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RESUMEN

La supervivencia embrionaria depende del mantenimiento del equilibrio interno u
homeostasis. El desarrollo del sistema nervioso central estd determinado por factores
genéticos y ambientales que interactian dinamicamente. La migracién de las neuronas
GnRH desde la placoda olfatoria hasta el area predptica comienza en el dia 10,5 de la
gestacion en ratas y es de suma importancia para el éxito reproductivo en la vida
adulta. Préacticas como la inmovilizacién, activan el eje hipotalamo-hipé6fiso-adrenal
inhibiendo la secrecién de GnRH desde el hipotdlamo, la liberacion de LH inducida por
GnRH en la hipd&fisis y alterando el efecto de las gonadotropinas sobre la secreciéon de
esteroides sexuales en las gbnadas. El objetivo fue determinar el efecto del estrés
prenatal sobre la distribucién de las neuronas GnRH inmunomarcadas en la banda
diagonal de Brocca, en el area predptica y en el hipotdlamo. Se utilizaron ratas Wistar
divididas en dos grupos: control (C) y estrés (E), estresadas por inmovilizacién. Se
sacrificaron a los 17 y 19 dias de la gestacién. Se obtuvieron fetos, los que se fijaron
con Bouin. Se realizaron cortes de encéfalos (7 micras) a nivel medio sagital y se
aplicé la técnica de inmunohistoquimica para la inmunolocalizacion de neuronas GnRH.
Se observaron neuronas GnRH positivas principalmente en la banda diagonal de Brocca
en 17 dias C y E y en el area preodptica e hipotdlamo en fetos de 19 dias C y E. En
todos los embriones estudiados el patron morfolégico de las neuronas GnRH es igual

en animales controles y estresados.
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INTRODUCCION
La supervivencia embrionaria depende del mantenimiento del equilibrio interno u

homeostasis. El desarrollo del sistema nervioso central (SNC) esta determinado por
factores genéticos y ambientales que interactian dinamicamente (Wadhwa et al.
2001).

El estrés es un estado de emergencia generado por el cuerpo que altera la homeostasis
(Armario et al., 2012). Si los factores ambientales son percibidos como estresantes, se
pueden promover diversos procesos del desarrollo que podrian resultar en
consecuencias perjudiciales para la salud, a corto y largo plazo. El estrés prenatal
particularmente, es un factor epigenético capaz de inducir cambios en la estructura y
funcionamiento del cerebro a nivel cognoscitivo, emocional y comportamental (Lemaire
et al., 2000, Weinstock, 2001).

En condiciones normales, existen diversas variables que determinan el control por
parte del SNC de las funciones enddécrinas de las cuales, las mas importantes son las
psicoldgicas, las sociales y las ambientales, asi como los ritmos circadianos y
ultradianos (luz-oscuridad). Sin embargo, cuando se produce una exposicion a
estimulos estresantes que supera el umbral de la estabilidad y tiene una duracion
suficiente, se produce una descompensacion del organismo, fundamentalmente
mediante la desregulaciéon a nivel del cerebro de la funciébn endocrina y de la
retroalimentacién ejercida por sus 6rganos blancos (Weinstock, 2001) lo que podria
resultar en la desincronizacion de los ritmos biolégicos y como consecuencia una
desregulacion de la funcién endécrina (Sealfon et al., 1997). Esto podria influenciar
sobre la funcion reproductiva, afectando el funcionamiento del eje hipotalamo-hipéfiso-
gonadal (HHG), a través de su inhibiciébn en todos los niveles, mediado por varios
componentes del eje hipotalamo-hipéfiso-adrenal (HHA). En ratas, los efectos que
produce el estrés crdonico no estarian mediados por una alteraciéon directa de la funcién
gonadal o por la accién de los esteroides gonadales, sino que se deberia a una
desregulaciéon a nivel del SNC de las gonadotrofinas hipofisiarias. En este proceso, la
hormona GnRH juega un rol muy importante al regular el eje HHA en todos los
vertebrados (Sower, 1998; Carolsfeld et al., 2000) y su liberacion desde el hipotalamo
determina la secrecion de gonodotrofina hipofisiaria que es critica para determinar la
activacion gonadal en la etapa postnatal temprana y consecuentemente para la funcién
reproductiva normal en mamiferos (lain et al., 2005).

En relaciéon al eje HHA, se conoce que en situaciones de estrés las neuronas del nucleo
paraventricular hipotalamicas sintetizan y secretan la hormona liberadora de

corticotropina (CRH), que estimula la secrecion a nivel hipofisiario de la hormona



liberadora de adrenocorticotropina (ACTH). A su vez, la ACTH estimula la secrecion de
glucocorticoides en la corteza adrenal (Weinstock, 2001, Smith et al, 2006). El eje
simpatico-médulo-adrenal por su parte, libera finalmente adrenalina y noradrenalina
para restaurar la homeostasis (Mayer et al., 2011). Durante condiciones de estrés, la
CRH actuaria como una hormona antireproductiva, inhibiendo la secrecion directa o
indirecta de la hormona GnRH (Rivier et al., 1991).

Los glucocorticoides por su parte, poseen un rol importante en el desarrollo fetal,
siendo los tejidos nerviosos fetales especialmente sensibles a los estimulos estresantes
(Sandman et al., 1997) Ademas se conoce que ejercen un efecto inhibitorio en las
neuronas GnRH, en los gonadotropos hipofisiarios y en las génadas (Rivier et al.,
1991; McAdams et al., 1986).

El principal rol de la GnRH ademas de participar en la regulacion del eje HHG, es
estimular la sintesis y liberacion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo
estimulante (FSH) desde la hipoéfisis, con el objetivo de producir las gametas ,(Roch et
al.; 2011).Por esto, las neuronas GnRH merecen una atencién especial, ya que juegan
un rol primordial en el control de muchos aspectos relacionados a la funcién
reproductiva de los vertebrados.

En base a los antecedentes analizados, se podria considerar al estrés prenatal como un
factor capaz de inducir alteraciones en la estructura y funciones cerebrales alterando el
desarrollo motor temprano, e interrumpiendo el curso de la diferenciaciéon sexual
(Henry et al., 1994). Las consecuencias neurobiolégicas del estrés en estadios
tempranos del desarrollo podria promover la ocurrencia de problemas emocionales o
comportamentales que podrian persistir e incrementar el riesgo de psicopatologias en
adultos (Gressens et al. 1992; Weinstock, 2001).

El objetivo del trabajo fue determinar la distribucibn de las neuronas GnRH
inmunomarcadas en la banda diagonal de Brocca, el area preéptica y el hipotalamo de

fetos de madres estresadas cronicamente.

MATERIALES Y METODOS

Animales: Se utilizaron hembras primiparas de la cepa Wistar jovenes (90 a 120 dias
de edad) de 200 a 300 grs. Se alojaron de a cuatro ejemplares por jaula en
condiciones estandar de bioterio a temperatura de 22 + 2 °C, fotoperiodo controlado,
(12 hs. luz, de 7.30 am. a 7.30 p.m), humedad ambiente, con alimentacion e
hidratacion ad-libitum (Las instalaciones del laboratorio fueron las adecuadas segun la
disposicion 6344/96 de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y

Tecnologia Médica, Argentina. Para el manejo de los animales de laboratorio se
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siguieron las conclusiones y recomendaciones de la reduccion, refinamiento y
reemplazo de animales de laboratorio proveniente de la declaracion de Bologna-Russell
and Burch, 1959. Todos los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo a los
principios y procedimientos de la Guia de Uso y Manejo de animales de Laboratorio
(Publicacion NIH n°® 85-23, revisada en 1985, http: //www.nih.gov/sigs/bioethics). Se
realizé6 el ciclado de las hembras por medio de colpocitogramas en fresco y se
determind el dia del estro. Se coloc6 luego un macho de la misma cepa, por el término
de 12 a 18 horas, y se verificé la copula por la presencia de espermatozoides en
exudados en fresco de la vagina de la hembra, considerandose a éste el dia cero de la
prefiez. Las hembras prefiadas fueron separadas en dos grupos: Control (C) y Estrés
(BE).

Tratamiento experimental: A partir del cuarto dia de la gestacion, las hembras del
grupo E fueron sometidas a sesiones de estrés por inmovilizacion en tubo, que
consistié en colocarlas por 45 minutos en cilindricos plasticos, 3 veces a la semana,
durante la mafiana a tiempos variables. Este tipo de estrés se caracteriza por ser
intenso y si se aplica a tiempos variables corresponde a un estrés impredecible.

Este proceso se realizd hasta el dia del sacrificio. Las ratas de ambos grupos fueron
sacrificadas a los dias 17 y 19 de la gestacién. Estos dias fueron elegidos porque desde
el dia 17 hasta el 19 se observa el mayor desarrollo de neuronas GnRH. Se obtuvieron
siete (7) ratas por cada estadio gestacional de cada grupo (n=21 por grupo). Los fetos
fueron removidos y fijados en bouin y procesados de acuerdo con técnicas histolégicas

convencionales.

Inmunolocalizacion de GnRH: Los cortes histolégicos de encéfalos fetales fueron
incubados por 10 min en H,O, al 3% para el bloqueo de la peroxidasa enddégena.
Luego, fueron incubados con el anticuerpo primario anti-GnRH (anti-conejo; LR1)
durante toda la noche a 4°C seguido por la incubacién con el anticuerpo secundario
Vectastain-ABC KIT (Elite PK 6101 rabbit 1gG) durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se incubaron con el complejo Avidina-Biotina-Inmunoperoxidasa
(Complejo ABC, kit Vectastain, Laboratorio Vector) por 30 min. Finalmente, los cortes

fueron revelados con 3-3” -diaminobenzidina (DAB).

RESULTADOS
Se observaron neuronas GnRH positivas en todas las muestras analizadas. Se observé

una inmunomarca citoplasmatica, difusa y perinuclear.



En embriones de 17 dias C se observaron neuronas GnRH positivas en la zona que
rodea al 11l ventriculo. En embriones de 17 dias E, las neuronas GnRH positivas fueron
inmunolocalizadas principalmente en el bulbo olfatorio y en la banda diagonal de
Brocca.

En embriones de 19 dias de ambos grupos estudiados (C y E), se observaron neuronas
GnRH positivas principalmente en el area preoéptica y en el hipotdlamo donde se
observan los axones inmunomarcados que se dirigen a la eminencia media. (Fig.1 Cy
D).

No se observaron diferencias en la intensidad ni en la morfologia de las neuronas de la

inmunomarca de GnRH entre los grupos C y E en ambas edades.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo, fueron seleccionados los embriones de 17 y 19 dias de gestacion. Esto
concuerda con los dias de mayor desarrollo de neuronas GnRH, las cuales se
encuentran distribuidas en un continuo en el septo medio, el area diagonal de Brocca y
en el hipotalamo con fibras que se extienden hacia la eminencia media y el 6rgano
vasculosum de la lamina terminal (Ling Lim et al., 2014).

El anticuerpo policlonal LR1 (Silverman et al, 1990) utilizado en este trabajo nos
permite afirmar que todas las neuronas inmunomarcadas corresponden a neuronas m-
GnRH. Sin embargo, Quanbeck et al. (1997), utilizan dos anticuerpos: el LR1 y el GF6
(que marca otra forma molecular de la GnRH que tiene modificado o ausente el péptido
C terminal), demostraron que existen dos poblaciones neuronales diferentes: 1) las
denominadas células tempranas, con un tamafio de 7 a 10 um, que so6lo se marcan con
GF6 y que se encuentran en el epitelio olfatorio, el mesénquima y el cerebro anterior y
2) las células tardias que son mas grandes, de 7 a 18 ym, gque se inmunomarcan con
los anticuerpos GF6 y LR1; y que poseen una distribucién similar a la que se presenta
en el organismo adulto, proponiéndose que serian las responsables de la regulacién del
eje HHG.

En este trabajo experimental se demostré que la morfologia de las neuronas GnRH a
los 17 y 19 dias de la gestacion, no presenta cambios en el grupo estrés. Por otro lado,
al realizarse la seleccidon al azar de tres embriones por camada y no determinarse el
sexo de los mismos, nuestros hallazgos indicarian que en todos los embriones
estudiados el patrén morfolégico de las neuronas GnRH es igual en animales controles
y estresados. Estos hallazgos son concordantes con los obtenidos por Wood et al.

(1992) quienes afirman que la morfologia, el nimero total y la distribucién anatémica,
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y de los procesos axonales es igual en ambos sexos y en todas las especies, no
existiendo variacion en esta poblacion neuronal durante el periodo critico de la

diferenciacion sexual en la segunda mitad de la gestacion.
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