugar a 7500 r.p.m. por
10 minutos a 4°C, y el sobrenadante se descartd por inversion. Se realizaron dos lavados
del pellet obtenido con adicién de 1 ml de etanol 75%, mezclado y centrifugado a 7500 r.p.m.
por 10 minutos a 4°C. El etanol se descarté por inversién, se dejé evaporar el resto presente
a temperatura ambiente, y se agregaron 20 pl de agua DEPC para resuspender el pellet. El
ARN total obtenido se almacené a -20°C. La concentracion de ARN fue determinada midiendo
la absorbancia a 260 nm (Genequant, Amersham Biosciences, Reino Unido) y su integridad
fue determinada en un gel de agarosa (Genbiotech, Argentina) al 1% en buffer TBE 1X (Tris
0.09 M, acido bodrico 0.045 M y EDTA 0.05 M; pH 8.3), con GelRed® (Biotium, California,
Estados Unidos) como intercalante. La integridad del ARN se corroboré por la presencia de
las subunidades 28S y 18S del ARN ribosomal (ARNT).

5.5.2.2 Sintesis de ADNc

3 hg de ARN total fueron tratados con 1 ul de DNasa | (Invitrogen, California, Estados Unidos),
1 ul de buffer de reaccion 10X (Invitrogen, California, Estados Unidos) y agua DEPC hasta un
volumen de 10 pl, durante 30 minutos a 37°C. La reaccion fue detenida con 1 pl de EDTA 25
mM (Invitrogen, California, Estados Unidos) durante 10 minutos a 65°C. La retrotranscripcion
del ARN se realizd incubando el producto de la reaccion de DNasa con 1.5 ul de random
primers 50 uM (Applied Biosystems, California, Estados Unidos), 1 ul de retrotranscriptasa
RevertAid® M-MuLV (200 U/ul, Fermentas, Massachusetts, Estados Unidos), 4 pl de buffer
First Strand® 5X (Fermentas, Massachusetts, Estados Unidos), 2 ul de una soluciéon de
désoxirribonucledtidos trifosfatos (ANTPs 10 mM, Invitrogen, California, Estados Unidos) y 0.5
I de inhibidor de RNasas RNaseOut® (40 U/ul, Fermentas, Massachusetts, Estados Unidos)
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en un volumen final de reaccion de 20 ul. La reaccion fue llevada a cabo a 72°C durante
10 minutos seguido de 42°C durante 60 minutos, y fue detenida por calentamiento a 70°C
durante 10 minutos. EI ADNc fue conservado a -20°C. Como control negativo, se llevé a cabo
la reaccion omitiendo la retrotranscriptasa, donde la ausencia de ADN amplificado por PCR
indicé el aislamiento de ARN libre de ADN gendmico.

5.5.2.3 Diseno de primers

Mediante los programas informaticos Bioedit (Ibis Biosciences, California, Estados Unidos)
y OligoCalc (version 3.27, Northwestern University, Illinois, Estados Unidos) se alinearon las
secuencias para un ARNm de interés, provenientes de diferentes especies de roedores y de
humano, y sobre regiones conservadas, se disefiaron primers para PCR no cuantitativa con el
objetivo de obtener un amplicdn de extensién que permitiera el disefio de primers especificos
para PCR cuantitativa. Una vez determinados los parametros 6ptimos y la identidad de los
primers por analisis con el algoritmo BLAST (NCBI, NIH, Maryland, Estados Unidos), los
mismos fueron construidos por Invitrogen (Life Technologies, California, Estados Unidos),
resuspendidos en agua con DEPC en una concentracion de 100 uM y almacenados a -80°C
hasta su utilizacion. A continuacién, se realizé una PCR no cuantitativa, incubando 2 ul de
ADNc con 5 ul de buffer para Taq Polimerasa (10X, Fermentas, Massachusetts, Estados
Unidos), 4 ul de MgCl, (25 mM, Fermentas, Massachusetts, Estados Unidos), 5 ul de una
solucion de dNTPs (10 mM, Invitrogen, California, Estados Unidos), 2.5 ul de una solucién
de primer forward (10 uM), 2.5 ul de una solucién de primer reverse (10 uM), y 1.25 pl de Taq
Polimerasa (1 U/ul, Fermentas, Massachusetts, Estados Unidos), y agua con DEPC hasta
completar un volumen de reaccion final de 50 pl. Los parametros de ciclado fueron: 2 minutos
a 95°C seguido por una ronda de PCR de 40 ciclos (30 segundos a 95°C, 30 segundos
a la temperatura de annealing especifica de cada par de primers y 30 segundos a 72°), y
finalmente por un paso final de 5 minutos a 72°C. Los controles negativos realizados en
paralelo consistieron en la omision de ADNc o de primers. Los productos fueron resueltos en
un gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE 1X, junto con una escalera de peso molecular de
100 pares de bases (Invitrogen, California, Estados Unidos). Las bandas obtenidas fueron
escindidas del gel, purificadas con el kit de extraccion de gel MinElute® (Qiagen, Hilden,
Alemania), y secuenciadas con el dispositivo 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
California, Estados Unidos) por la Unidad de Genémica del Instituto de Biotecnologia del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, Argentina). La identidad de la secuencia
y el porcentaje de homologia se determiné con el algoritmo BLAST algoritmo BLAST (NCBI,
NIH, Maryland, Estados Unidos). Para el disefio de primers para PCR cuantitativa de GnRH,
la secuencia utilizada como molde fue la obtenida en vizcacha por RACE PCR. En el caso
de MT, y GAPDH se utilizaron los primers disefiados para PCR no cuantitativa, y para MT,
y AANAT, se disenaron primers especificos sobre la secuencia obtenida en vizcacha (de
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manera “anidada”), procediendo a secuenciar y a analizar la identidad del nuevo producto de
la manera anteriormente especificada (Tabla 7, seccion Anexo).

5.5.2.4 Secuenciaciéon del ARNm de la prepro-hormona liberadora de gonadotropinas
(prepro-GnRH)

Mediante la técnica de 5’- y 3-RACE PCR se amplificé la secuencia del ARNm de la prepro-
GnRH hipotalamica de vizcacha. Para cada extremo, 3 ug de ARN total fue retrotranscripto
utilizando el kit GeneRacer® (L1500, Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos). Para el
extremo 5’, el ARN fue defosforilado por incubacién con 1 yl de RNase Out® (40 U/ul), 1 pl
de fosfatasa intestinal de ternero (CIP, 10 U/pl), 1 ul de CIP Buffer 10X y agua DEPC hasta
un volumen de 10 pl, por 1 hora a 50°C. EI ARN obtenido fue precipitado con una mezcla de
fenol-cloroformo y lavado con etanol 70%. Para remover el Cap ubicado en el extremo 5’, el
ARNm defosforilado se incubd con 1 ul de RNase Out® (40 U/ul), 1 pl de pirofosfatasa acida de
tabaco (TAP, 0.5 U/ul) y 1 pl de buffer TAP, por 1 hora a 37°C. Luego, se procedio a precipitar
el ARN con una mezcla de fenol-cloroformo y se realizé un lavado con etanol 70%. Para ligar
el ARNm obtenido con el GeneRacer® oligo RNA, se incubaron 7 ul del ARNm con 0.25 ug
de GeneRacer® oligo RNA, 1 ul de buffer ligasa 10X, 1 yl de ATP (10 mM), 1 ul de RNase
Out® (40 U/ul) y 1 ul de ligasa de RNA T4 (5 U/ul ), durante 1 hora a 37°C. El ARNm ligado
fue precipitado con fenol-cloroformo y lavado con etanol 70%. Luego, 10 yl del ARNm ligado
fueron retrotranscriptos por incubaciéon con 1 ul de GeneRacer® Oligo dT primer (50 uM), 1
pl de dNTPs (10 mM), 4 ul de DTT (0.1 M), 1 ul del inhibidor de RNasas RNase Out® (40 U/
pl), y 1 ul de retrotranscriptasa Superscript 111® (200 U/ul), por 1 hora a 50°C. A continuacion
se agrego 1 pyl de RNasa H (2 U/ul) y se dejé actuar por 20 minutos a 37°C. Se utilizd
como control ARN de células HelLA. Luego de cada paso, se confirmo la integridad del ARN
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%. La amplificacién de la prepro-GnRH
se llevd a cabo incubando 2 pl de cada ADN copia (ADNc) obtenido, con 3 ul de primer 5
GeneRacer® (10 uM) y 1 ul de un primer reverse especifico (10 uM) para el extremo 5’, o con
3 pl de primer 3 GeneRacer® (10 uM) y 1 ul de un primer forward especifico para el extremo
3’, anhadiendo 5 ul de buffer de PCR para Taq Polimerasa 10X (Fermentas, Massachusetts,
Estados Unidos), 1 ul de mix de dNTPs (10 mM), 1.25 ul de Taq Polimerasa (1 U/ul, Fermentas,
Massachusetts, Estados Unidos), 4 ul de MgCL, (25 mM) y agua DEPC hasta un volumen
final de 50 ul. Se disenaron primers forward y reverse especificos mediante el alineamiento
de secuencias publicadas de los ARNm de la prepro-GnRH de chinchilla (Chinchilla lanigera,
secuencia de referencia del NCBI XM_005373712.1), cobayo (Cavia porcellus, secuencia
de referencia del NCBI NM_001172956.1), degu (Octodon degus, secuencia de referencia
del NCBI XM_004630672.1), raton (Mus musculus, secuencia de referencia del NCBI
NM_008145.2), rata (Rattus norvegicus, secuencia de referencia del NCBINM_012767.2) y de
dos isoformas presentes en Homo sapiens (secuencias de referencia del NCBI NM_000825.3
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y NM_001083111.1), que diferen en la regién 5’ no traducida (5’-UTR). Utilizando el programa
informatico Bioedit (versidén 7.2.5, Ibis Biosciences, Carlsbad, California), se alinearon las
secuencias, se determinaron los fragmentos homodlogos conservados, y sobre ellos fueron
disefiados los primers. Los parametros de ciclado fueron: 2 minutos a 94°C seguido por una
primer ronda de PCR de 5 ciclos (30 segundos a 94°C y 1 minuto a 72°C), luego por una
segunda ronda de 5 ciclos (30 segundos a 94°C y 1 minuto a 70°C), seguido por una tercer
ronda de 25 ciclos (30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 68°C y 1 minuto a 72°C), y finalmente
por un paso final de 10 minutos a 72°C. Los controles negativos realizados en paralelo
consistieron en la omisién de ADNc o de primers. Los productos amplificados se resolvieron
en un gel de agarosa al 1.5% y su presencia fue detectada con un transiluminador ultravioleta
(Labnet DyNALight TM-26, Estados Unidos). Las bandas obtenidas fueron escindidas del
gel, purificadas con el kit de extraccion de gel MinElute® (Qiagen, Hilden, Alemania), y
secuenciadas con el dispositivo 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, California,
Estados Unidos) por la Unidad de Gendmica del Instituto de Biotecnologia del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, Argentina). El ensamblado de las secuencias 3’
y 5’ se realiz6 con el programa informatico Bioedit (version 7.2.5, Ibis Biosciences, Carlsbad,
California). La determinacion de las diferentes regiones del ARNm de la prepro-GnRH de
vizcacha se realizé por comparacion con secuencias publicadas de roedores emparentados
evolutivamente cercanos (chinchilla, cobayo y degu) y evolutivamente lejanos (raton y rata)
y dos isoformas de secuencia presentes en el humano, cuyas secuencias de referencia
del NCBI se mencionan anteriormente. El alineamiento se realizé con el programa Bioedit
(version 7.2.5, Ibis Biosciences, Carlsbad, California), y el porcentaje de homologia se calculd
utilizando el programa DnaSP (version 5.1.0.1, Universidad de Barcelona, Espafa; Rozas,
2009) y el algoritmo BLAST (NCBI, NIH, Maryland, Estados Unidos).

5.5.2.5 PCR cuantitativa (Real Time PCR)

Se incubaron 5 pl de ADNc con 6 pl de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Reino Unido) y una mezcla de primers forward y reverse 0.3 uM (Invitrogen, Life Technologies,
California, Estados Unidos). Las caracteristicas de los primers utilizados asi como de los
parametros de ciclado se exponen en la Tabla 2. El ciclado y las determinaciones cuantitativas
se realizaron con un ciclador Stratagene MPX500 (Stratagene, California, Estados Unidos).
Para confirmar la especificidad de la sefial, los resultados fueron validados en base a la calidad
de las curvas de disociacion generadas al finalizar la corrida. Para cada gen analizado, se
utilizé la expresion del gen constitutivo de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) como normalizador. La determinacion de la existencia de diferencias cuantitativas
significativas en la expresioén de los genes analizados fue realizada con el modelo matematico
de Pfaffl (2001). La relacion de expresion se determind para cada muestra mediante la
formula: (Eplanco)Ca®1anc0)/(Eappn)2CaCAPPH) donde “E” es la eficiencia del par de primers y

MATERIALES Y METODOS 54



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

“ACQ” = CQnormalizacien de ADNc) - CQ(ADNc experimental). La eficiencia de amplificacion de cada juego
de primers se calculd a partir de la pendiente de una curva de amplificacion estandar de
funcion log (ng de cDNA) por reaccion contra el valor Cq (E= 10-{1/pendiente)) | a5 pendientes
de valor 2 £ 0.1y las eficiencias entre 80% y 120% se consideraron éptimas. Cada muestra
fue analizada por triplicado y se emplearon controles negativos para monitorear casos de
contaminacion con ADN. La pureza de los productos amplificados fue corroborada en un
gel de agarosa al 2% (Genbiotech, Argentina) y detectada con un transiluminador de luz
UV (Labnet DyNALight TM-26, Estados Unidos). Las bandas de los productos amplificados
fueron escindidas y los productos fueron purificados empleando el kit de extracciéon MinElute®
(Qiagen, Hilden, Alemania). Los amplicones purificados fueron secuenciados por la Unidad
de Genodmica del Instituto de Biotecnologia del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA, Argentina), empleando un secuenciador 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
California, Estados Unidos). Se empled el software Bioedit (Ibis Biosciences, California,
Estados Unidos) para alinear las secuencias obtenidas con las correspondientes de raton, rata

TABLA 2. PRIMERS EMPLEADOS EN PCR CUANTITATIVA

BLANCO PRIMERS (5’-3’) ESPECIE PRODUCTO  CICLADO

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas. MT,: receptor de melatonina 1. MT,: receptor de melatonina
2. AANAT: arilalquilamina N-acetiltransferasa. GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Sec. codif.:
secuencia codificante. F: primer forward. R: primer reverse. Pb: pares de bases. Min: minuto. Seg: segundo. °C:
grado centigrado. En la secuencia de nucledtidos, “R: Ao G; Y:Co T.

MATERIALES Y METODOS 55



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

y cobayo. El rango de homologia entre las secuencias de vizcacha y las de las otras especies
fue determinado aplicando el software DNAsp (version 5.1.0.1, Universidad de Barcelona,
Espana; Rozas, 2009).

5.5.3 Western blot

5.5.3.1 Extraccién y cuantificacion de proteinas

La region anterior del hipotalamo, la glandula pineal y una porcién de 3 mm? de ovario se
homogeneizaron mecanicamente a 4°C en buffer RIPA (1:3 p/v; PBS 0.1 M con IGEPAL
1%, deoxicolato de sodio 0.5% y dodecilsulfato sodico 0.1%; pH 7.4) suplementado con
inhibidores de proteasas (aprotionina 0.1 uM, leupeptina 0.1 uM, pepstatina 0.1 uM y fluoruro
de fenilmetilsulfonilo 0.2 mM). Los homogenatos se centrifugaron a 12000 r.p.m. durante
30 minutos a 4°C y se recuperd el sobrenadante. En el caso de las glandulas pineales,
los homogenatos fueron concentrados con columnas Amicon® Ultra-0.5 3K (MD Millipore
Corporation, Massachusetts, Estados Unidos). La concentracién proteica de las muestras se
determiné mediante el método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA)
como standard.

5.5.3.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) e inmunodeteccion
de proteinas

Se desnaturalizaron 30 ug de proteinas junto con buffer muestra 4X (Tris-HCI 1 M con SDS
10%, glicerol 30%, azul de bromofenol 0.1% y 2-mercaptoetanol 0.15%; pH 6.8) y luego fueron
separadas en un gel de poliacrilamida al 10% con SDS, incluyendo un gel concentrador al 4%
(29:1 acrilamida:bisacrilamida, Bio-Rad Laboratories, California, Estados Unidos), y utilizando
un buffer Tris-glicina (0.25 M; pH 8.3) en una celda de electroforesis Mini-PROTEAN 1I®
Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories, California, Estados Unidos). Luego, las proteinas
fueron electrotransferidas a una membrana de 0.2 mm de fluoruro de polivinilideno (PVDF,
Inmobilon-P, EMD Millipore Corporation, Massachusetts, Estados Unidos) o de nitrocelulosa,
segun la disponibilidad, a 300 mAmp durante 1 hora a 4°C. Para evitar la union inespecifica
de los anticuerpos a sitios vacios, la membrana fue bloqueada con una mezcla de leche
descremada en polvo al 5% en PBS 0.1 M y Tween-20 0.1%, durante 1 hora en agitacién a
temperatura ambiente. La membrana se incubd con anticuerpo primario especifico para la
proteina de interés (Tabla 3 y Tabla 7 de la seccion Anexo) diluido en PBS 0.1 M-Tween 20
0.1%-leche en polvo descremada 5%, a 4°C durante 24-48 hs. Finalizada la incubacion, las
membranas fueron lavadas en PBS 0.1M-Tween 20 0.1% durante media hora, con cambios
cada 5 minutos, en agitacion a temperatura ambiente. La inmunodeteccion se realizd con
anticuerpo secundario anti IgG especie-especifica acoplado a HRP (Tabla 4), diluido en
PBS 0.1 M-Tween 20 0.1%-leche en polvo descremada 5%. El revelado se realizé con el
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sistema ECL Plus (GE Healthcare Ltd., Amersham Place, Buckinghamshire, Reino Unido), y
se empleo el fotodocumentador ImageQuant 350 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Suecia) para la digitalizaciéon de las bandas obtenidas. El peso de las bandas de proteina se
estimo utilizando una escalera de proteinas comercial (PageRuler®, Fermentas UAB, Vilnius,

Lituania). La densidad optica de la banda de la proteina de interés se normalizé al valor

TABLA 3. ANTICUERPOS PRIMARIOS EMPLEADOS
BLANCO ANTICUERPO ORIGEN MARCA DILUCION DE USO

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas. AANAT: arilalquilamina N-acetiltransferasa. MT,: receptor de
melatonina 1. MT,: receptor de melatonina 2. REa: receptor de estrogenos a. RER: receptor de estrogenos 3. RLH:
receptor de LH. WB: western-blot. IF: inmunofluorescencia.

TABLA 4. ANTICUERPOS SECUNDARIOS EMPLEADOS
ANTICUERPO ORIGEN MARCA DILUCION DE USO

IgG: inmunoglobulina G. HRP: peroxidasa extraida del rabano. IF: inmunofluorescencia. IHQ: inmunohistoquimica.
WB: western-blot.
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de la densidad optica de la banda correspondiente del control de carga proteica (B-actina
o a-tubulina), utilizando los software ImagedJ (versién 1.51j8, NIH, EEUU) e Image Studio
(version 5.2, LI-COR, EEUU).

5.5.4 Determinacion de niveles séricos de 17B-estradiol, progesterona, melato-
nina y cortisol

Las muestras de sangre fueron heparinizadas y se dejaron reposar a temperatura ambiente
hasta observarse la separacion del suero. Luego, se procedié a centrifugarlas a 3000 r.p.m.
durante 15 minutos a temperatura ambiente, y el suero obtenido se alicuoté y almacend
a -20°C. Los niveles séricos de E,, P, y melatonina fueron estimados mediante el uso
de los kits de ELISA EIA 2693, EIA 1561 y EIA 1431, respectivamente (DRG Instruments
GmbH, Alemania). La concentracién de cortisol se determiné en suero con el kit de ELISA
DiaSource KAPDB270 (DIASource ImmunoAssays S.A., Bélgica). El rango de deteccion del
inmunoensayo en fase solida abarcé un rango de 16-2000 pg/ml de E,, 0,18-40 ng/ml de
P,, 1.6-300 pg/ml de melatonina y 0.4-60 ug/dL de cortisol. La lectura de las soluciones fue
realizada a 450 nm (E,, P,y cortisol) 0 a 405 nm (melatonina) con un espectrofotémetro para
microplacas (MQuant, Bio-tek Instruments Inc., Winooski, Vermont, Estados Unidos) y fue
correlacionada a la inversa de la concentracion de la respectiva hormona en la muestra. El
calculo de las concentraciones de las muestras se realizé6 tomando como referencia las curvas
de calibracion provistas por el fabricante. Para calcular el blanco se reemplazé la muestray la
hormona marcada por agua. Todos los animales utilizados fueron analizados. Los resultados
de la determinacion de cortisol sérico se muestran en la Figura 37 en la seccién Anexo.

5.5.5 Ensayo de pulsatilidad de GnRH en explantos de hipotalamo

La modulacion de la pulsatilidad de GnRH bajo diferentes drogas del sistema melatoninérgico
y de la via de los estrégenos (detalladas en la Tabla 5) fue estudiada ex vivo empleando un
método previamente descripto por Catalano y col. (2010). Los cerebros se diseccionaron para
la obtencién de los explantos de hipétalamo; los mismos fueron pesados y preservados por
1 hora en 500 pl de buffer Krebs-Ringer (BKR) (NaCl 115 mM, KCI 4.7 mM, KH,PO, 1.2 mM,
MgSO, 1.2 mM, CaCl, 2.56 mM, HEPES 16 mM, NaHCO, 20 mM, BSA 0.1% y glucosa 25
mM; pH 7.4) refrigerado. Luego, los hipotalamos fueron preincubados, en tubos Eppendorf
gelatinizados, con 500 ul de BKR por 30 minutos a 37°C. A continuacion, el BKR se descarto y
los hipotalamos se incubaron en BKR fresco por 6 horas a 37°C. En intervalos de 7.5 minutos
se recolecté el medio de cada muestra en tubos preparados con gelatina 0.1% y bacitracina 2.5
mM (B0125-250KU, Sigma-Aldrich Inc., Missouri, Estados Unidos), y se reemplazé por medio
fresco (condiciones Control). Con el fin de estudiar la modulacion de la secrecion de GnRH
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por diferentes factores, el BKR fue suplementado con diversos agentes, solos o combinados,
como se indica en la Tabla 5 y en el Tercer enfoque detallado en la seccion Materiales y
Métodos. Todos los medios recolectados fueron almacenados a -20°C hasta su utilizacion.
La concentracion de GnRH fue determinada por radioinmunoensayo (RIA). Los parametros
pulsatiles de GnRH fueron estimados empleando los algoritmos computarizados del programa
informatico Cluster 8 (Pulse_XP) desarrollado por Veldhuis y Johnson (1986). Se utilizé6 una
configuracion de cluster 2x2 y un estadistico de 2 para los picos ascendentes y descendentes
para mantener la tasa de error por falsos positivos y falsos negativos por debajo del 10%

TABLA 5. DROGAS UTILIZADAS PARA LOS ENSAYOS DE PULSATILIDAD DE GnRH Y LH

GRUPO TRATAMIENTO MARCA

K185: N-butanoil 2-(5,6,7-trihidro-11-metoxibenzo[c]ciclohept[2,1-alindol-13-il)etanamina. PPT: 1,3,5-tris(4-
hidroxifenil)-4-propil-1H-pirazol. MPP: metil-piperidino-pirazol. WAY-200070: 7-bromo-2-(4-hidroxifenil)-1,3-
benzoxazol-5-ol.
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(Martinez de la Escalera y col., 1992). Los parametros de la secreciéon hormonal pulsatil
analizados fueron el numero medio de pulsos, el intervalo medio entre pulsos, la duracion
media de cada pulso, la altura media del pulso y la secrecion total en 6 hs. de incubacion.

5.5.6 Ensayo de pulsatilidad de LH en explantos de hipdfisis.

La modulacion de la liberacion de LH bajo la accion de melatonina se estudié con el mismo
sistema y protocolo que para el ensayo de pulsatilidad ex vivo de GnRH. Brevemente, los
cerebros de hembras NPNO y NPi fueron removidos, para poder separar la hipdfisis, pesarla
e incubarla con BKR soélo (condicion Control) o suplementado con melatonina 2.5 pM (Sigma-
Aldrich Inc., Missouri, Estados Unidos) (Tabla 5). En intervalos de 7.5 minutos se recolecto
el medio de cada muestra en tubos preparados con gelatina 0.1% y bacitracina 2.5 mM
(B0125-250KU, Sigma-Aldrich Inc., Missouri, Estados Unidos) y se reemplazé por el medio
fresco correspondiente. Todos los medios recolectados fueron almacenados a -20°C hasta
su utilizacion. La concentracién de LH fue determinada por radioinmunoensayo (RIA). Los
parametros pulsatiles de LH fueron estimados empleando los algoritmos computarizados del
programa informatico Cluster 8 (Pulse_XP) desarrollado por Veldhuis y Johnson (1986). Se
utilizé una configuracion de cluster 2x2 y un estadistico de 2 para los picos ascendentes
y descendentes para mantener la tasa de error por falsos positivos y falsos negativos por
debajo del 10% (Martinez de la Escalera y col., 1992).

5.5.7 Radiocinmunoensayo (RIA)

5.5.7.1 Extraccion de proteinas

Las secciones anteriores de los hipotalamos fueron homogeneizadas por separado en 100 pl
de HCI 0.1 N, y los homogenatos se centrifugaron a 13000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C.
Los sobrenadantes se recuperaron y conservaron a -20°C. El contenido proteico de cada
muestra se determiné por el método de Bradford (1976).

5.5.7.2 Determinacion de GnRH

La concentracion de GnRH en los homogenatos de hipotalamo anterior o de los medio s
recuperados del ensayo de pulsatilidad fue determinada por RIA, siguiendo el protocolo
previamente descripto para raton (Di Giorgio y col., 2013), y que fue puesto a punto y validado
para vizcacha (Dorfmany col., 2013). Cada muestra se analiz6 por duplicado. GnRH se marcé
radioactivamente con %1 (NEZ 033H lodine 125, Perkin Elmer, Life and Analytical Science,
Massachusetts, Estados Unidos) de acuerdo al método cloramina-T (Greenwood y col.,
1963). 20 ul de sobrenadante hipotalamico o 200 pl de medio de los ensayos de pulsatilidad
fueron incubados toda la noche en tubos tipo Khan con 100 yl de un anticuerpo anti-GnRH
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policlonal, preparado en conejo (HU60, que reconoce GnRH1y GnRH2, dilucién final 1:50000),
gentilmente donado por el Dr. Urbanski (Division of Neuroscience, Oregon National Primate
Research Center), 100 yl de GhnRH marcada radioactivamente, en una dilucién del rango de
9000-12000 cuentas por minuto (c.p.m.), y buffer RIA (Na,HPO, 50 mM, NaH,PO, 50 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, azida sédica 15 mM y BSA 0.5%; pH 7.6) hasta un volumen final
de 500 pl. Al dia siguiente, las muestras fueron incubadas con 2 ml de etanol absoluto helado
(-20°C) para precipitar el complejo anticuerpo-hormona, durante 30 minutos a 4°C. Luego,
las muestras fueron centrifugadas a 3000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C, se descarto el
sobrenadante por inversion y se dejé secar los pellets a temperatura ambiente. Las c.p.m.
de los pellets fueron estimadas empleando un contador gamma (Cobra [l Gamma Counter
5010, Packard, Estados Unidos). Se construyé una curva de calibracion de 11 puntos de
concentraciones conocidas de GnRH por duplicado, incluyendo 2 tubos de cuentas totales
(consistiendo en unicamente 100 yl de GnRH marcada, con un rango de 9000 a 12000 c.p.m.),
4 maximos (100 pl de anticuerpo junto con 100 ul de GnRH marcada y 300 ul de buffer RIA)
y 2 puntos de reaccion inespecifica (100 yl de GnRH marcada y 400 pl de buffer RIA). Los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron 7.2% y 11.6%, respectivamente. El limite
de deteccion fue 1.5 pg. Los resultados del contenido de GnRH hipotalamica se expresaron
como el cociente entre el valor de GnRH obtenido por RIA y el contenido proteico de cada
muestra determinado por el método de Bradford (1976), en pg/ug de proteina total. En el caso
de los ensayos de pulsatilidades, el cociente obtenido se relativizé al peso en miligramos (mg)
del hipotalamo incubado, expresandose el resultado como pg/mg de tejido. Esta técnica se
desarrollé en el laboratorio de la Dra. Victoria Lux-Lantos en el IByME (Instituto de Biologia y
Medicina Experimental, CONICET, Argentina).

5.5.7.3 Determinacién de LH sérica

La concentracion de LH sérica o en el medio recuperado del ensayo de pulsatilidad se estimé
utilizando los kits del National Hormone and Pituitary Program del National Institute of Diabetes,
Digestive and Kidney Disease de los Estados Unidos. LH se marcé radioactivamente con |
(NEZ 033H lodine 125, Perkin Elmer, Life and Analytical Science, Massachusetts, Estados
Unidos) de acuerdo al método cloramina-T (Greenwood y col., 1963), y segun descripciones
previas (Catalano y col., 2010; Di Giorgio y col., 2013). En tubos de vidrio de hemdlisis se
incubaron durante toda la noche (a temperatura ambiente) 50 pl de suero o 10 ul de medio
de los ensayos de pulsatilidad junto con albumina de huevo (EA) al 1% (Sigma-Aldrich Inc.,
Missouri, Estados Unidos) en PBS 0.01 M (3.43 ml de NaH,PO, 0.5 M, 17.14 ml de Na,HPO,
0.5M.,8.74 gr. de NaCl, y 0.2 gr. de azida sdédica; pH 7.4), 100 ul de un anticuerpo anti-LH-S11
de rata (AFPC697071P) en PBS 0.01 M con EDTA disédico dihidrato 50 mM y suero normal de
conejo al 0.25% (dilucién del anticuerpo: 1:980000), y 100 pl de LH marcada radioactivamente
(15000-20000 c.p.m.), hasta un volumen final de 400 pl. Al dia siguiente, a cada tubo se le
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agregaron 500 pl de una dilucion 1:980 de un anticuerpo anti-conejo (provisto gentilmente por
la Dra. Lux-Lantos) disuelto en PBS 0.01 My polietilenglicol 8% (Sigma-Aldrich Inc., Missouri,
Estados Unidos). Se dejé actuar durante 2 horas a temperatura ambiente y luego por una
hora mas a 4°C. A continuacion, los tubos fueron centrifugados durante 30 minutos a 3000
r.p.m. a temperatura ambiente, y el sobrenadante liquido fue descartado por aspiracion. Las
c.p-m. de los pellets fueron estimadas empleando un contador gamma (Cobra Il Gamma
Counter 5010, Packard, Estados Unidos). Se construy6 una curva de calibracion de 10 puntos
de concentraciones conocidas de LH por duplicado, incluyendo 2 tubos de cuentas totales
(consistiendo en unicamente 100 pl de LH marcada, con un rango de 15000 a 20000 c.p.m.), 4
maximos (200 pl de PBS 0.01 M-EA 1%, 100 pl de anticuerpo primario, 100 yl de LH marcada
y 500 ul de anticuerpo secundario) y 2 puntos de reaccion inespecifica (200 yl PBS 0.01 M-EA
1%, 100 pl de buffer PBS 0.01 M-EDTA 50 mM-suero normal de conejo 0.25%, 100 pl de LH
marcada y 500 pl de anticuerpo secundario). La sensibilidad del ensayo fue de 0,31 ng/ml.
Los coeficientes de variacion intra e inter-especificos fueron 7,2% y 11,4%, respectivamente.
Se emple6 un pool de homogenatos de hipdfisis con alto contenido de LH para preparar una
curva de calibracion para vizcacha, cuyo paralelismo con el estandar de rata fue confirmado
(Dorfman y col., 2013). Los resultados del contenido de LH sérica se expresaron en ng/ml;
en el caso de los ensayos de pulsatilidad, los resultados se relativizaron al peso en mg de
la hipdfisis incubada, expresandose el valor en ng/mg de tejido. Esta técnica se desarrolld
en el laboratorio de la Dra. Victoria Lux-Lantos en el IBYyME (Instituto de Biologia y Medicina
Experimental, CONICET, Argentina).

5.5.8 Inmunohistoguimica e inmunofluorescencia con microscopia confocal.

5.5.8.1 Procesamiento de los tejidos

Una vez removidos, los cerebros fueron diseccionados coronalmente en bloques de 5
milimetros (mm) de espesor (conteniendo el hipotalamo completo y la glandula pineal) y fijados
en PFA 4% disuelto en PBS 0.1 M (pH 7.4, 4°C), por 72 horas. Luego, se lavaron en PBS
0.1 M y se procedi6 a su deshidratacion por incubacion en soluciones de concentraciones
crecientes de etanol (70, 80 95 y 100%), seguido por una inmersién en xilol y finalmente
se embebieron en parafina. Se realizaron cortes de 5 ym de espesor en la region cerebral
que contiene al hipotalamo y la glandula pineal, y los mismos se montaron en portaobjetos
positivados. Una de cada 10 secciones se separd y se tind mediante la técnica de Nissl con el
objeto de localizar e identificar los nucleos hipotaldamicos, de acuerdo a descripciones previas
(Dorfman y col., 2011) o con hematoxilina para visualizar nucleos celulares. Se utilizaron
cerebros de 4 hembras NPNO.
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5.5.8.2 Inmunohistoquimica

Para determinar si la glandula pineal de la vizcacha expresa la enzima AANAT, se realiz6 la
técnica de inmunohistoquimica. Para ello, secciones a la altura de la glandula pineal fueron
desparafinadas con xilol y rehidratadas por incubaciéon con una serie de concentraciones
decrecientes de etanol (100, 95 y 70%), agua destilada y PBS 0.1 M. Luego, se realiz6 la
recuperacion antigénica mediante incubacion de los cortes en buffer citrato (citrato de sodio
10 mM con Tritén al 2%; pH 6) durante 20 minutos a 100°C, seguido de 20 minutos de enfriado
a temperatura ambiente. A continuacion, se bloqueé la actividad de la peroxidasa enddégena
mediante incubacioén de los cortes en una solucién de peroxido de hidrégeno al 2% en metanol
durante 20 minutos. Para aumentar la especificidad de la reaccion, las secciones fueron
bloqueadas con una solucion al 10% de suero normal de cabra, en PBS 0.1 M con Tween 20
0.2% (pH 7.4), durante una hora a temperatura ambiente. Los cortes fueron incubados toda la
noche con anticuerpo anti-AANAT hecho en conejo (Tabla 3 y Tabla 7 de la seccién Anexo)
diluido en PBS 1 M con Tritén 2% (pH 7.4) y suero normal de cabra al 1%. La especificidad del
anticuerpo fue corroborada en secciones histologicas adyacentes por omision del anticuerpo
primario o mediante la pre-adsorcion del anticuerpo por su péptido bloqueante comercial. La
inmunorreactividad fue desarrollada incubando las secciones con un anticuerpo anti-conejo
biotinilado (Tabla 4) durante 1 hora a temperatura ambiente, y amplificada por incubacion
con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC Vectastain® Elite kit, Vector Laboratories,
California, Estados Unidos) durante 30 minutos a temperatura ambiente. La reaccién fue
visualizada con 3,3’-diaminobencidina (DAB) intensificada con sulfato de amonio y niquel
(DAB kit®, Vector Laboratories, California, Estados Unidos), que produce una marca de color
negro. Por ultimo, las secciones fueron deshidratadas mediante incubacién con una serie de
concentraciones crecientes de etanol (70, 95 y 100%), se sumergieron brevemente en Neo-
Clear® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), y fueron cubiertas con cubreobjetos.

5.5.8.3 Inmunofluorescencia con microscopia confocal

Para determinar la presencia de los receptores MT, y MT, en el hipotalamo vy si existe co-
localizacion con GnRH, los tejidos se procesaron del mismo modo que parainmunohistoquimica,
omitiendo el bloqueo de la actividad de la peroxidasa enddgena. El ensayo se realizdé en 3
dias y cada anticuerpo se incubé independientemente. Las secciones se incubaron toda la
noche los anticuerpos primarios anti-GnRH y anti-receptor MT,, o anti-GnRH y anti-receptor
MT, (en las concentraciones indicadas en la Tabla 3, con mas informacion en la Tabla 7
de la seccion Anexo) y al dia siguiente se incubd con anticuerpos secundarios especie-
especificos marcados con los fluorocromos Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 555 (Invitrogen,
Life Technologies, Nueva York, Estados Unidos), en las condiciones detalladas en la Tabla
4. L a especificidad del anticuerpo fue corroborada en secciones histoldgicas adyacentes por
omision del anticuerpo primario (para MT, y MT,) o mediante la pre-adsorcion del anticuerpo
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por su péptido bloqueante comercial (para GnRH, L7134, Sigma-Aldrich Inc., Missouri, Estados
Unidos). Finalmente, las secciones fueron cubiertas con cubreobjetos utilizando el medio de
montaje para fluorescencia Vectashield® (Vector Laboratories, California, Estados Unidos).

5.5.8.4 Cuantificacion de foliculos antrales y cuerpos Iuteos

La determinacion de los grupos de trabajo, asi como la evaluacion del estado ovarico en
los animales del ensayo de fotoperiodo incluy6 el estado ovulatorio y el grado de desarrollo
folicular en base a descripciones previas (Leopardo y col, 2011; Dorfman y col., 2013; Inserra
y col., 2014; Fraunhoffer Navarro, 2014). En los animales del ensayo del fotoperiodo, se
determiné la abundancia relativa de los foliculos antrales (tempranos y tardios, éstos ultimos
con un mayor grado de desarrollo del antro) y de cuerpos luteos (primarios y secundarios)
en secciones histolégicas de ovario tefiidas con hematoxilina y eosina. Aquellos cuerpos
luteos con retencion del oocito fueron clasificados como cuerpos Iuteos secundarios, segun
descripciones previas (Rowlands y Weir, 1974; Dorfmanyy col., 2013). La cuantificacion consistié
en el recuento bajo microscopio 6ptico del nimero de estructuras presentes por campo a una
magnificacion de 10X (Flamini y col., 2009; Fraunhoffer y col., 2017). Se evaluaron 10 campos
diferentes por corte (correspondientes a la corteza del ovario) evitando la superposicion de
los mismos, en 3 cortes por ovario separados 50 um entre si. En los 30 campos evaluados
unicamente se contabilizaron los foliculos antrales (tempranos y tardios) y cuerpos luteos

FIGURA 9. CARACTERISTICAS DEL OVARIO DE L. maximus
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Ovario Restos de
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A. Fotografia de un ovario aislado de vizcacha, donde puede observarse su morfologia aplanada e invaginada,
con abundantes estigmas ovulatorios. B. Imagen histoldgica representativa de un corte longitudinal de ovario de
vizcacha en la que se aprecian diferentes estadios de la foliculogénesis y asi como la estructura del érgano. C.
Imagen histologica representativa de un foliculo antral temprano, donde se observa la existencia de espacios
internos, que luego conformaran el antro. D. Imagen histolégica representativa de un foliculo antral tardio, donde
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se observa la presencia definida del antro (indicado con un asterisco). E. Imagen histolégica representativa de
un cuerpo luteo primario. F. Imagen histolégica representativa de un cuerpo liteo secundario, con retencion del
oocito. CL: cuerpo luteo primario. CL2: cuerpo luteo secundario. FAtem: foliculo antral temprano. FAtar: foliculo
antral tardio. Md: médula. B-F: tincién con hematoxilina y eosina. Barras de escala: A: 1 cm; B: 100 um; C, D, Ey
F: 50 ym.

(primarios y secundarios) debido a que son las estructuras que en otras especies presentan
mayor actividad esteroidogénica respecto de los estadios previos de la foliculogénesis
(Edson y col., 2009), y no se diferencio entre estructuras saludables y atrésicas. Los estadios
foliculares estudiados se muestran en la Figura 9. Los resultados obtenidos se expresaron
como el promedio de la suma de cada estructura identificada en los 10 campos de cada corte
evaluado, a partir del empleo de la siguiente formula:

(ZXN)g,+ (ZXN), + (2Xn),,

3
Donde Xn es el numero de foliculos antrales o cuerpos luteos correspondientes a cada campo

Xntmero de cada estructura =

(n) y Cn es el corte al que pertenecen esos campos.

5.5.9 Anadlisis de imagenes

Las imagenes de inmunohistoquimica fueron capturadas con un microscopio Ooptico
(BX40, Olympus Optical Corporation, Tokio, Japon), acoplado a una camara digital (390CU
3.2 Megapixel CCD Camera, Micrometrics, Espafia), mediante el programa informatico
Micrometrics SE P4 (Standard Edition Premium 4, Micrometrics, Espafia). Las secciones
se seleccionaron cuidadosamente para obtener regiones hipotalamicas comparables y las
imagenes fueron tomadas bajo condiciones de captura estandarizadas para evitar factores de
variabilidad externa. Los analisis de co-localizacion se realizaron con un microscopio laser con
el programa informatico EZ-C1 (EZ-C1 Software v3.9, Nikon Ltd., Londres, Reino Unido). Se
utilizé el programa informatico de edicion de imagenes Adobe Photoshop (Adobe Photoshop
CS5, Adobe Systems Inc., Ontario, Canada) para el ajuste digital del brillo y contraste de las
imagenes.

5.5.10 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media * error standard de la media (SEM) de cada grupo
experimental. La existencia de diferencias significativas en comparaciones de solo 2 grupos se
determiné mediante una prueba de t para muestras independientes; para la comparacion de
mas de 2 grupos, se empled un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de un Test
de de Comparaciones Multiples de Newman-Keuls. Los analisis estadisticos se realizaron con
el programa informatico Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., California, Estados Unidos). Las
diferencias fueron consideradas significativas para el valor p < 0.05.
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6.1 SECUENCIACION DE LA PREPRO-HORMONA LIBERADORA
DE GONADOTROFINAS (PREPRO-GnRH) DEL HIPOTALAMO DE
L.. maximus.

Mediante la técnica de 5’- y 3'-RACE PCR, la secuenciacién de los productos obtenidos y el
analisis de su identidad y homologia, se caracterizé al ARNm que codifica para el precursor
de GnRH hipotaldamico, denominado prepro-GnRH (Figura 9). El estudio revel6 la presencia
de dos secuencias: una de 526 pares de bases (pb) y otra de 492 pb. La diferencia entre ellas
radica en una seccion de 34 nucledtidos (nt) ubicada en la regién no traducida del extremo
5 (5-UTR). El marco abierto de lectura abarca 279 nt y codifica para una secuencia de 92
aminodacidos, conservada en ambas isoformas. Su estructura comprende un péptido senal
inicial de 69 nt, seguida por la secuencia de 30 nt correspondiente a la GnRH de mamifero o
mGnRH, y una secuencia de 168 nt equivalente al péptido asociado a GnRH o GAP, ambas
separadas por una region de 9 nt que codifica para 3 aminoacidos que integran un sitio de
clivaje enzimatico. El péptido sefial comienza con el codén inicial ATG y la secuencia de GAP
finaliza con el codén de terminacién TAA. La regién no traducida del extremo 3’ consta de
154 nt, e incluye una sefial de poliadenilacion AGTAAA (ubicada a 3 nt del extremo 5’ de la
cola de Poli A) y una secuencia ATTTA. Las secuencias nucleotidicas de ambas isoformas de
mGnRH de L. maximus fueron cargadas en la base de datos Gen-Bank (Numeros de Acceso
KT003537 y KT336553) (Figura 10).

La secuencia de ARNm obtenida fue alineada con las secuencias de prepro-GnRH previamente
descriptas para otros roedores, observandose un alto grado de homologia entre ellas (Figura
11 y Tabla 6). Se determind un 92% de similitud con la prepro-GnRH completa de C. lanigera,
87% con C. porcellus, 88% con O. degus, 81% con R. norvegicus, 81% con M. musculus y
81% con ambas isoformas de H. sapiens. La regién correspondiente al péptido de GnRH
de vizcacha mostré un 93.3% de homologia con la variante mGnRH clasica, mientras que
la secuencia de GAP exhibié la mayor homologia (93.57%) con la correspondiente de C.
lanigera. La ubicacion de la secuencia de poliadenilacion de L. maximus coincide con la
descripta para C. porcellus. La secuencia de aminoacidos de GnRH deducida para vizcacha
seria idéntica a la determinada en C. lanigera, O. degus, M. musculus, R. norvegicus y H.
sapiens. La comparacion con la secuencia de C. porcellus reveld una sustitucion T x C en
el primer nucleétido del segundo codon, y una sustitucién G x T en el primer nucleétido del
séptimo coddn, mientras que se observaron tres sustituciones de nucledtidos al compararla
con la secuencia de H. sapiens (Figura 11-B y Tabla 6). El trabajo completo fue publicado en
la revista General and Comparative Endocrinology (Charif y col., 2016).
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FIGURA 9. AMPLIFICACION DE GnRH
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Imagen representativa de una electroforesis en un gel de agarosa al 2% de los amplicones obtenidos. Se indican
la posicion del producto de 5 RACE-PCR correspondiente a la variante corta (punta de flecha roja) y a la variante
larga (punta de flecha azul) de GnRH. Calle 1: producto de 5° RACE-PCR. Calle 2: producto de 3' RACE-PCR.
Calle 3: producto de PCR cuantitativa (QPCR) de GnRH-GAP. Calle 4: producto de PCR cuantitativa (QPCR) de
B-actina. Calle 5: marcador de peso molecular de ADN (100 pb). Adaptado de Charif y col. (2016).
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FIGURA 10. SECUENCIA DEL ARNm DE LA GnRH HIPOTALAMICA DE L. maximus
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Secuencia completa del cDNA y aminoacidica deducida de la prepro-GnRH hipotaldmica de la vizcacha. Verde:
peptido sefial. Rojo: GnRH. Naranja: sitio de clivaje enzimatico. Azul: GAP. Negro: 5’-y 3-UTRs. La region 5-UTR
se indica con numeros negativos y representa a la isoforma larga, mientras que los nucleétidos ausentes en la
isoforma corta se muestran recuadrados. Los numeros de los nucleétidos se indican encima de la secuencia. El
codon de inicio del marco abierto de lectura se indica como +1. La regién correspondiente a GAP termina en el
nucleotido 279 con el codon TAA. La seial de poli-adenilacién y la secuencia ATTTA se remarcan en negro, en el
extremo 3. Las flechas sobre la secuencia indican la ubicacion de los primers forward (F) y reverse (R) utilizados
para amplificar el fragmento de GnRH-GAP especifico de vizcacha, y de los primers especificos utilizados en la
RACE-PCR (siendo R5’ el primer reverse y F3’ el primer forward). La secuencia deducida de aminoacidos se indica
debajo de los codones; los aminoacidos predichos correspondientes a GnRH se muestran en negrita. Los limites
exoén-exén deducidos se indican como En. Adaptado de Charif y col. (2016).
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FIGURA 11. ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DEL ARNm de GnRH DE L. maximus
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B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Lagostomus maximus CAG CAC TGG TCC TAT GGE TTG CGT CCT GGA
Chinchilla lanigera CAG CAC TGG TCC TAT GGE [TG CGT CCT GGA
Cavia porcellus CAG TGG TCC TAT GG@ [ETG] CGT cCcT GGa
Octodon degus CAG CAC TGG TCC TAM GGE TTG CGT CCT GGA
Mus musculus CAG CAC TGG TCC TAT GGE TTG CGC CCT GGE
Rattus norvegicus CAG CAC TGG TCC TAT GGE TTG CGC CCT GGE
Homo sapiens var.1 CAG CAC TGG TCC TAT GGA [TG CGC CCT GGA
Homo sapiens var. 2 CAG CAC TGG TCC TAT GGHA [TG CGC CCT GGA

A. Alineamiento de la secuencia obtenida de la prepro-GnRH en vizcacha con aquella de chinchilla (C. lanigera),
cobayo (C. porcelus), degu (O. degus), ratdon (M. musculus), rata (R. norvegicus) y humano (H. sapiens, isoformas
1y 2 de GnRH1). Para maximizar la homologia, las secuencias se alinearon de acuerdo a las secuencias de
GnRH. Los nucleétidos se numeraron respecto del primer nucleétido de la secuencia de cobayo, y los niUmeros se
indican en la parte superior de las secuencias. La secuencia 5-UTR en humano en ambas secuencias muestra
Unicamente la region 3’ de cada una. Los nucleétidos homaélogos se indican sombreados en negro. La linea triple
indica el péptido sefial, la linea gruesa muestra la secuencia de GnRH. La linea doble indica la secuencia del
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sitio de clivaje enzimatico. La linea delgada muestra la secuencia de GAP. B. Alineamiento de las secuencias
nucleotidicas de GnRH de L. maximus, C. lanigera, C. porcellus, O. degus, M. musculus, R. norvegicusy H. sapiens.
Los nucledétidos no homélogos se indican sombreados con negro, y los codones que codifican para aminoacidos
diferentes se remarcan con un cuadrado. El nimero de codones se muestra encima de las secuencias. Adaptado
de Charif y col. (2016).

TABLA 6. PORCENTAJE DE HOMOLOGIA DEL ARNm DE GnRH DE L. maximus CON
OTRAS ESPECIES

Lagostomus maximus
ESPECIE PREPRO-GnRH (%) GnRH (%) GAP (%)

Rattus norvegicus 81.00 93.33 83.63

Octodon degus 88.00 93.33 88.30

Homo sapiens variante 1 81.00 93.33 83.63

La informacion expuesta en la tabla fue adaptada de Charif y col. (2016)

6.2 DISPONIBILIDAD LUMINICA Y MODULACION DEL EJE H.H.G.

6.2.1 Descripcidn, localizacion y variaciones de los componentes del sistema
melatoninérgico central a lo largo del ciclo reproductivo de la vizcacha.

6.2.1.1 Inmunolocalizacién de AANAT en la glandula pineal de la vizcacha

La Figura 12 muestra la localizacion anatomica (A) e histologica (B) de la glandula pineal en
el cerebro de la vizcacha, la cual tiene forma ovoide, se encuentra libre sobre el mesencéfalo
y esta cubierta por sustancia blanca y los I6bulos occipitales. La tincion mediante hematoxilina
y eosina de cortes histolégicos coronales del cerebro a la altura de la glandula pineal permitié
distinguir dos tipos celulares en este 6rgano segun sus caracteristicas nucleares: células
con nucleo redondeado, de gran tamafo, con cromatina poco densa y dispersa, y nucléolo
prominente, y otras células con nucleo ovoide, pequefio, con cromatina densa y homogénea
(Figura 13-A y B). Asimismo, mediante la técnica de inmunohistoquimica, se observé marca
inmunopositiva citoplasmatica para AANAT en células dispersas de forma aleatoria por toda la
glandula pineal de la vizcacha (Figura 13-C, D y E). Se pudieron distinguir dos tipos celulares
inmunomarcados: un conjunto de células de morfologia irregular estrellada, con algunos
procesos inmunorreactivos, y otro grupo de células de forma esférica u ovalada.
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FIGURA 12. LOCALIZACION ANATOMICA E HISTOLOGICA DE LA GLANDULA PINEAL DE
L. maximus

A

Cuerpo calloso

Lobulo frontal GLANDULA PINEAL

Cisura longitudinal

Surco transversal
Lébulo temporal
Mesencéfalo

Loébulo occipital
Lébulo parietal

Cerebelo
Médula espinal

A. Fotografia de la vista dorsal de un cerebro de hembra de vizcacha, donde se destaca la localizacion in situ de la
glandula pineal (los I6bulos occipitales han sido desplazados para permitir su observacion). Barra de escala: 1 cm.
B. Imagen histoldgica representativa de un corte coronal de cerebro de vizcacha a la altura de la glandula pineal,
tefiido con la técnica de Nissl (adaptado de Schmidt, 2013). Barra de escala: 5 mm
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FIGURA 13. INMUNOLOCALIZACION DE AANAT EN LA GLANDULA PINEAL DE LA
VIZCACHA

A. Imagen histolégica representativa de un corte coronal de cerebro de vizcacha a la altura de la glandula
pineal, tefiido con hematoxilina y eosina. B. Detalle del area indicada por el recuadro negro en A, donde se
pueden distinguir dos tipos celulares segun su morfologia nuclear: un grupo con nucleo grande, redondo, de
cromatina palida y nucleolo prominente (indicado con una punta de flecha roja), y otro con nucleo ovalado, con
cromatina densa y homogénea (destacado con una punta de flecha amarilla). C. Imagen representativa de una
inmunohistoquimica para AANAT en un corte coronal de la glandula pineal de la vizcacha. D. Detalle del area
indicada por el recuadro negro en C, donde se muestran dos células con marca citoplasmatica positiva para
AANAT, de morfologia distinta, indicadas por las puntas de flecha roja y amarilla. E. Detalle del area indicada
por el recuadro negro en D, donde se observa una célula inmunopositiva para AANAT de morfologia irregular
(punta de flecha blanca) y otra célula inmunopositiva para AANAT con morfologia esférica regular (punta de flecha
negra). F. Imagen histolégica representativa de una control negativo (por omision del anticuerpo primario) para la
inmunohistoquimica de AANAT en un corte coronal de cerebro de vizcacha a la altura de la glandula pineal. Barras
de escala: B, D, E: 50 um; A, C, F: 200 um.
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6.2.1.2 Expresion de AANAT en la glandula pineal a lo largo del ciclo reproductivo de
la vizcacha

La cuantificacion de la expresion del ARNm de AANAT en la glandula pineal mediante
PCR Cuantitativa arrojo como resultado que durante la gestacion sus niveles fueron
significativamente mayores respecto del grupo NPNO y se mantuvieron sin variaciones (Figura
14-A). Asimismo, la expresion de la proteina AANAT y de los niveles séricos de melatonina
aumentaron de manera significativa (p < 0.05) conforme progresa la gestacion, alcanzando
un valor maximo en los animales con prefiez a término (PTER), en relacién a los animales en
prefiez temprana (PTEM) y media (PMED) y los animales NPNO (Figura 14-B y C).

FIGURA 14. EXPRESION DE AANAT Y NIVELES SERICOS DE MELATONINAA LO LARGO
DEL CICLO REPRODUCTIVO DE LA VIZCACHA
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A. Expresion del ARNm de AANAT, determinada por PCR Cuantitativa. B. Expresion de la proteina AANAT,
determinada por Western Blot. C. Niveles séricos de melatonina (pg/ml), determinados por ELISA. NPNO:
vizcachas no prefiadas no ovulando. PTEM: vizcachas en fase temprana de la gestacion. PMED: vizcachas en
fase media de la gestacion. PTER: vizcachas con prefiez a término. D.O.: densidad optica. kDa: kilodaltons. Letras
diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05).

6.2.1.3 Inmunolocalizacion de MT, y MT, y estudio de la co-localizacion con GnRH en
el hipotalamo de la vizcacha.

La Figura 15-A muestra la ubicacion ventral del hipotalamo in situ, indicando su porcion
anterior y posterior, asi como los limites que se describen en el apartado Criterios de diseccion
de los organos en la seccion Materiales y Métodos. En la Figura 15-B puede observarse
la localizacion histologica del NSQ, NSO y NPeV en el hipotalamo anterior de la vizcacha
(delimitado por el recuadro negro). En la Figura 15-C, D y E se muestra la estructura de cada
nucleo en cortes histolégicos coronales a la altura del hipotalamo tefiidos con la técnica de

Nissl. El estudio por inmunofluorescencia con microscopia confocal de la localizacion de los
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FIGURA 15. LOCALIZACION ANATOMICA E HISTOLOGICA DEL HIPOTALAMO DE L.
maximus

A

Nervio éptico Tracto 6ptico

Tracto olfatorio HIPOTALAMO ANTERIOR

Quiasma 6ptico

Lébulo temporo-parietal
Receso infundibular

Nervio oculomotor

HIPOTALAMO MEDIO-
BASAL

Lobulo piriforme Cuerpos mamilares

Tallo encefalico

A. Fotografia de la vista ventral de un cerebro de hembra de vizcacha, donde se observa la localizacion in situ
del hipotalamo. La linea discontinua indica el limite entre hipotalamo anterior e hipotdlamo medio-basal. Barra
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de escala: 1 cm. B. Imagen histoldgica representativa de un corte coronal de cerebro de vizcacha a la altura del
hipotalamo (delimitado por el recuadro negro), tefiido con la técnica de Nissl. Se observa la ubicacion de los nucleos
supradptico (1), supraquiasmatico (2) y periventricular (3). Barra de escala: 5 mm. Adaptado de Schmidt (2013).
C. Imagen histoldgica representativa de un corte coronal de cerebro de vizcacha a la altura del nucleo supradptico
hipotalamico, tefiido con la técnica de Nissl. Barra de escala: 50 um. D. Imagen histoldgica representativa de un
corte coronal de cerebro de vizcacha a la altura del nucleo supraquiasmatico hipotalamico, tefiido con la técnica de
Nissl. Barra de escala: 200 um. E. Imagen histoldgica representativa de un corte coronal de cerebro de vizcacha a
la altura del nucleo periventricular hipotalamico, tefiido con la técnica de Nissl. Barra de escala: 200 pm. ll1V: tercer
ventriculo. QO: quiasma optico.

receptores de melatonina en el hipotalamo y su co-localizacién con GnRH, permitié determinar
que el NSQ, el NSO y el NPeV-APO expresan MT, (Figura 16-A, B, y C) y MT, (Figura
16-A, B y C), observandose marca inmunopositiva para ambos receptores en la membrana
plasmatica de los somas neuronales (como muestran los insertos de las Figuras 16 y 17).
La marca inmunopositiva para GnRH se observé en neuronas de los 3 nucleos analizados
(Figura16-D, E y F), y todas las células inmunopositivas para GnRH presentaron co-expresion
de MT, (Figura 16-G, H e l) y de MT, (Figura 17-G, H e ). No se observé marca positiva para
los dos receptores de melatonina en neuritas, mientras que se determiné inmunorreactividad
para GnRH en varicosidades axénicas de neuronas del NPeV-APO (Figura 16-F) y del NSQ

(Figura 17-D).
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FIGURA 16. CO-LOCALIZACION DE GnRH Y MT, EN EL HIPOTALAMO DE L. maximus

NPeV-APO

MT +

Negativo

Inmunofluorescencia y co-localizacion por microscopia confocal de GnRH (verde) y MT, (rojo) en nucleo
supraquiasmatico (NSQ) (A, D, G, J), nucleo supradptico (NSO) (B, E, H, K) y nucleo periventricular-area
preoptica (NPeV-APO) (C, F, I, L) en hipotalamo de hembra de vizcacha no prefiada no ovulando (NPNO). La co-
localizacion (MT, + GnRH) se observa en color amarillo (G, H, 1). Los insertos corresponden al detalle recuadrado
en cada fotografia. 111V: tercer ventriculo. QO: quiasma optico. La punta de flecha blanca indica una varicosidad
inmunorreactiva para GnRH en NePV-APO. Los controles negativos (J, K, L) corresponden a incubacién con
los anticuerpos secundarios, con omision del anticuerpo primario. Barras de escala: 50 um. Barra de escala de
insertos: 10 pym.

RESULTADOS 77



Santiago Elias Charif TESIS DOCTORAL

FIGURA 17. CO-LOCALIZACION DE GnRH Y MT,EN EL HIPOTALAMO DE L. maximus

NPeV-APO

Negativo

Inmunofluorescencia y co-localizacion por microscopia confocal de GnRH (verde) y MT, (rojo) en nucleo
supraquiasmatico (NSQ) (A, D, G, J), nucleo supradptico (NSO) (B, E, H, K) y nucleo periventricular-area
preoptica (NPeV-APO) (C, F, I, L) en hipotalamo de hembra de vizcacha no prefiada no ovulando (NPNO). La co-
localizacién (MT, + GnRH) se observa en color amarillo (G, H, 1). Los insertos corresponden al detalle recuadrado
en cada fotografia. llIV: tercer ventriculo. QO: quiasma optico. La punta de flecha blanca indica una varicosidad
inmunorreactiva para GnRH en NePV-APO. Los controles negativos (J, K, L) corresponden a incubacién con
los anticuerpos secundarios, con omision del anticuerpo primario. Barras de escala: 50 ym. Barra de escala de
insertos: 10 um.
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6.2.1.4 Expresion de MT,y MT, en el hipotalamo a lo largo del ciclo reproductivo de la
vizcacha

Se observaron variaciones de la expresion de los receptores de melatonina a lo largo de la
gestacion (Figura 18). El patron de expresion de los ARNm de MT, y de MT, resulté similar, con
niveles significativamente mayores en PMED en relacién a los otros grupos (p < 0.05) (Figura
18-A y C). Llamativamente, la expresion proteinica de ambos receptores no se correlacioné
con la de su ARNm, ni fue similar entre ellos. En PMED se detectaron los niveles mas bajos
de proteina MT, y MT, respecto con los otros grupos (p < 0.05) (Figura 18-B y D).

FIGURA 18. EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE MELATONINA HIPOTALAMICOS A
LO LARGO DEL CICLO REPRODUCTIVO DE LA VIZCACHA
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A. Expresion del ARNm de MT,, determinada por PCR Cuantitativa. B. Expresion proteinica de MT,, determinada
por Western Blot. C. Expresion del ARNm de MT,, determinada por PCR Cuantitativa. D. Expresion proteinica
de MT,, determinada por Western Blot. NPNO: vizcachas no prefiadas no ovulando. PTEM: vizcachas en fase
temprana de la gestacion. PMED: vizcachas en fase media de la gestacion. PTER: vizcachas con prefiez a término.
D.O.: densidad 6ptica. kDa: kilodaltons. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05).
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6.2.2. Efecto del fotoperiodo sobre el eje reproductivo en hembras no preiiadas
no ovulando

Se estudio el efecto de la luz u oscuridad continuos sobre la actividad del eje reproductivo
y algunos componentes del sistema melatoninérgico de la vizcacha. Para ello, se expuso a
hembras capturadas en época de anestro (NPNO) durante 15 dias a luz continua (grupo Luz),
oscuridad continua (grupo Oscuridad) o a un fotoperiodo regular de 12 horas de luz ténue y
12 horas de luz tipo luna (grupo Control).

Mediante PCR Cuantitativa, se estimaron los niveles de expresién del ARNm de AANAT en
la glandula pineal. Como resultado, se observé un aumento significativo en los animales
expuestos a luz constante, respecto de los tratamientos Control y Oscuridad (p < 0.05) (Figura
19-A). El andlisis de la expresion de la proteina AANAT por la técnica de Western Blot arrojé
el mismo patron de variacion (Figura 19-B). Sin embargo, los niveles séricos de melatonina,
determinados con la técnica de ELISA, fueron significativamente menores en los animales del
tratamiento Oscuridad en comparacion los restantes tratamientos (p < 0.05) (Figura 19-C).

FIGURA 19. EXPRESION DE AANAT EN LA GLANDULA PINEAL EN VIZCACHAS NPNO
EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS
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Expresion del ARNm de AANAT en la glandula pineal determinada por PCR Cuantitativa (A), expresion proteinica
de AANAT en la glandula pineal determinada por Western Blot (B) y niveles séricos de melatonina (pg/ml) estimados
por ELISA (C), de hembras de vizcacha NPNO expuestas a luz continua (LUZ), oscuridad continua (OSC) o 12
hs. de luz y 12 hs. de oscuridad (CTL). NPNO: vizcachas no prefiadas no ovulando. D.O.: densidad 6ptica. kDa:
kilodaltons. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05).

El efecto de la luz o de la oscuridad constantes durante 15 dias se evalud, ademas, en los tres
niveles del eje reproductivo (hipotalamico, hipofisario y ovarico), y se estudio la expresion de

los receptores de melatonina MT, y MT, asi como los niveles de las hormonas moduladoras
del eje y la dinamica ovarica.
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A nivel hipotalamico, tanto la luz como la oscuridad continuas redujeron significativamente
los niveles del ARNm de ambos receptores de melatonina con respecto al grupo Control (p
< 0.05) (Figura 20-A y C). Sin embargo, la expresién proteinica no siguié el mismo patron,
observandose mayores niveles de expresion de MT, y de MT, en los animales sometidos
a oscuridad constante, relacion a los restantes tratamientos (p < 0.05) (Figura 20-B y D).
Respecto de la GnRH hipotalamica, los niveles de expresion de su ARNm disminuyeron
significativamente en el grupo “Luz” con respecto a los grupos Control y Oscuridad (Figura
20-E). El patron de expresion proteinica de GnRH resulté similar al del ARNm, identificandose
un aumento significativo en los animales sometidos a oscuridad constante con respeto a los
otros grupos (p < 0.05) (Figura 20-F).

FIGURA 20. EXPRESION HIPOTALAMICA DE GnRH, MT, Y MT, EN VIZCACHAS NPNO
EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS
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Analisis de los niveles de expresion hipotalamica del ARNm (A) y proteina (B) de MT,, del ARNm (C) y proteina
(D) de MT,, y del ARNm (E) y proteina (F) GnRH en hembras de vizcacha NPNO expuestas a luz continua (LUZ),
oscuridad continua (OSC) o0 12 hs. de luzy 12 hs. de oscuridad (CTL). La expresion del ARNm se estimé mediante
PCR Cuantitativa y la expresion proteinica se estimé con la técnica de Western Blot o por RIA. NPNO: vizcachas
no prefiadas no ovulando. D.O.: densidad optica. kDa: kilodaltons. Letras diferentes representan diferencias
significativas (p < 0.05).

En los mismos animales se estudid, mediante la técnica de Western Blot, la expresion
hipotaldamica de los receptores de estrogenos a (REa) y 3 (REB) (Figura 21). Como resultado,
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se observo un aumento significativo de la expresiéon del REa en el grupo Luz (Figura 21-A),
mientras que REB mostré sus niveles mas elevados en el grupo Oscuridad, en comparacion
con los restantes grupos (Figura 21-B).

FIGURA 21. EXPRESION HIPOTALAMICA DE REa Y RER EN VIZCACHAS NPNO EX-
PUESTAS A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS
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Analisis de los niveles de expresion hipotalamica (mediante Western Blot) del REa (A) y del REB (B) en hembras
de vizcacha NPNO expuestas a luz continua (LUZ), oscuridad continua (OSC) 0 12 hs. de luzy 12 hs. de oscuridad
(CTL). La punta de flecha negra indica la banda analizada, correspondiente al RE3 de 66 kDa. NPNO: vizcachas
no prefiadas no ovulando. D.O.: densidad optica. kDa: kilodaltons. Letras diferentes representan diferencias
significativas (p < 0.05).

La cuantificacién de los niveles de LH sérica en estos grupos mediante RIA mostré un
incremento significativo de sus niveles en los animales de los grupos Luz y Oscuridad respecto
del tratamiento Control (p < 0.05) (Figura 22-A). Por otro lado, la expresién proteinica de
los receptores MT, y MT, en la adenohipdfisis fue significativamente menor en los animales
expuestos a luz u oscuridad constantes, comparado con los animales del grupo Control (p <

0.05) (Figura 22-By C).

A nivel ovarico, se observo que los niveles proteinicos de MT, aumentaron significativamente
en los animales expuestos a oscuridad constante, con respecto a los grupos Control y Luz
(p < 0.05) (Figura 23-A), mientras que la expresion de la proteina MT, sufrié una reduccion
significativa en los animales del tratamiento Oscuridad cuando se compardé con los restantes
tratamientos (p < 0.05) (Figura 23-B). Por otro lado, la expresion del receptor de LH (RLH)
siguié el mismo patron que MT,, registrandose un incremento significativo de sus niveles
en los animales expuestos a oscuridad constante, respecto a los grupos Control y Luz (p <
0.05) (Figura 23-C). El estudio de la dinamica ovarica revel un incremento significativo en el
numero de foliculos antrales y de cuerpos luteos, en los animales del tratamiento Luz respecto

RESULTADOS 82



Santiago Elias Charif

TESIS DOCTORAL

FIGURA 22. EXPRESION ADENOHIPOFISARIA DE MT, Y MT,Y NIVELES SERICOS DE LH
EN VIZCACHAS NPNO EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS
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Analisis de los niveles de expresion adenohipofisaria de las proteinas MT, (A) y MT, (B) y estimacion de los niveles
séricos de LH (ng/ml) (C) en hembras de vizcacha NPNO expuestas a luz continua (LUZ), oscuridad continua
(OSC) 0 12 hs. de luz y 12 hs. de oscuridad (CTL). La expresién proteinica se determiné mediante la técnica de
Western Blot y los niveles séricos de LH se estimaron con la técnica de ELISA. NPNO: vizcachas no prefiadas
no ovulando. D.O.: densidad éptica. kDa: kilodaltons. Letras diferentes representan diferencias significativas (p <
0.05).

a los otros dos grupos (p < 0.05) (Figura 23-D). En este analisis, se determindé mediante
ELISA que la concentracion sérica de E, sufrié un incremento significativo en los animales
expuestos a oscuridad constante, respecto a los animales de los restantes tratamientos (p
< 0.05) (Figura 23-E). Asimismo, los niveles mas elevados de P, sérica fueron encontrados
en los animales del grupo Luz, en comparacién con los grupos Oscuridad y Control (Figura

23-F).
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FIGURA 23. VARIACION DE LA FUNCION OVARICAY DEL SISTEMA MELATONINERGICO
EN EL OVARIO DE VIZCACHAS NPNO EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES
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En ovarios de vizcachas NPNO expuestas a diferentes regimenes luminicos se determinaron la expresion
proteinica de MT, (A), de MT, (B) y del RLH (C), el nimero de foliculos antrales (FA) y de cuerpos luteos (CL)
(D) y los niveles séricos de estradiol (E) y de progesterona (F). CTL: vizcachas expuestas a fotoperiodo de 12 hs.
de luz y 12 hs. de oscuridad. LUZ: vizcachas expuestas a luz continua. OSC: vizcachas expuestas a oscuridad
continua. Los niveles de expresion proteinica de MT,, MT, y RLH se estimaron con la técnica de Western Blot.
La determinacion sérica de los niveles hormonales se realizd6 mediante la técnica de ELISA. La cuantificacion de
los foliculos y cuerpos luteos se realizé sobre cortes histolégicos de ovarios tefiidos con hematoxilina y eosina.
NPNO: vizcachas no prefiadas no ovulando. D.O.: densidad 6ptica. kDa: kilodaltons. Letras diferentes representan
diferencias significativas (p < 0.05).

6.2.3 Efecto del fotoperiodo sobre el eje reproductivo en hembras no preiiadas
con induccion de la ovulacion

Se estudio el efecto de la disponibilidad luminica sobre la actividad del eje reproductivo y los
componentes del sistema melatoninérgico en vizcachas en fase lUtea, la cual se logré mediante
la induccidn de la ovulacion (NPi) con el protocolo descripto en el apartado Sincronizacién del
ciclo estral de la vizcacha en la seccion Materiales y Métodos. En simultaneo, se las expuso
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durante 15 dias continuamente a luz (grupo Luz), oscuridad (grupo Oscuridad) o a un o a un
fotoperiodo regular (grupo Control).

Llamativamente, no se observd correlacion entre la expresion del ARNm y de la proteina
de AANAT en la glandula pineal, y los niveles séricos de melatonina. La cuantificacion de la
expresion del ARNm de AANAT no mostré diferencias significativas entre los tres tratamientos
(Figura 24-A). Sin embargo, sus niveles proteinicos aumentaron significativamente en los
animales del grupo Oscuridad, respecto de los otros dos grupos (p < 0.05) (Figura 24-B).
Contrariamente, la concentracion sérica de melatonina se incrementd de manera significativa
en los animales expuestos a luz constante, en comparacion con los expuestos a oscuridad
continua y a un fotoperiodo regular (p < 0.05) (Figura 24-C).

FIGURA 24. EXPRESION DE AANAT EN LA GLANDULA PINEAL EN VIZCACHAS NPi
EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS
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Expresion del ARNm de AANAT en la glandula pineal determinada por PCR Cuantitativa (A), expresion proteinica
de AANAT en la glandula pineal determinada por Western Blot (B) y niveles séricos de melatonina (pg/ml) estimados
por ELISA (C), de hembras de vizcacha NPi expuestas a luz continua (LUZ), oscuridad continua (OSC) 0 12 hs. de
luz'y 12 hs. de oscuridad (CTL). NPi: vizcachas no prefiadas con induccién de la ovulacion. D.O.: densidad optica.
kDa: kilodaltons. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05).

En cuanto a la expresion de los receptores de melatonina hipotalamicos, no se observé un
patron entre ellos en todos los niveles de analisis. El grupo del tratamiento de luz constante
mostré un incremento significativo en expresion del ARNm de MT, (Figura 25-A) mientras
que la expresion proteica fue significativamente mas elevada en el grupo Oscuridad, en
comparacion con los correspondientes grupos restantes (Figura 25-B). El transcripto de MT,
se expreso6 en niveles significativamente mayores en las vizcachas expuestas a oscuridad
constante (Figura 25-C); sin embargo, su expresion proteinica de sufrid una reduccion
significativa en los grupos Oscuridad y Luz respecto de los animales del grupo Control (p
< 0.05) (Figura 25-D). Sorpresivamente, tanto los niveles de ARNm de GnRH como de su
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FIGURA 25. EXPRESION HIPOTALAMICA DE GnRH, MT, Y MT, EN VIZCACHAS NPi
EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS
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Anélisis de los niveles de expresion hipotalamica del ARNm (A) y proteina (B) de MT,, del ARNm (C) y proteina
(D) de MT,, y del ARNm (E) y proteina (F) de GnRH en hembras de vizcacha NPi expuestas a luz continua (LUZ),
oscuridad continua (OSC) 0 12 hs. de luz y 12 hs. de oscuridad (CTL). La expresion del ARNm se estimé mediante
PCR Cuantitativa y la expresion proteinica se estimé con la técnica de Western Blot o por RIA. NPi: vizcachas no
prefiadas con induccion de la ovulacion. D.O.: densidad optica. kDa: kilodaltons. Letras diferentes representan
diferencias significativas (p < 0.05).

proteina hipotalamica no mostraron diferencias significativas entre los tres grupos (Figura
25-A y B). En estos animales también se analizé la expresion hipotalamica de REa y RER,
mediante la tecnica de Western Blot. Como resultado, se observé que los niveles del REa
disminuyeron significativamente en los animales del grupo Luz (p < 0.05) (Figura 26-A); de
manera opuesta, la expresion proteinica del RE fue significativamente mas elevada en este

grupo, en comparacion con los restantes tratamientos (p < 0.05) (Figura 26-B).

En la adenohipdfisis, el receptor MT, mostré niveles proteinicos significativamente mayores
en los animales del tratamiento Oscuridad (Figura 27-A), mientras que la expresion de MT,
se incrementd significativamente en los animales expuestos a luz continua, respecto de los
restantes grupos (p < 0.05) (Figura 27-B). Finalmente, los animales del grupo Luz exhibieron
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FIGURA 26. EXPRESION HIPOTALAMICA DE REa Y REB EN VIZCACHAS NPi EXPUESTAS
A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS
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Andlisis de los niveles de expresion hipotalamica (mediante Western Blot) del REa (A) y del REB (B) en hembras
de vizcacha NPI expuestas a luz continua (LUZ), oscuridad continua (OSC) 0 12 hs. de luz y 12 hs. de oscuridad
(CTL). La punta de flecha negra indica la banda analizada, correspondiente al REB de 66 kDa. NPI: vizcachas no
prefiadas con induccion de la ovulaciéon. D.O.: densidad optica. kDa: kilodaltons. Letras diferentes representan
diferencias significativas (p < 0.05).

los mayores niveles de LH sérica, mientras que el grupo Oscuridad mostré una reduccion
significativa de los mismos (p < 0.05) (Figura 27-A).

FIGURA 27. EXPRESION ADENOHIPOFISARIA DE MT, Y MT,Y NIVELES SERICOS DE LH
EN VIZCACHAS NPi EXPUESTAS A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS
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Analisis de los niveles de expresion adenohipofisaria de las proteinas MT, (A) y MT, (B) y estimacion de los niveles
séricos de LH (ng/ml) (C) en hembras de vizcacha NPi expuestas a luz continua (LUZ), oscuridad continua (OSC)
012 hs. de luzy 12 hs. de oscuridad (CTL). La expresion proteinica se determiné mediante la técnica de Western
Blot y los niveles séricos de LH se estimaron con la técnica de ELISA. NPi: vizcachas no prefiadas con induccion
de la ovulacién. D.O.: densidad éptica. kDa: kilodaltons. Letras diferentes representan diferencias significativas (p
< 0.05).
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En el ovario, la expresion de MT, y MT, aumento significativamente en los animales expuestos
a oscuridad constante, respecto de los restantes grupos (p < 0.05) (Figura 28-Ay B), mientras
que los niveles de RLH no variaron entre los tratamientos (Figura 28-C). Por otro lado, los
animales del grupo Oscuridad exhibieron una reduccion significativa en el numero de foliculos
antrales cuando se comparo con el de los animales de los grupos Control y Luz (p < 0.05)
(Figura 28-D). Llamativamente, no se encontraron diferencias significativas en el numero de
cuerpos luteos entre los tratamientos. La estimacion de los niveles séricos de las hormonas
ovaricas arrojo como resultado un aumento significativo de la concentracion de E, en los
animales expuestos a oscuridad constante (Figura 28-E) mientras que los niveles de P, no
variaron significativamente entre los tratamientos (Figura 28-F).

Cabe aclarar que en ambos estudios, no se observaron variaciones significaivas en los niveles
de cortisol, entre los tres tratamientos (ver seccién Anexo). Asimismo, se intenté determinar la
concentracion sérica de FSH por ELISA y posteriormente por RIA pero no fue posible.

FIGURA 28. VARIACION DE LA FUNCION OVARICAY DEL SISTEMA MELATONINERGICO
EN EL OVARIO DE VIZCACHAS NPi EXPUESTAS ADIFERENTES REGIMENES LUMINICOS
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En ovarios de vizcachas NPi expuestas a diferentes regimenes luminicos se determinaron la expresion proteinica
de MT, (A), de MT, (B) y del RLH (C), el numero de foliculos antrales (FA) y de cuerpos luteos (CL) (D) y los niveles
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séricos de estradiol (E) y de progesterona (F). CTL: vizcachas expuestas a fotoperiodo de 12 hs. de luz y 12 hs.
de oscuridad. LUZ: vizcachas expuestas a luz continua. OSC: vizcachas expuestas a oscuridad continua. Los
niveles de expresion proteinica de MT,, MT, y RLH se estimaron con la técnica de Western Blot. La determinacion
sérica de los niveles hormonales se realizé mediante la técnica de ELISA. La cuantificacion de los foliculos y
cuerpos luteos se realizé sobre cortes histologicos de ovarios teflidos con hematoxilina y eosina. NPi vizcachas
no prefiadas con induccion de la ovulacion. D.O.: densidad optica. kDa: kilodaltons. Letras diferentes representan
diferencias significativas (p < 0.05).

6.3 Modulacion de GnRH y de LH por melatonina

6.3.1 Efecto de la melatonina sobre la pulsatilidad de GnRH en explantos de

hipotalamo
Para determinar la influencia de la melatonina sobre la secrecion de GnRH, y si ello depende de

la fase del ciclo estral, se incubaron hipotalamos de hembras adultas NPNO (en fase folicular)
y NPi (en fase lutea) con melatonina y antagonistas de sus receptores, y se determiné la
pulsatilidad de GnRH. La Figura 29 presenta perfiles representativos del patron de liberacion
ex vivo de GnRH en explantos hipotaldamicos de hembras NPNO, incubados con BKR (Figura
29-A) o con melatonina (Figura 29-B). No se observaron diferencias significativas en ninguno
de los parametros de secrecion de GnRH analizados, entre los tratamientos (Figura 29-C).

FIGURA 29. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA SECRECION PULSATIL DE GnRH
HIPOTALAMICA EN VIZCACHAS NPNO
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Imagenes representativas del patrén pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en explantos
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hipotalamicos de vizcachas NPNO incubados con BKR (A) o con melatonina 2.5 yM (B). Los nimeros sobre
los graficos indican el orden temporal de los pulsos. C. Resultados del andlisis de los parametros de secrecion
pulsatil de GnRH hipotalamica en cada tratamiento. NPNO: vizcachas no prefiadas no ovulando. Letras diferentes
representan diferencias significativas (p < 0.05).

La Figura 30 muestra perfiles representativos del patrén de liberacién de GnRH en explantos
hipotalamicos de hembras sincronizadas tratados ex vivo con BKR (Control) (Figura 30-A),
melatonina sola (Figura 30-B), combinada con luzindole (inhibidor del receptor MT,, Figura
30-C) o combinada con K185 (inhibidor del receptor MT,, Figura 30-D). Los resultados del
analisis de los parametros de pulsatilidad se muestran en la Figura 30-E. El tratamiento con
melatonina incremento significativamente la altura media de los pulsos y la secrecion total de
GnRH en 6 hs de incubacion, en comparacién con los tratamientos Control y Melatonina + K185
(p < 0.05). La combinacion Melatonina + K185 caus6 una reduccion significativa de la altura
media de los pulsos y la secrecion total de GnRH, respecto de los restantes tratamientos (p
< 0.05). No se observaron variaciones significativas en los restantes parametros analizados,
entre los tratamientos experimentales.
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FIGURA 30. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA SECRECION PULSATIL DE GnRH
HIPOTALAMICA EN VIZCACHAS NPi
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Imagenes representativas del patrén pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en explantos
hipotalamicos de vizcachas NPi incubados con BKR (A), con melatonina 2.5 uM sola (B), combinada con luzindole
(inhibidor de MT,) (C) o combinada con K185 (inhibidor de MT,) (D). Los numeros sobre los graficos indican
el orden temporal de los pulsos. E. Resultados del analisis de los parametros de secrecion pulsatil de GnRH

hipotalamica en cada tratamiento. NPi: vizcachas no prefiadas con induccién de la ovulacién. Letras diferentes
representan diferencias significativas (p < 0.05).
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6.3.2 Efecto de la melatonina sobre la pulsatilidad de LH en la hipdfisis

El efecto de la melatonina sobre la secrecion de LH se estudié por incubaciéon de las hipofisis
con BKR o con melatonina. La cuantificacion de la concentracion de LH se realizé mediante la
técnica de RIA y se analizaron los parametros de secrecion de esta hormona.

La Figura 31 presenta perfiles representativos del patron de liberacion ex vivo de LH en
explantos hipofisarios de hembras NPNO incubados con BKR (Control) (Figura 31-A) o
con melatonina (Figura 31-B). Se observé un aumento la duracién media entre pulsos bajo
el tratamiento con melatonina, respecto del tratamiento Control (p < 0.05) (Figura 31-C),
mientras que no se encontraron diferencias significativas debido al efecto de la melatonina en
los restantes parametros de secrecion de LH analizados.

FIGURA 31. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA SECRECION PULSATIL DE LH
HIPOFISARIA EN VIZCACHAS NPNO
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Imagenes representativas del patrén pulsatil de la hormona luteinizante (LH) en explantos hipofisarios de vizcachas
NPNO incubados con BKR (A) o con melatonina 2.5 uM (B). Los ndmeros sobre los graficos indican el orden
temporal de los pulsos. C. Resultados del analisis de los parametros de secrecion pulsatil de LH hipofisaria en cada
tratamiento. NPNO: vizcachas no prefiadas no ovulando. Letras diferentes representan diferencias significativas
(p < 0.05).

La Figura 32 presenta perfiles representativos del patrén de liberacion de LH de hipofisis de

RESULTADOS 92



Santiago Elias Charif

hembras en fase Iutea (NPi) incubadas con BKR (Control) (Figura 32-A) o con melatonina
(Figura 32-B). Como resultado, se registré un incremento significativo en la altura media del
pulso y en la secrecion total de LH (Figura 31-C), y una disminucion en el intervalo medio
entre pulsos, por efecto de la melatonina en relacion al tratamiento Control (p < 0.05). No se
encontraron diferencias significativas por efecto de la melatonina en los restantes parametros
de secrecion de LH analizados.

FIGURA 32. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA SECRECION PULSATIL DE LH
HIPOFISARIA EN VIZCACHAS NPi
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Intervalo medio entre pulsos (minutos) 66.31+5.182 47.08 + 4.57°

Imagenes representativas del patron pulsatil de la hormona luteinizante (LH) en explantos hipofisarios de
vizcachas NPi incubados con BKR (A) o con melatonina 2.5 yM (B). Los numeros sobre los graficos indican el
orden temporal de los pulsos. C. Resultados del analisis de los parametros de secrecion pulsatil de LH hipofisaria
en cada tratamiento. NPi: vizcachas no prefiadas con induccion de la ovulacion. Letras diferentes representan
diferencias significativas (p < 0.05).

6.4 Modulacion de GnRH por interaccion de melatonina con E,

6.4.1 Efecto del neuroestradiol sobre la pulsatilidad de GnRH

Para determinar el rol del estradiol de sintesis local (neuroestradiol) en la secrecién hipotalamica
de GnRH, se incubaron hipotalamos de hembras adultas NPi con BKR o con letrozole (inhibidor
de la enzima aromatasa, que convierte androgenos en estrégenos), se determinaron los
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perfiles de secrecion de GnRH (Figura 33-A para el tratamiento Control y Figura 33-B para
el tratamiento con letrozole) y se compararon los parametros de la pulsatilidad de GnRH.
Como resultado, se observé un incremento significativo en la altura media del pulso y en la
secrecion total de GnRH en el tratamiento con letrozole respecto del tratamiento Control (p
< 0.05) (Figura 33-C), mientras que los restantes parametros no variaron significativamente.
Para confirmar que este efecto resulte de la inhibicion de aromatasa, mediante ELISA se
estimo la concentracion de estradiol y estrona en cada pico de pulsatilidad de GnRH. Se
observaron niveles significativamente menores de ambas hormonas ante el tratamiento con
letrozole en relacién al grupo Control (p < 0.05) (Figura 33-D y E). El trabajo completo fue

FIGURA 33. MODULACION DE LA SECRECION DE GnRH POR NEUROESTRADIOL
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Imagenes representativas del patrén pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en explantos
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hipotalamicos de vizcachas NPi incubados con BKR (A) o con letrozole 10 uM (inhibidor de aromatasa) (B). Los
numeros sobre los graficos indican el orden temporal de los pulsos. C. Resultados del analisis de los parametros
de secrecion pulsatil de GnRH hipotalamica en cada tratamiento. D. Produccion local de estradiol (pg/mg tejido).
E. Produccion local de estrona (pg/mg de tejido) en cada tratamiento. NPi: vizcachas no prefiadas con induccion
de la ovulacion. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05). Adaptado de Charify col. (2017).

publicado en la revista Physiological Reports (Charif y col., 2017).

6.4.2 Efecto del neuroestradiol en presencia de lamelatonina sobre la pulsatilidad
de GnRH

Con el fin de evaluar la accién del neuroestradiol en presencia del neuroestradiol en presencia
de melatonina se incubaron hipotalamos de hembras en fase lutea (NPi) con melatonina sola,
combinada con letrozole, o combinada con un antagonista del REa (MPP) y un antagonista
del RE (ciclofenil). La cuantificacion de la concentraciéon de GnRH se realiz6 con la técnica
de RIAy se analizaron los parametros de secrecion de esta hormona.

La Figura 34 presenta perfiles representativos del patron de liberacién de GnRH en explantos
hipotaldmicos de hembras NPi incubados con melatonina sola (Figura 34-A), combinada con
letrozole (Figura 34-B) o combinada con los antagonistas de los receptores de estrégenos
(REs) (Figura 34-C). Los tratamientos Melatonina + Letrozole y Melatonina + Antagonistas
de REs mostraron un incremento significativo en el numero de pulsos y una reduccion en la
altura media del pulso y en la secrecion total de GnRH, en comparacion con el tratamiento
Melatonina (p < 0.05). Asimismo, se registrd una reduccion en el intervalo medio entre pulsos
cuando se incubd el explanto con melatonina en presencia de los agentes MPP y ciclofenil, los
cuales bloquean la accion del neuroestradiol via REa y REB (Figura 34-D).
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FIGURA 34. EFECTO DE LA MELATONINA EN PRESENCIA DEL NEUROESTRADIOL
SOBRE LA SECRECION DE GnRH
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Imagenes representativas del patron pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en explantos
hipotalamicos de vizcachas NPi incubados con melatonina 2.5 yM sola (A), combinada con letrozole 10 uM (B) o
combinada con MPP 10 uM vy ciclofenil 10 uM (antagonistas de REa y RE, respectivamente) (C). Los numeros
sobre los gréaficos indican el orden temporal de los pulsos. C. Resultados del analisis de los parametros de
secrecion pulsatil de GnRH hipotalamica en cada tratamiento. Antag.: antagonistas. NPi: vizcachas no prefiadas
con induccién de la ovulacion. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05).
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6.4.3 Efecto combinatorio de la melatonina y el estradiol sobre GnRH, y estudio
de su via de accion

Se determind el efecto combinatorio de melatonina'y E, sobre la liberacién de GnRH, mediante
la incubacién de hipotalamos de hembras sincronizadas con BKR (Control), con melatonina
sola, con E, solo, o con melatonina y E,. La cuantificacion de la concentracion de GnRH se
realizé con la técnica de RIA y se analizaron los parametros de secrecion de esta hormona.

La Figura 35 presenta perfiles representativos del patron de liberacién de GnRH en explantos
hipotalamicos de hembras NPi incubados con BKR (Figura 35-A), con melatonina (Figura
35-B), con E, (Figura 35-C) o con melatonina y E, combinados (Figura 35-D). El analisis de
los parametros pulsatiles, expuesto en la Figura 35-E, arrojé como resultado una reduccion
significativa en el numero de pulsos de GnRH debido al tratamiento con melatonina y estradiol,
respecto de los restantes grupos (p < 0.05). Asimismo, esta combinacion causé un incremento
significativo en la altura y duracion medias del pulso, y en la secrecion total de GnRH, en
comparacion con los tratamientos Control, Melatonina, y Estradiol (p < 0.05). Finalmente,
el tratamiento con melatonina aumentd significativamente la altura media del pulso y la
secrecion total de GnRH unicamente respecto a los valores obtenidos en los tratamientos
Control y Estradiol.
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FIGURA 35. EFECTO DE LA MELATONINA Y EL ESTRADIOL SOBRE LA SECRECION DE

GnRH
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Imagenes representativas del patron pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en explantos
hipotalamicos de vizcachas NPi incubados con BKR (A), con melatonina 2.5 yM (B), con estradiol 10 nM (C) o
con la combinacion de melatonina 2.5 uM y estradiol 10 nM (D). Los numeros sobre los graficos indican el orden
temporal de los pulsos. E. Resultados del andlisis de los parametros de secrecion pulsatil de GnRH hipotalamica

en cada tratamiento. NPi: vizcachas no prefiadas con induccion de la ovulacion. Letras diferentes representan
diferencias significativas (p < 0.05).
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En otro experimento, se analizo la via de accion del E, en presencia de melatonina, y el efecto
resultante sobre la secrecion de GnRH. Para ello, se incubaron hipotalamos de hembras NPi
con melatonina sola, combinada con E,, combinada con PPT y con ciclofenil (agonista del REa
y antagonista del RE, respectivamente) o combinada con WAY-200070 y con MPP (agonista
del REB y antagonista del REaq, respectivamente). La cuantificacion de la concentraciéon de
GnRH se realizé con la técnica de RIA y se analizaron los parametros de secrecidén de esta
hormona.

La Figura 36 presenta perfiles representativos del patron de liberacién de GnRH en explantos
hipotaldmicos de hembras NPi incubados con melatonina sola (Figura 36-A), combinada con
E, (Figura 36-B), combinada con PPT y ciclofenil (Figura 36-C) o combinada con WAY-200070
y MPP (Figura 36-D). Los resultados del analisis de los parametros pulsatiles se muestran
en la Figura 36-E. Se registréo una disminucion significativa en el numero de pulsos en el
tratamiento Melatonina + Estradiol respecto de los otros tratamientos (p < 0.05). Al incubar
explantos hipotalamicos con la combinacion de melatonina, agonista del REa y antagonista
del REB, se redujo significativamente la duracién media del pulso respecto del tratamiento
Melatonina + Estradiol (p < 0.05), en el cual ambos REs permanecieron activos. Por otro
lado, la incubacion con melatonina mas el agonista del RE y el antagonista del REa causé
un incremento significativo en la altura media del pulso y en la secrecion total de GnRH al
compararse con los restantes tratamientos (p < 0.05).
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FIGURA 36. EFECTO DE LA VIA DE ACCION DEL ESTRADIOL EN PRESENCIA DE
MELATONINA SOBRE LA SECRECION DE GnRH
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Imagenes representativas del patrén pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en explantos
hipotalamicos de vizcachas NPi incubados con melatonina 2.5 uM sola (A), combinada con estradiol 10 nM (B),
combinada con PPT y con ciclofenil (agonista del REa y antagonista del REB, respectivamente) (C) o combinada
con WAY-200070 y con MPP (agonista del RE y antagonista del REq, respectivamente) (D). Los numeros sobre los
graficos indican el orden temporal de los pulsos. E. Resultados del analisis de los parametros de secrecion pulsatil
de GnRH hipotalamica en cada tratamiento. Ago: agonista. Antago: antagonista. NPi: vizcachas no prefiadas con
induccion de la ovulacion. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05).
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El funcionamiento del eje reproductivo es sincronizado con la informacion fotoperiddica
proveniente del ambiente mediante la hormona melatonina, que es secretada por la glandula
pineal durante la noche y actia mediante los receptores MT, y MT,. En especies que se
reproducen en invierno (reproductores de dia corto o de fotoperiodo negativo) el efecto de la
melatonina es pro-gonadotrdpico, estimulando asi la actividad del hipotalamo y la hipdfisis. El
presente trabajo constituye el primer analisis neuroenddcrino de la accién del fotoperiodo y de
la melatonina sobre la actividad del eje reproductivo de la vizcacha. Ademas, se describid por
primera vez la secuencia del ARNm del precursor de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), denominado prepro-GnRH, asi como el grado de homologia de sus principales
regiones entre especies evolutivamente cercanas y otras mas lejanas. Finalmente, se estudio
la secrecion de GnRH en funcién de la interaccién con los estrogenos de sintesis local y
sistémico con la melatonina.

7.1 EL ARNm DE LA PREPRO-HORMONA LIBERADORA DE GONA-
DOTROPINAS HIPOTALAMICA (PREPRO-GnRH) DE L. maximus.

La descripcion de la secuencia nucleotidica completa de la prepro-GnRH hipotalamica de L.
maximus permitié determinar que la misma pertenece a la variante mGnRH, y que su estructura
aminoacidica deducida posee los tres componentes clasicos de las prepro-GnRH: un péptido
senal, el decapéptido GnRH y GAP (Adelman y col., 1986). La comparaciéon de la secuencia
de L. maximus con aquellas presentes en otras especies arrojé como resultado la prediccion
de 4 exones (Tsai y Zhang, 2008), siendo el primero el que contendria la region 5’-UTR. El
hallazgo de dos isoformas del ARNm de este neuropéptido que difieren en la region 5’-UTR,
si bien inesperado, podria reflejar diferentes procesos de regulacion post-transcripcional. A
pesar de que no se pudo determinar si las isoformas difieren en sus funciones, los resultados
de la electroforesis en gel de agarosa revelaron que el transcripto corto es menos abundante
que el transcripto largo; esto podria implicar un equilibrio dinamico entre estabilidad del ARNm
y la eficiciencia traduccional. El origen de las isoformas a partir de promotores alternativos
presentes en un mismo gen no pudo ser establecido; sin embargo, esto ha sido reportado para
otros factores reguladores del sistema nervioso central como la enzima 6xido nitrico sintasa
neuronal (nNNOS), que exhibe transcriptos con distintas regiones 5’-UTR que no afectan la
secuencia proteinica codificante y que son generados por promotores alternativos (Wang
y col., 1999). La existencia de diferentes 5’-UTRs podria representar sitios de accién para
diferentes factores celulares especificos que modularian la eficiencia traduccional en una
determinada condicion enddcrina. En la vizcacha, esto podria suceder durante la gestacion,
la ovulacion o la lactancia.

GnRH ha mostrado un alto grado de conservacion entre caviomorfos emparentados, como
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la chinchilla, el degu y el cobayo, y un menor grado de homologia con otros roedores
lejanamente emparantados como el ratén y la rata (Kochman, 2012). Particularmente, la
secuencia peptidica permanece invariable, con excepcion del cobayo (Jiménez-Lifian y col.,
1997), destacando la importancia del rol conservado de GnRH en la regulacion del eje H.H.G.,
durante los 500 millones de afios de evolucion de los vertebrados (Adams y col., 2002; Millar
y col., 2004). La secuencia de la GnRH de la vizcacha se correspondié completamente con
la variante de mamifero (MGnRH), y se observaron sustituciones silenciosas en su secuencia
respecto de la de especies evolutivamente emparentadas. Ademas, la secuencia nucleotidica
de GAP exhibi6é el mayor grado de similitud con la de chinchilla, la especie evolutivamente
mas cercana. Las diferencias en la longitud de GAP han sido previamente reportadas para
las prepro-gonadotropinas de GnRH1 y GnRH2, existiendo una secuencia mas corta para el
primero (Chen y Leung, 2005). GAP es co-secretado con GnRH desde la eminencia media
y puede inhibir la secrecion de prolactina y estimular la liberacién de LH y FSH, aunque de
manera menos efectiva que GnRH (Wetsel y Srinivasan, 2002). El rango de variabilidad entre
las especies determinado para GAP sugeriria diferencias en la bioactividad de este péptido
entre las especies. Considerando lo anterior, el alto grado de conservacion entre las especies
confirma nuevamente la relevancia de esta hormona para garantizar la reproduccion.

7.2 EXPRESION DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA MELATONI-
NERGICO A LO LARGO DEL CICLO REPRODUCTIVO DE L. maximus.

Este trabajo describe por primera vez la localizacion de la enzima AANAT y la histologia celular
de la glandula pineal de la vizcacha. Los resultados histoquimicos observados coinciden
con lo reportado por Cernuda-Cernuda y col. (2003), quienes distinguen dos tipos celulares
segun su morfologia nuclear: pinealocitos tipo | (células con nucleo redondeado, de gran
tamafo, con cromatina poco densa y dispersa, y nucléolo prominente) y tipo Il (células con
nucleo ovoide, pequeio, con cromatina densa y homogénea). Asimismo, se pudo distinguir la
marca inmunopositiva citoplasmatica para AANAT en dos tipos celulares: células irregulares
estrelladas con procesos, y células esféricas. Esto coincide con lo descripto clasicamente en
mamiferos (Gunasegaran, 2010). La actividad de AANAT fue determinada en este trabajo a
partir de la deteccion sérica de melatonina, y junto con los resultados de la modulacion de
la liberacion de GnRH por melatonina permite afirmar que la glandula pineal de la vizcacha
cumple un rol clave en el control de la actividad reproductiva de L. maximus. Ello se asocia
con las variaciones histofisioldgicas estacionales en la glandula pineal a lo largo del afio,
la cual muestra periodos de maxima actividad en invierno y de minima actividad en verano
(Pelzer y col., 1989; Cernuda-Cernuda y col, 2003; Busolini y col., 2017). A diferencia de los
trabajos anteriores, el presente estudio se baso en el analisis exhaustivo de la expresion del
sistema melatoninérgico a lo largo de todo el ciclo reproductivo de la vizcacha, y demostré
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la existencia de variaciones en la expresion de sus componentes. Esto seria necesario para
determinar el momento y duracion del ciclo reproductivo de la vizcacha (Fuentes y col., 2004).
Las diferencias observadas en el patron de expresion del ARNm de AANAT y de su proteina,
donde los niveles del mensajero son elevados y constantes durante la gestacion, mientras la
expresion de su proteina aumenta de manera escalonada, corresponderian a un desfasaje
que ha sido reportado en otras especies, existiendo incluso variaciones especie-especificas.
En la rata, se ha descripto un retraso entre el incremento nocturno del ARNm de AANAT y el de
sus niveles proteinicos (Klein y col. 1997; Ganguly y col. 2002; Kim y col. 2005). En contraste,
en primates y ungulados, la expresién de la proteina AANAT aumenta exclusivamente
durante la noche, sin observarse variaciones en los niveles elevados del ARNm de AANAT
(Stehle y col., 2001; Ganguly y col., 2002; Ackermann y col., 2006). La situacién observada
en la vizcacha parece ser similar a este ultimo caso. La glandula pineal es esencial para la
percepcion de los cambios estacionales del fotoperiodo y, por lo tanto, determina el momento
adecuado para la reproduccion en especies estacionales como la vizcacha. Esto se debe a
que la duracién de la secrecion de melatonina tiene un correlato proporcional a la duracion
de la noche, alcanzando un pico en el invierno. Dado que el ritmo circadiano de la secrecion
de melatonina refleja la variacién en la expresién y actividad de AANAT (con un incremento
sustancial de sus niveles en la fase oscura), diversos procesos intervienen en la modulacion
de la sintesis de melatonina. Una fina regulacion de la degradacion del ARNm de AANAT es
esencial para el mantenimiento de las oscilaciones circadianas de sus niveles y de los de la
proteina AANAT (Kim y col., 2005). Varios factores han sido identificados como reguladores
de los niveles de esta enzima, como la proteina hnRNP Q. Su variacion circadiana en la
glandula pineal muestra niveles elevados de esta proteina durante la fase oscura, y causa
efectos diferentes segun a la region IRES (Internal ribosomal entry site o sitio interno de
entrada al ribosoma) de las UTRs del ARNm a la que se una. Su accion sobre la 3-UTR
desencadena la degradacion del ARNm en un contexto especie-especifico, mientras que
genera un incremento en la traduccion de AANAT al unirse a la 5’-UTR durante la noche (Kim
y col., 2007). Otra proteina que participa en la modulacion de AANAT es ICER, cuyos niveles
nocturnos modulan la tasa y la magnitud de la induccion de la melatonina en respuesta a
sefales adrenérgicas (Foulkes y col., 1997). La estabilidad de la proteina AANAT es un punto
de regulacion clave en roedores, primates y ungulados. En la rata, la sintesis de melatonina
es ademas controlada por modulacion de la tasa de degradacion proteolitica de AANAT,; este
proceso se ve reducido ante estimulacion adrenérgica, implicando un proceso de proteccion
contra la protedlisis proteosémica, estabilizando asi la enzima, y siendo ello responsable de
su veloz degradacion ante un estimulo luminico repentino durante la fase oscura (Klein y col.,
1997; Gastel y col., 1998; Schomerus y col., 2000). En los ungulados y en primates, dada la
ausencia de regulacion transcripcional de AANAT, el mecanismo modulatorio dominante es el
control de la protedlisis de esta enzima (Schomerus y col., 2005). La fosforilacion de AANAT
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mediada por PKA permite su proteccién ante la degradacién proteolitica y su activacion, a
través de la unioén de las proteinas 14-3-3, que bloquean el acceso de enzimas proteoliticas e
incrementan la afinidad de AANAT por la serotonina (el sustrato para la sintesis de melatonina).
De esta manera, la fosforilacion facilita la conversion de serotonina en N-acetilserotonina
durante la fase oscura, cuando los niveles de serotonina son bajos (Fu y col., 2000; Ganguly
y col., 2001; Klein y col., 2003). Por lo tanto, en la vizcacha el incremento de los niveles
de AANAT durante la fase oscura del fotoperiodo se deberia a dos procesos cooperativos
descriptos en otras especies: una regulacion traduccional, en la que la sintesis proteinica es
modulada por la unién de la proteina hnRNP Q (cuyos niveles son elevados en la noche) a la
secuencia IRES de la 5’-UTR en el ARNm, y una regulacion post-traduccional mediada por la
fosforilacion de la enzima a través de la sefalizacion adrenérgica (Kim y col., 2005; Koch y
col., 2003). Futuros estudios podran dilucidar la modulaciéon especifica de la enzima AANAT
en la glandula pineal de la vizcacha.

Existe una similitud general entre el patron de expresion de AANAT (a nivel de ARNm y
proteina) y el de melatonina sérica en la vizcacha. Los animales en anestro (NPNO) exhiben
los menores niveles de melatonina sérica, mientras que, durante la gestacion, se observa un
aumento progresivo temporal de la concentracion de melatonina hasta alcanzar su maximo
nivel al final de la gestacion, lo que indicaria un rol cada vez mas importante de esta hormona
conforme progresa la prefiez. Coincidentemente, en la oveja ha sido descripto que, debido a
alteraciones en la duracién del fotoperiodo, la duracion de los niveles elevados de melatonina
se incrementa durante el estro y luego disminuyen marcadamente en el anestro (Rollag y
col., 1978). En contraposicion, en el humano se ha observado que durante la etapa menstrual
los niveles de melatonina son mas elevados que los registrados durante el momento del
pico de LH y la consecuente ovulacion (Wetterberg y col., 1976). Sin embargo, los niveles
séricos de melatonina durante la gestacion son mas elevados que en mujeres no gestantes
y, conforme progresa el embarazo, su concentracion sigue aumentando hasta un pico
maximo en las 32 semanas de gestacion (Kivela, 1991; Nakamura y col., 2001). De hecho,
la melatonina puede cruzar la barrera placentaria e ingresar a la circulacién fetal, pudiendo
asi proveer de informacion fotoperiédica al feto y el ajuste de sus ciclos enddégenos a las
condiciones ambientales (como, por ejemplo, ritmos de la glandula adrenal) (Simmoneaux,
2011). En el ratdon (cuya reproduccion no es estacional), la administracion de melatonina en
hembras gestantes incrementa los niveles de progesterona y de estradiol séricos, el numero
de cuerpos luteos y el tamano de la camada, asi como la expresién de los receptores de
melatonina en el utero (Guan y col., 2017; Zhang y col., 2017). En esta linea, varios trabajos
han reportado los efectos beneficiosos de la melatonina sobre el desarrollo y funcionamiento
normales de la placenta (vinculados con la expresién de los receptores de melatonina uterinos)
y promoviendo el desarrollo embrionario tanto en ratén como en ovinos (Ishizuka y col., 2000;
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Tamura y col, 2008; Tian y col., 2010; Sampaio y col., 2012). En la vizcacha, las variaciones
en expresion de AANAT a lo largo de la gestacién coincidiria con lo observado por Gil y col.
(2005) para la misma especie. Sin embargo, y a diferencia de lo reportado en el presente
estudio, no registraron variaciones en los niveles séricos de melatonina a lo largo de la
gestacion. Los niveles elevados de melatonina durante la prefiez podrian, entonces, contribuir
a un correcto desarrollo placentario y embrionario a lo largo del extenso periodo gestacional,
representando la melatonina un factor relevante en la supervivencia de las crias. A nivel
hipofisario, la melatonina regula directamente los niveles de prolactina, una hormona esencial
para el mantenimiento de la gestacién debido a que induce la secrecion de progesterona por
el cuerpo luteo, estimula la implantacién del blastocisto y la formacion de la placenta (Das
Chagas y col., 2015). Dado el progresivo desarrollo de la glandula mamaria de la vizcacha
(Halperiny col., 2013) y el aumento de los niveles hipofisarios de prolactina descriptos, ambos
a lo largo de la gestacion (Proietto, 2017), y el incremento de la melatonina sérica durante
la misma, podria indicar que la melatonina en la vizcacha es necesaria para la remodelacion
mamaria, la preparacion para el amamantamiento de las crias y la prolongacion de la funcion
esteroidogénica del cuerpo luteo que permitiria llevar a cabo una gestacion y parto exitosos.
Esto diferiria del efecto inhibitorio de la melatonina sobre la secrecién de prolactina descripto
en animales cuya actividad reproductiva depende en algun grado del fotoperiodo, como la
rata, la cabra y la oveja (Griffiths y col., 1987; Maeda y col., 1988; Malpaux y col. ,1995).

La melatonina regula el desarrollo folicular ovarico. Esto se desprende de los reportes del
contenido de esta hormona en el liquido folicular en el humano (Roonnberg y col., 1990), de la
expresion de MT,, MT, y AANAT en los foliculos ovaricos de humano y rata (Itoh y col., 1999;
Soares y col., 2003; Sakaguchi y col., 2013) y del efecto estimulante de la melatonina sobre
la esteroidogénesis en la rata (Adriaens y col., 2006). Dado que en el presente trabajo se
demostraron variaciones en la expresion de MT, y MT, en el ovario de vizcachas expuestas
a diferentes regimenes luminicos y en condiciones hormonales distintas, esta tesis abre un
interrogante sobre la accion del sistema melatoninérgico en la dinamica ovarica de la vizcacha
durante la gestacion.

En este trabajo se determind por primera vez la expresion de los receptores de melatonina en
el hipotalamo de la vizcacha. Mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal, hemos
podido determinar la localizacion de MT, y MT, en los principales nucleos hipotalamicos
vinculados con el control reproductivo en la vizcacha (como son el NSO, el NPeV-APO vy el
NSQ). En general, esta distribucion coincide con lo reportado en varias especies (ver revision
de Masson-Pévety col., 1994). Ademas, hemos demostrado que las neuronas GnRH de estos
nucleos expresan ambos receptores de melatonina. La relevancia de este hecho recae en
que no se ha descripto co-localizacion de GnRH con MT, o MT, en el hipotalamo de hembras
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en otras especies, a excepcion de la linea celular neuronal GT1-7 (Roy y col., 2001; Roy
y Belsham, 2002; Ishii y col., 2009). Este hallazgo implicaria una modulacion directa de la
melatonina sobre el funcionamiento de las neuronas GnRH en la vizcacha, en funcion de
la informacion fotoperiédica ambiental, de manera de efectuar una rapida activacion del eje
H.H.G tanto en la época de reproduccion como en la fase media de la gestacién. Asimismo,
la expresion de los receptores de melatonina en el NSQ de la vizcacha coincide con lo
demostrado por otros autores, (Reppert y col., 1988, 1994; Dubocovich y col., 1998), quienes
han descripto su co-expresion en el humano con un rol minimo de MT, sobre la regulacion
de la actividad del NSQ (Waly y Hallworth, 2015). Por otro lado, el hamster siberiano no
expresa MT,, siendo las respuestas neuroendécrinas al fotoperiodo mediadas por MT,
(Weaver y col., 1996; Prendergast, 2010). Sin embargo, en esta tesis hemos demostrado que
el empleo de un antagonista de MT, (K185) en los ensayos de pulsatilidad de GnRH redujo
la liberacion de GnRH de manera significativa. Por lo tanto, en la vizcacha, MT, si tendria
un rol importante en la regulacion neuroenddcrina del eje reproductivo. Esto refuerza la idea
de que existen diferencias entre las especies respecto de la funcion de los receptores MT,
en las respuestas circadianas a la melatonina. Diversos trabajos reportaron que MT, y MT,
se regulan diferencialmente dependiendo de la concentracién de melatonina (fisioldgica o
suprafisiologica) y del tiempo de exposicion (breve o prolongado) (ver revisién de Dubocovich
y col., 2010). Los receptores de melatonina se activan ante concentraciones picomolares (por
ejemplo, durante la mafana), e incluso pueden sufrir una desensibilizacidn si la exposicion
a su ligando es prolongada (alrededor de 8 horas, el periodo de secrecion nocturna normal
de la melatonina) pero no asi ante una exposicion breve (Reppert y col., 1996; Dubocovich y
col., 1997; Witt-Enderby y col., 2003; Gerdin y col., 2004a, 2004b). Asimismo, se ha reportado
que la administracion de dosis suprafisiolégicas de melatonina eleva la concentracién sérica
necesaria para inducir la activacion de los receptores, alterando su sensibilidad (Dollins y
col., 1994; Karim y col., 1996). Sin embargo, en vizcachas en fase lutea no hemos observado
esta desensibilizacion de los receptores de melatonina por exposicion a concentraciones
suprafisioldgicas de su ligando, indicando la relevancia del ambiente hormonal en la respuesta
de GnRH a la melatonina.

Sorpresivamente, el patron de expresion hipotalamica de MT, y de MT, no fue similar al de
su ligando. Para ambos receptores, se observo un incremento en los niveles de los ARNm
correspondientes en la etapa media de la gestacion, pero no se detectd un correlato con los
niveles proteinicos. La expresion del ARNm de los receptores de melatonina podria seguir
un patrén estacional inferido por la fecha de captura de los animales, sugiriendo la influencia
de algun factor ambiental sobre la transcripcion de sus genes (por ejemplo, la disponibilidad
luminica). Por otro lado, el patron de expresion opuesto de la proteina respecto del ARNm
podria evidenciar un mecanismo de regulacién traduccional de la expresion de MT, y de
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MT,, en funcion de los niveles séricos de melatonina. Estos resultados sugeririan un sistema
de modulacion particular de la expresion de los receptores de melatonina, probablemente
para mantener su sensibilidad ante los niveles crecientes de dicha hormona. Ademas, la
melatonina puede modular los niveles de expresion de sus propios receptores. Gerdin y col.
(2004a) postulan la existencia de un mecanismo compensatorio a partir del cual el incremento
en el numero de receptores de melatonina resultante de una exposicion prolongada a su
ligando representaria un sistema protector contra la desensibilizacion sostenida. La reduccion
en la expresion proteinica de ambos receptores de melatonina hacia la etapa media de la
gestacién podria representar un mecanismo fino de modulacion basado en la reduccion de la
sensibilidad de los receptores de melatonina para poder seguir respondiendo ante elevados
niveles de su ligando, como ha sido detallado anteriormente. Sin embargo, en la ultima etapa
gestacional, donde los niveles de melatonina son los mas elevados, no se observa una
reduccion maxima de la expresion de estos receptores. Esto haria suponer que la melatonina
no regularia la expresion de sus receptores hipotalamicos en esta etapa de manera tan
marcada en comparacion con las otras fases de la gestacion.

En conclusién, en la vizcacha el incremento de la expresion de AANAT y de la melatonina a
lo largo de la gestacion indicarian un rol relevante de la esta hormona en la regulacion de la
actividad del eje H.H.G. durante este proceso. Asimismo, el hipotalamo de la vizcacha expresa
los receptores MT, y MT, en 3 nucleos vinculados con la reproduccion (NSQ, NSO y NPeV-
APOQ), y su co-expresion con GnRH en estas regiones indicaria una modulacién directa sobre
estas neuronas y con ello de la actividad del eje reproductivo. El aumento de los transcriptos
de MT, y de MT, en la etapa media de la gestacion, y el patrén opuesto de expresion proteinica
observado, evidenciarian un control traduccional ante los niveles elevados de melatonina,
probablemente para mantener la sensibilidad de los receptores ante los mismos y asi poder
sensar las variaciones estacionales del fotoperiodo.

7.3 LA MELATONINA Y SU EFECTO SOBRE LA SECRECION DE
GnRH Y LH EN L. maximus.

Mediante ensayos de pulsatilidad hemos demostrado que tanto la liberacién de GhnRH como
de LH son moduladas por la melatonina, y que su efecto depende principalmente de la fase
del ciclo estral en la que se encuentra el animal. La disminucion de la secrecién de GnRH
causada por el empleo de un antagonista del receptor MT, junto con melatonina, permitio
observar que la secrecién de GnRH estaria principalmente modulada a través de la union
de melatonina a este receptor. De esta manera, se refuerza la relevancia de MT, en esta
especie. Cabe destacar que la similitud de los resultados de la incubacion de hipotalamos
con melatonina sola y junto con un antagonista del receptor MT, (luzindole) no implicaria
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que este receptor no sea funcional o que no tenga relevancia en el control de la liberacion
de GnRH, sino que podria deberse a la utilizacién de una concentracion insuficiente de este
antagonista. Por otro lado, el efecto pro-gonadotrépico sobre el hipotalamo y la hipdfisis de
vizcacha se observo Unicamente en animales con ovulacién inducida (emulando la fase lutea
del ciclo estral). Esta accion positiva de la melatonina se asemeja a lo reportado en ovejas
en anestro (Nett y Niswender, 1982; Bittman y col., 1985; Malpaux y col., 2001). En estos
animales (reproductores de dia corto) y en el hamster (reproductor de dia largo) se encontro
que la pars tuberalis hipofisaria no interviene en los efectos de la melatonina sobre el eje
reproductivo, mientras que la estimulacion del HMB con esta hormona resulté en un aumento
en la secrecion de LH (Malpaux y col., 1994, 1995; Maywood y Hastings, 1995; Malpaux y col.,
1998). En el hamster, ademas, la administracion de melatonina revierte la regresion gonadal
inducida por exposiciéon a un fotoperiodo corto (Choi, 2013). Por otro lado, en la oveja, la
frecuencia de liberacién de LH aumenta si se le suministra melatonina emulando el patrén
tipico de los dias cortos. De manera similar, los resultados observados en la vizcacha indicarian
que el hipotadlamo y la hipdfisis representan sitios de accion centrales de la melatonina. En
vizcacha, ademas, la melatonina modula a otros tipos celulares hipofisarios involucrados en
la reproduccion; ha sido demostrado que el nimero de lactotropos aumenta hacia el final de
la gestacion, indicando un probable efecto del fotoperiodo a través de la melatonina (Filippa
y col., 2005; Filippa y Mohamed, 2010). En esta especie, ademas, se ha reportado que la
melatonina estimula en la hipofisis la proliferacion celular y altera la morfologia hipofisaria de
manera estacional y en funcién del estadio del ciclo reproductivo (Filippa y Mohamed, 2010;
Rosales y col., 2010; Romera y col., 2010). Nuestro trabajo demostrd, mediante los ensayos
de pulsatilidad, que tanto el hipotalamo como la hipdfiisis presentan receptores de melatonina
que regulan su funcionamiento alterando la sensibilidad de estos érganos a la melatonina; si
bien la dosis de melatonina utilizada no logré activar la liberacion de GnRH y LH en animales
que se encontraban en fase folicular (NPNO), en la fase Iutea tanto el hipotalamo como la
hipofisis respondieron de manera pro-gonadotrédpica, sugiriendo la necesidad de la accion
previa o conjunta de algun factor sobre el hipotalamo y la hipdfisis, como, por ejemplo, el
estradiol (Chapell y col., 2000).

7.4 EL NEUROESTRADIOL Y LA MODULACION DE LA SECRECION
DE GnRH EN L. maximus.

La inhibicion de la enzima aromatasa resultd en un incremento de la liberacion de GnRH, junto
con una reduccion en los niveles de estradiol y estrona locales. Estos cambios, similares a
lo observado en la oveja (Kenealy y col., 2013) confirmarian la influencia del neuroestradiol
sobre la liberacion de GnRH, la cual seria modulada negativamente por el esteroide
de sintesis local segun lo observado como resultado de los ensayos de pulsatilidad. Las
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variaciones rapidas de los niveles de neuroestradiol permitirian regular de manera veloz la
actividad del eje hipotalamico-hipofisario-ovarico en la vizcacha como parte de una estrategia
reproductiva para incrementar los niveles locales del esteroide y asegurar la disponibilidad
de GnRH durante la gestacién. En esta linea, tanto un incremento en la expresién de la
aromatasa hipotalamica como la retroalimentacion positiva del estradiol sobre GnRH han sido
confirmadas durante la gestacion, cuando los niveles elevados de estradiol en la etapa media
de la prefiez se correlacionan con incrementos en el contenido de GnRH en el hipotalamo y
de LH en suero (Charif y col., 2017; Inserra y col., 2017). Por otro lado, estudios desarrollados
in vivo e in vitro han mostrado que los estrégenos disminuyen la expresion del gen de GnRH
(Zoeller y Young, 1988; Wray y col., 1989; Wolfe y col., 1996; Spratt y Herbison, 1997). Este
efecto bimodal caracteristico del estradiol durante el ciclo estral de los mamiferos tiene lugar
en diferentes localizaciones anatdmicas, probablemente mediado por kisspeptina actuando
de manera negativa en el ARC y ejerciendo una retroalimentacion positiva en el nucleo AVPV
(Radovick y col., 2012).

7.5 EFECTO DEL NEUROESTRADIOL EN PRESENCIA DE MELATO-
NINA SOBRE LA SECRECION DE GnRH EN L. maximus.

La presencia de melatonina junto con la ausencia de neuroestradiol modifico el perfil pulsatil de
GnRH respecto del observado en los tratamientos separados con melatonina o con letrozole,
En este caso, el aumento en la frecuencia de pulsos de liberacion de GnRH y la disminucion de
los restantes parametros podria representar un mecanismo compensatorio que garantizaria el
funcionamiento del sistema pulsatil en situaciones de desajuste fisiolégico (como por ejemplo,
ante la inhibicién de la sintesis de neuroestradiol, el bloqueo de sus sitios de unién, o ante
concentraciones suprafisioldgicas de melatonina). Ademas, la disminucién de la cantidad de
GnRH secretada en presencia de melatonina y de los antagonistas de los REs indicaria la
accioén del neuroestradiol a través de sus receptores nucleares clasicos, y que la accion pro-
gonadotropica de la melatonina estaria favorecida por la presencia del neuroestradiol.

La variacién estacional de la expresion de la enzima aromatasa ha sido descripta en aves y
peces, pudiendo representar un ejemplo mas de control de la disponibilidad del neuroestradiol
asociado a la sefal melatoninérgica en funcién de la informacién fotoperiddica (Pasmanik
y Callard, 1988; Geraudie y col., 2011; Pintér y col., 2011). Esta situacion también ha sido
observada por nuestro laboratorio en estudios recientes realizados en vizcachas durante la
gestacion, la cual abarca el otofio y el invierno (Charif y col., 2017). A diferencia de lo que
ocurre en L. maximus, se ha descripto en lineas celulares de glioma y de cancer de mama que
la melatonina (en dosis farmacoldgicas) actia como un inhibidor de la enzima aromatasa tan
potente como el letrozole (Gonzalez y col., 2007; Martinez-Campa y col., 2009; Chottanapund
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y col, 2014). Sin embargo, debe considerarse que estos trabajos realizados en lineas celulares
no representan las condiciones fisolégicas que ocurren naturalmente en el organismo.

7.6 EFECTO DEL ESTRADIOL SISTEMICO SOBRE LA ACCION DE
LA MELATONINA Y SU RELACION CON LA SECRECION DE GnRH
EN L. maximus.

El nimero de pulsos de GnRH vy la cantidad liberada son parametros que se complementan,
pero que responden diferente a la accion de melatonina y/o del estradiol. La incubacion
de hipotalamos con melatonina y estradiol en dosis suprafisiolégicas incrementé
significativamente la liberacion total de GnRH con respecto al tratamiento con cada droga
por separado. Sin embargo, redujo el nimero de pulsos de GnRH. Esto podria representar
un mecanismo compensatorio de ambas hormonas para sostener la liberacion eficiente de
GnRH ante un desajuste hormonal, sugiriendo la necesidad de la accion de ambas hormonas
para el correcto funcionamiento hipotalamico en el control del eje reproductivo. En rata y
ratén, el efecto del estradiol sobre la liberacion de GnRH es mediado principalmente por REa
(Herbison, 1998; Christian y col., 2008). Recientemente hemos descripto que en la vizcacha la
variante de REa seria critica para la modulacion de la retroalimentacion sobre la expresion de
la GnRH hipotalamica (Inserra y col., 2017). No obstante, dado que en este trabajo el empleo
de un agonista del RE en presencia de melatonina resulté en el incremento de todos los
parametros de secrecion de GnRH y que ha sido descripto en otros roedores que REB media
las acciones rapidas de los estrégenos sobre las neuronas productoras de GnRH (Abraham
y col., 2003; Temple y col., 2004), en el hipotalamo de la vizcacha el RE (en presencia de
melatonina) permitiria una modulacién inmediata de la secrecion de GnRH, favoreciendo el
funcionamiento del eje reproductivo. La interaccion entre melatonina y estradiol también ocurre
a nivel de sus receptores. En lineas celulares de cancer de mama, la melatonina bloquea
selectivamente la activacion de REa, impidiendo entonces la unién del complejo ligando-
receptor a los sitios ERE (como, por ejemplo, el que esta presente en el promotor del gen de
GnRH) (del Rio y col., 2004; Rato y col., 2009; Lopes y col., 2016). Si bien en este trabajo no
se analizé la tasa de transcripcién de la hormona liberadora de gonadotropinas, los resultados
de nuestros ensayos de pulsatilidad indicarian que la melatonina no exhibe un efecto anti-
estrogénico ni modificaria la activacion de los REs hipotalamicos en la vizcacha. Finalmente,
respecto de los receptores de melatonina, ha sido reportado que el estradiol es capaz de
modular la respuesta del hipotalamo a la melatonina, mediante la regulacién de la densidad
de sus receptores (Zisapel y col., 1987). Las diferencias encontradas en la expresiéon de
los receptores de melatonina hipotalamicos durante la gestacién podrian estar directamente
relacionadas con las variaciones en los niveles séricos de estradiol resultantes de la reactivacion
del eje reproductivo durante la prefiez (Fraunhoffer y col., 2017; Inserra y col., 2017).
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En resumen, la interaccion de melatonina y estradiol resulta necesaria para la actividad del
eje H.H.G., pues modula positivamente la liberacién de GnRH de manera mas marcada que lo
observado con el empleo de estos agentes por separado. La accion del 17(3-estradiol, en dosis
suprafisiologicas, estaria principalmente mediada por el REB en presencia de melatonina,
implicando una modulacion novedosa de la actividad del eje reproductivo que no ha sido
descripta en otras especies.

7.7 LADISPONIBILIDAD LUMINICAY LAACTIVIDAD DEL EJE H.H.G.
EN L. maximus.

Hemos demostrado con este trabajo que la disponibilidad de luz modula la actividad del
eje reproductivo de la vizcacha de manera diferencial segun la fase del ciclo estral. Esta
dinamica se ha observado en el humano, donde los niveles de melatonina son bajos en la fase
preovulatoria y elevados en la fase lutea, sugiriendo que esta hormona tiene efectos variables
que dependen de la fase del ciclo menstrual (Turi y Garzetti, 1993; Tang y col., 1998; Fernando
y Rombauts, 2014). En vizcachas en fase folicular, la ausencia de luz estimulé la liberacién
de GnRH hipotalamica y de LH hipofisaria. Probablemente, en la naturaleza, la informacion
fotoperiddica de los dias cortos (esto es, durante otofio e invierno) estimule la actividad de
hipotalamo e hipdfisis. La vizcacha presenta dos periodos reproductivos al afio, siendo el que
se extiende entre los meses de abril a agosto mas eficiente que el que abarca los meses de
octubre a febrero (datos no publicados). En funcion de ello, y considerando que en Argentina
el mes de abril tiene dias con menor cantidad de horas con luz que octubre, los resultados
obtenidos en este trabajo indicarian que la informacion fotoperiddica de los dias cortos (abril)
estimularian la ovulacion con mayor eficiencia de los dias largos (octubre), iniciando asi el
ciclo estral en la vizcacha.

El incremento observado en la expresion de los receptores de melatonina hipotalamicos
junto con una disminucién en los niveles de su ligando en vizcachas expuestas a oscuridad
constante, se opondria a lo observado en ratas expuestas a las mismas condiciones, donde
ocurre una reduccién en los niveles de estos receptores de manera independiente a las
variaciones en los niveles de melatonina (Gauer y col., 1994; Waly y Hallworth, 2015). En
el hipotalamo de la vizcacha, este mecanismo podria representar un sistema endoégeno de
modulacion y rescate de la funcion reproductiva, donde una reduccién de los niveles de
melatonina sérica seria compensada con un incremento en la expresion proteinica de MT, y
MT,, de manera de asegurar la actividad hipotalamica en el periodo reproductivo. Diferencias
en la regulacion de la densidad de receptores de melatonina entre érganos y entre especies
han sido previamente reportadas (Gauer y col., 1994). No obstante, en la fase Iutea del ciclo
estral de la vizcacha, la expresion de los receptores de melatonina hipotalamicos presenta
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distinto patron de variacion, sugiriendo una regulacion diferencial de cada tipo de receptor en
funcién de la disponibilidad luminica, contribuyendo a asegurar una respuesta del hipotalamo
a la melatonina.

Sorpresivamente, la luz estimuld la actividad ovarica en vizcachas en fase folicular, inferida
a partir de un aumento en el niumero de foliculos antrales y cuerpos luteos. Sin embargo, las
diferencias de la secrecion entre el estradiol y la progesterona frente a situaciones luminicas
opuestas podrian deberse al efecto del fotoperiodo sobre la actividad del eje reproductivo
descripto a lo largo de esta tesis. No obstante, no deberia descartarse la posibilidad de
que la melatonina actue a nivel ovarico. Esto se sustenta en los cambios observados en la
expresion de los receptores MT, y MT, en el ovario de animales en fase folicular y en fase
lutea expuestos a diferentes condiciones luminicas. En las vizcachas en fase lutea, si bien
los niveles de progesterona y LH no variaron con los tratamientos luminicos, se observo
un aumento en la concentracion de estradiol en las vizcachas expuestas a oscuridad. Este
resultado, junto con el aumento de la expresion de MT, y MT, por el tratamiento de oscuridad,
refuerzan la idea de la accién de melatonina sobre la dinamica ovarica y la importancia de la
interaccion estrogénica y melatoninérgica. En relacion a ello, en ovinos, bovinos y porcinos
la melatonina estimula la sintesis y liberacién de estradiol y progesterona en la células de la
granulosa y el cuerpo luteo (Webley y Luck, 1986; Durotoye y col., 1997; Tanavde y Maitra,
2003; He y col., 2016). Particularmente, en la oveja, la melatonina regula la foliculogénesis
y la exposicién a luz constante estimula la secrecion de progesterona, pero sin cambios en
los niveles de melatonina en todo el ciclo estral (Kennaway y col. ,1983; Manca y col., 2014).
Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que las variaciones en el fotoperiodo,
transmitidas mediante la melatonina, afectan directamente la dinamica y actividad ovaricas.
La sensibilidad a la disponibilidad luminica tendria lugar tanto en la fase folicular como en la
fase lutea, regulando la secrecién de estradiol, mientras que la secrecion de progesterona se
veria particularmente modulada por el ambiente hormonal propio de estas fases.

El patron de expresion opuesto de los receptores de estrogenos hipotalamicos representaria
mecanismos diferentes de regulacion de los REs ante fotoperiodos extremos. En concordancia,
ha sido descripta en la APO de la oveja que un incremento en la expresion de los REs estaria
vinculado al efecto inhibitorio de los estrogenos en animales expuestos a un fotoperiodo largo,
siendo el REa relevante para este efecto inhibitorio (Skinner y Herbison, 1997; Hardy y col.,
2003). Por el contrario, en el hamster sirio, la exposicion a un fotoperiodo corto reduce la
expresion de estos receptores en el APO (Mangels y col., 1998). Asimismo, se ha descripto
en el ratén que el REa participaria en la regulacion de la actividad circadiana mientras un
mecanismo independiente de este receptor regularia la fase de los ritmos de actividad
circadiana (Blattner y Mahoney, 2014). Ademas, la expresion del REB puede ser regulada
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por proteinas del reloj circadiano hipotalamico, que a su vez depende de la informacion
fotoperiddica (Cai y col., 2008). En funcion de los resultados obtenidos y considerando que
la vizcacha es un roedor reproductor de dia corto, la expresion hipotalamica de los REs seria
modulada en parte por la disponibilidad luminica en las fases del ciclo estral. Esto podria
representar un nuevo nivel de control de la actividad del hipotalamo en el eje reproductivo,
en el cual el fotoperiodo modularia la respuesta al estradiol en funcién de la disponibilidad de
Sus receptores.

En vizcachas en fase folicular, la disponibilidad luminica modula la expresién de los
componentes del sistema melatoninérgico, encontrandose ademas diferencias entre los
organos del eje H.H.G. Ante un desajuste extremo en el ciclo luz/oscuridad, la expresion
de AANAT presentaria un patron a nivel transcripcional y traduccional similar, mientras que
la regulacién en la actividad de la enzima seria el punto clave de modulacién de los niveles
de melatonina. La reduccion de los niveles de esta hormona en los animales expuestos a
oscuridad constante no se condice con lo reportado para otras especies reproductoras de
dia corto, en las que los elevados niveles de melatonina durante otofio-invierno estimulan la
actividad del eje reproductivo (Karsch y col., 1993; Smith y Clarke, 2010; Vasantha, 2016). Si
bien existen trabajos que reportan un aumento en la actividad de AANAT ante la exposicion
a oscuridad continua asi como del peso de la glandula pineal, los mismos fueron realizados
en ejemplares machos (Guzman y col., 1983; Pelzer y col., 1989). Segun lo observado en
este estudio, la regulacién particular en la densidad de cada tipo de receptor de melatonina
en la vizcacha podria representar una respuesta diferente de cada 6rgano a la informacion
fotoperiddica, de manera de posibilitar la activacién y el funcionamiento del eje reproductivo
ante cambios en los ciclos luz/oscuridad. Es posible que, en el hipotalamo de la vizcacha, la
disponibilidad de los receptores de melatonina esté relacionada con los niveles de melatonina,
mientras que en la hipofisis y en el ovario la expresion de MT, y de MT, dependa de los
ciclos luz/oscuridad. De hecho, se ha descripto que la regulacion diferencial circadiana de
los receptores de melatonina del NSQ y de la pars tuberalis es, ademas, especie-especifica
(Gauer y col., 1994). Por lo tanto, el sistema melatoninérgico de la vizcacha seria flexible,
de manera de ajustarse a la informacién luminica ambiental a través de variaciones en la
actividad del eje H.H.G. Por otro lado, en vizcachas en las que se emulo la fase lutea del
ciclo estral, tanto los componentes del sistema melatoninérgico como del eje H.H.G. sufrieron
variaciones en su expresion, en los diferentes érganos estudiados. Cabe destacar que el
patron de expresion hipotalamica de MT, y de MT, fue opuesto entre si, a diferencia de lo
observado en los animales en fase folicular. Notoriamente, la expresién de sus ARNm no
se relacion6 con la de sus proteinas. En este nuevo ambiente hormonal, el efecto de la
disponibilidad luminica modularia al eje reproductivo y al sistema melatoninérgico de manera
particular y muy distinta a lo observado en animales en fase folicular. Esto podria implicar la
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existencia de factores (endécrinos y/o neurales) especificos de la fase lutea, que modifican
la accion de la melatonina y/o la respuesta ante ésta de algunos 6rganos del eje H.H.G.
Comparando los resultados obtenidos en animales en fase folicular y en fase lutea, se destaca
que unicamente los niveles de estradiol resultaron aumentados en los animales expuestos a
oscuridad continua. Sorpresivamente, en animales con ovulacion inducida, los tratamientos
no modificaron el numero de cuerpos luteos, la concentracién de progesterona o los niveles
de GnRH hipotalamica, oponiéndose a lo descripto para ovejas en fase lutea en las que se
observa un incremento de la expresiéon de GnRH hipotalamica por exposiciéon a un fotoperiodo
corto (Ciechanowska y col., 2008).

En conjunto, los resultados obtenidos en este ensayo sugieren que los desajustes
fotoperiddicos y hormonales alteran la respuesta del hipotalamo, de la hipéfisis y del ovario
de manera diferencial en funcién de la etapa del ciclo estral. Probablemente, la interaccion
entre la sefalizacién fotoperiddica melatoninérgica y mediante los esteroides ovaricos permita
ajustar la funcion reproductiva en funcion de la informacién ambiental, conservar la actividad
gametogénica y/o esteroidogénica y garantizar el éxito reproductivo de la vizcacha ante
condiciones adversas.
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El control estacional de la reproduccion favorece la supervivencia de la especie, ajustando el
proceso a la época del afio mas favorable para el desarrollo de las crias. La disponibilidad de
luz es interpretada por un sistema neuroenddcrino que ajusta la actividad del eje reproductivo.
Este trabajo describe cdmo el fotoperiodo modula a los componentes del eje reproductivo de
L. maximus a través del sistema melatoninérgico. Ademas, demostramos que la melatonina
modula la respuesta hipotalamica al estradiol y al neuroestradiol. En este animal la regulacion
particular de cada 6rgano a través de la informacién fotoperddica, asi como su sensibilidad
a la melatonina y el contexto hormonal del ciclo estral, confluyen en la modulacién del eje
H.H.G. de manera de ajustar el inicio de la actividad reproductiva a la estacion mas favorable.
Esto permitiria mantener el funcionamiento del eje reproductivo ante desfasajes fotoperiddicos
o endodcrinos. De esta manera, cada factor contribuye al control de la peculiar actividad
reproductiva de la vizcacha, posibilitando la reactivacién del eje H.H.G y asi sostener la
extensa gestacioén. Por otro lado, se describio la co-expresién de GnRH y de ambos receptores
de melatonina en los tres nucleos hipotalamicos implicados en la actividad reproductiva de la
vizcacha y que la hipofisis y el ovario también expresan MT, y MT,. Asimismo, determinamos
que MT, tiene un papel importante en la modulacion de la liberacion de GnRH hipotalamica
mediada por melatonina. De esta manera se demuestra que a la autorregulacion intrinseca o
clasica del eje se le afiade el control del fotoperiodo mediante la melatonina. Esta, segun los
niveles hormonales dependientes de la fase del ciclo estral, alterara el funcionamiento del eje
H.H.G. en relacion a la disponibilidad luminica (es decir, el fotoperiodo ambiental) permitiendo
sincronizar la actividad reproductiva.

La reactivacion del eje en la mitad de la gestacion es un evento caracteristico de L. maximus
que requiere la estimulacion veloz de las neuronas GnRH para que liberen esta hormona.
En esta tesis se ha demostrado que la senalizaciéon paracrina y autécrina mediante el
neuroestradiol es indispensable para el control hipotalamico central del reinicio de la actividad
reproductiva. El estradiol de sintesis local,es producido por neuronas GnRH y no-GnRH a
partir de la conversion de andrégenos en estrégenos por la enzima aromatasa. En nuestro
laboratorio, determinamos que la expresion de esta enzima sufre un patrén de variaciones a
lo largo de la gestacion que acompafian las de GnRH y LH. Ademas de haber confirmado su
localizacién hipotalamica en nucleos que intervienen en el control de la actividad enddcrina
reproductiva, mostramos el efecto modulatorio del neuroestradiol sobre la secrecion de
GnRH. Por otro lado, observamos que la melatonina modifica la respuesta de las neuronas
GnRH al neuroestradiol y al estradiol sistémico, regulando asi la liberacién de GnRH, v,
ademas,demostramos la relevancia del REB en esta situacion. Por lo tanto, la melatonina,
ademas de modular la actividad de los 6rganos del eje H.H.G. directamente, seria capaz de
alterar la respuesta de estos al estradiol (local y sistémico) asi como su via de accion.
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En esta tesis doctoral se muestra por primera vez la secuencia del ARNm del precursor de la
GnRH hipotalamica de L. maximus, la cual codifica para la variante mGnRH y para GAP, se
encuentra altamente conservada entre caviomorfos emparentados (chinchilla, degu, cobayo)
y, en menor medida, entre roedores lejanamente emparentados (raton, rata). La falta de
variabilidad en su secuencia refuerza la idea del rol conservado de GnRH en la regulacion del
eje reproductivo.

En conclusion, los resultados de este trabajo destacan la relevancia del sistema
melatoninérgico de la vizcacha como transductor de la informacién fotoperidédica ambiental, e
indican que esta sefalizacion modula la actividad del eje H.H.G. de la vizcacha en todos sus
niveles, de manera directa e indirecta, interactuando con el estradiol y el neuroestradiol. En
conjunto, su efecto final seria la activacion del eje reproductivo y su modulacién durante la
extensa gestacion para poder sostenerla de forma exitosa y contribuir a la supervivencia de
la especie. Este control intrincado, dependiente de la etapa del ciclo estral y de la abundancia
luminica, se suma a lista de peculariedades reproductivas descriptas para este animal, un
valioso modelo de regulacion neuroenddécrina de la reproduccion en mamiferos.
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TABLA 7. SECUENCIAY HOMOLOGIA DE LOS AMPLICONES DE PCR

BLANCO SECUENCIA DEL AMPLICON (5°-3') HOMOLOGIA DEL AMPLICON

Secuencia nucleotidica de los amplicones de AANAT, MT1, MT2 y GAPDH obtenidos por PCR no cuantitativa
y cuantitativa. En las secuencias de PCR no cuantitativa se muestra subrayada la localizacién de los primers
disefiados para PCR cuantitativa. Se indica la homologia (%) del amplicon de PCR cuantitativa respecto de la
misma secuencia de rata, ratén, degu, cobayo, chinchilla, rata topo desnuda y humano. N: base indeterminada.
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TABLA 8. REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS PRIMARIOS UTILIZADOS

ANTICUERPO ESPECIES EN LAS QUE SE DETECTO REACTIVIDAD

MAB5456: anticuerpo contra GnRH. PA1-760: anticuerpo contra AANAT. ab87639: anticuerpo contra MT1.
ab192662: anticuerpo contra MT2. sc-7207: anticuerpo contra REa. ab3577: anticuerpo contra REB. sc-25828:
anticuerpo contra RLH. sc-5286: anticuerpo contra a-tubulina. A5441: anticuerpo contra -actina. La informacion
mostrada corresponde a la provista por el fabricante en la hoja de datos.

FIGURA 37. NIVELES SERICOS DE CORTISOL EN VIZCACHAS NPNO Y NPi EXPUESTAS
A DIFERENTES REGIMENES LUMINICOS.
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Niveles séricos de cortisol (ug/dl) en hembras de vizcacha NPNO (A) y NPi (B) expuestas a luz continua (LUZ),
oscuridad continua (OSC) o0 12 hs. de luz y 12 hs. de oscuridad (CTL). La concentracion de cortisol se estimo
mediante ELISA. NPNO: vizcachas no prefiadas no ovulando. NPi: vizcachas no prefiadas con induccién de la
ovulacion. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05).

ANEXO 161



