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RESUMEN

NEUROTRANSMISORES Y SUS RECEPTORES EN MEDULA ESPINAL DE
RATAS DIABETICAS

La diabetes es un desorden endécrino-metabélico asociado con alteraciones
funcionales que entre otras incluye una disfuncién sexual. Un gran porcentaje de
pacientes diabéticos de sexo masculino presentan trastornos de disfuncién sexual
asociados a problerhas de impotencia en los estadios avanzados de ésta patologia. La
region lumbosacra de la médula espinal interviene en la inervacion del pene a través de
los nervios pélvicos y pudendos regulando de esta manera los mecanmismos de ereccidn
peneana y de eyaculacion. El objetivo de este trabajo fue investigar los factores, que
pueden estar modulando este mecanismo en la diabetes experimental. Para ello se
estudiaron las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de la region lumbar6/sacrol de
la médula espinal de animales con diabetes inducida por tratamiento con estreptozotocina
utilizando ademas otros modelos que también presentan una disminucién en la respuesta
sexual. Metodologia: Se utilizaron: 1- ratas macho con diabetes inducida por
estreptozotocina con o sin tratamiento con insulina, 2- ratas con hipogonadismo funcional
obtenido mediante tratamiento neonatal con monosodio glutamato (MSG), 3- ratas macho
gonadectomizadas (GDX) y/o adrenalectomizadas (ADX) con o sin el tratamiento
hormonal correspondiente, y 4- ratas macho intactas desde los 10 dias de vida hasta los
20 meses de edad. L a médula espinal fue extraida por | aminectomia dorsal y el tejido
procesado segun correspondiere al tipo de ensayo a realizar. ,Para los estudios
morfoldgicos de los niicleos motores, se utilizaron técnicas histoldgicas (tincién de Nissl
0 tincién con tetradxido de osmio) seguidas del andlisis por microscopia dptica o
microscopia electronica. Los distintos factores probablemente involucrados en la
regulacion de los mecanismos de ereccién peneana y eyaculacion fueron estudiados
utilizando diversas técnicas tales como: autorradiografia cuantitativa para evaluar
cambios en los receptores del sistema GABAérgico tipo GABA-B, GABA-A Yy sitios de
unién para benzodiacepinas; los receptores mu- y delta-opioides y los receptores para los
neuropéptidos ocitocina y vasopresina. La técnica de cromatografia liquida de alta
performance fue utilizada para evaluar los niveles tisulares de los aminoacidos GABA vy
glutamato. Técnicas de radioinmunoensayo fueron utilizadas para determinar los niveles
de testosterona plasmética y los niveles de beta-endorfinas tisulares. La técnicas
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inmunohistoquimica fue utilizada para determinar la localizacion y expresién del factor
de crecimiento insulinico de tipo 1 (IGF-I) y la técnica histoquimica de reactividad
NADPH diaforasa fue utilizada para el estudio de neuronas nitrérgicas.

Resultados: Los animales diabéticos mostraron una reduccién significativa del volumen
del niicleo espinal del bulbocavernoso (sexualmente dimoérfico), respecto al grupo
control, como consecuencia de una reduccién en el tamafio de sus motoneuronas, que
presentaron signos de degeneramiento neuronal. Todas las alteraciones fueron revertidas
por insulina. Los sistemas de neuromoduladores estudiados presentaron alteraciones en
los animales diabéticos asi como en los animales con alteraciones endocrinas. El estudio
del sistema GABAétgico presenté marcacién especifica de los receptores en asta dorsal y
regién central, con aumento significativo en la densidad de los receptores tipo GABA-B
en los animales diabéticos respecto al control, con una disminucién en la afinidad y un
aumento en el nimero total de sitios de unién. Los sitios receptores de tipo central para
benzodiacepinas presentaron una disminucion significativa de su densidad, asociada con
disminucién en la afinidad y en el nimero de sitios totales en animales diabéticos. En
ambos casos los valores alterados volvieron a su nivel control con el tratamiento de
insulina. Los receptores tipo GABA-A presentaron un aumento solo en los animales
diabéticos tratados con insulina. El sistema GABAérgico presenté también alteraciones
en animales GDX 6 ADX y una disminucién en los niveles de receptores, progresiva con
la edad. Por otro lado los niveles de GABA mostraron una disminucién significativa en la
médula espinal de ratas diabéticas. En el estudio del sistema opioide se observo presencia
de los receptores tipo mu y delta en el asta dorsal, con disminucién significativa de los
tipo mu, asociada a un aumento en la constante de disociacion, en animales diabéticos
que fue revertida por tratamiento con insulina. No se evidenciaron cambios en los
receptores tipo delta. Los animales con diabetes experimental presentaron un aumento
significativo en el contenido de beta-endorfinas en la medula espinal. No se observaron
diferencias en los receptores mu-opioides por GDX y/o ADX. El andlisis del sistema de
receptores para ocitocina y para vasopresina demostré marcacién especifica para ambos
receptores, el primero en asta dorsal y el segundo sobre los nicleos pﬁdendos. El receptor
para ocitocina presentd disminucién significativa de su densidad en animales diabéticos y
en animales MSG respecto a sus grupos control, y el receptor para vasopresina también
se mostro alterado con la diabetes. En ambos casos los valores se normalizaron por el
reemplazo con insulina. Ademas los receptores para vasopresina presentaron una
disminucidén significativa en ratas hembras intactas respecto a machos intactos. Los
animales GDX y los ADX presentaron disminucién de la densidad de los receptores para

vasopresina respecto a su control. Ademas se observaron diferencias significativas entre
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hembras y machos con menor expresion de estos receptores en los nucleos sexuales
dimérficos del primer grupo. El estudio de IGF-I permitié describir la presencia de este
factor las laminas 1V y V del asta dorsal y en los entrecruzamientos fibrosos de la
comisura gris ventral al epéndimo con disminucién significativa del area de expresién en
animales diabéticos, en animales tratados neonatalmente con MSG y en animales GDX.
El estudio de la actividad NADPH-diaforasa demostré la presencia de la NOS en las
neuronas de: las astas dorsales, de la regién circundante al epéndimo, de la columna
celular intermediolateral y de los micleos motores pudendos, presentando alteraciones
morfologicas y de actividad enzimatica en los diabéticos y su reversion por tratamiento
con insulina. Conclusiones: Los factores neuromoduladores estudiados se ven alterados
en la diabetes expetimental inducida por estreptozotocina, y esta variacién podria ser
generada tanto por la falta de insulina per se o por la hiperglucemia cronica, como por las
alteraciones de los ejes gonadal y adrenal que ocurren en esta patologia. Las alteraciones
en los factores neuromoduladores podrian estar involucrados en la regulacion de los
mecanismos de ereccion peneana y eyaculaciéon modulando el tono muscular peneano a
través del nervio pudendo y/o la dilatacion vascular que regula el flujo sanguineo a través
del nervio pélvico. Estos estudios aportan informacién de importancia para comprension
de la fisiopatologia de la disfuncién sexual relacionada con la ereccién peneana ya sea
durante estadios avanzados de la diabetes, o en modelos con analogia endécrina, que

podran permitir el desarrollo terapéuticas para un mejoramiento en la calidad de vida del
individuo afectado.

Palabras Claves:

Impotencia sexual - diabetes — estreptozotocina - sistema GABAérgico — sistema
opioide — IGF-I — ocitocina — vasopresina — NADPH-diaforasa — médula espinal.



ABSTRACT

NEUROTRANSMITTERS AND THEIR RECEPTORS AT SPINAL CORD OF
DIABETIC RATS

Diabetes is an endocrine-metabolic disorder that has been associated with
functional alterations including sexual impotence. A great percentage of male diabetic
patients show sexual dysfunction associated to impotence at later stages of this
pathology. The lumbosacral region of spinal cord innervates the penis through pelvic and
pudendal nerves and regulates the penis erection and ejaculation mechanisms. The aim of
this work was to study changes on the possible factors involved in the modulation of
these mechanisms in the e xperimental d iabetes m odel. M orphological and biochemical
characteristics of the lumbar6/sacrall spinal cord were evaluated using streptozotocine
(STZ)-induced diabetic rats and other models with a known diminished sexual response.
Methods: The animal models used were: 1- STZ- induced diabetic male rats with or
without insulin treatment, 2- Animals neonatally treated with glutamate monosodium
(MSQG), 3 - A nimals that w ere gonadectomized (GDX) and/or adrenalectomized (ADX)
and then treated or not with the corresponding hormone, and 4- Intact male rats from 10
days old to 20 months old. Spinal cords were removed by dorsal laminectomy and the
lissue was processed according to the assay. Histological methods (Nissl or osmium
tetroxide staining) were used to evaluate the morphology of the different motor nuclei.
Tissue sections were analysed by optical or electronic microscopy. Different factors
involved in penile erection and ejaculation were studied using different techniques such
as: Quantitative autoradiography to study GABAergic receptors system GABA-B,
GABA-A and benzodiazepine receptors sites, mu- and delta-opioid receptors and
oxytocin and vasopressin receptors. High performance liquid chromatography to evaluate
tissular levels of GABA and glutamate amino acids. Radioimmunoassay techniques were
used to determine plasmatic testosterone levels and tissular beta-endorphins.
Immunohistochemical technique was used to determine IGF-I, and histochemical
NADPH-diaphorase reactivity technique was used to study nitrergic neurons. Results:
Diabetic animals showed a significant reduction in the volume of the spinal nucleus of
the bulbocavernosus as a consequence of a decrease in motoneuronal size. These neurons
also presented some neuronal degeneration signs. All alterations were reverted by insulin
treatment. All the studied systems showed changes in the diabetic animals as well as in
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those animals with endocrine alterations. The evaluation of the GABAergic system
showed specific labelling at the dorsal horn and central region of the spinal cord. A
significant increase in the GABA-B receptors density was found in diabetic rats, this was
associated with a decrease in the affinity and an increase in the total number of binding
sites. Moreover GABA levels showed a significant d ecrease in spinal cord o f d iabetic
rats. The benzodiazepine receptor sites showed a significant density decrease in diabetic
animals, associated with a decrease in the affinity and the total binding sites. In both
cases insulin treatment was able to restore the altered receptor values. GABA-A receptors
showed a significant increase in the diabetic animals that were treated with insulin. The
GABAergic system also showed changes in GDX, ADX animals and a time depending
decrease of the receptors levels with age. The study of the opioid system showed the
presence of mu- and delta-opioid receptor types in the dorsal homn with a significant
decrease of the mu receptor type in diabetic rats. These changes were associated with an
increase in the dissociation constant that could be reverted with insulin treatment. There
were not changes in delta-opioid receptors type density. Experimenial diabetic animals
showed a significant increase in the beta-endorphins content at spinal cord. No changes
were observed on the opioid receptors on GDX and/or ADX animals. Oxytocin receptors
were found on the dorsal horn of the spinal cord meanwhile the specific binding for
vasopressin was seen on the pudendal nuclei. Receptor binding sites for both
neuropeptides showed a significant decrease in diabetic animals and oxytocin showed
similar results in MSG animals. In both cases the changes were restored to control values
after insulin treatment. Vasopressin binding sites showed a significant decrease on GDX
and ADX animals. Moreover, when intact animals of both sexes were compared, females
also showed 1 ower amount o f v asopressin analogue binding than in male tissue. IGF-I
immunoreactivity was observed in layers IV and V of dorsal hom and in the ependimal
ventral grey commissure. A significant reduction of the expression area was seen in
diabetic animals, as well as in the MSG and GDX animals. The NADPH-diaphorase
reactivity showed the presence of nitrergic neurons at: the dorsal horns, the ependimus,
the intermediolateral cell column and at the motor pudendal nuclei. Changes on the
morphological cell characteristics as well as on the enzymatic activity was seen in
diabetics animals being these changes reverted by insulin treatment. Conclusions: The
neuromodulator factors evaluated were all altered in the STZ induced diabetic animals
and those variations could be generated by insulin lack “per se”, by the chronic
hyperglycemia, or by alterations in the gonadal and adrenal axis seen in this pathology.
The observed alterations may be involved in the regulation of penile erection and

ejaculation mechanisms regulating the penile muscular tone through pudendal nerve or
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the vascular dilatation regulating the blood flow through the pelvic nerve. These studies
provide important information to the comprehension of the pathophysiology of the sexual
dysfunction related with the penile erection during advanced stages of diabetes as well as
in models with endocrine analogy. They may allow the development of new therapeutic

strategies to improve the life quality of affected patients.

Key words:
Sexual impotence - diabetes — streptozotocine — GABAergic system — opioid system —
1GF-1 — oxytocin recéptor — vasopressin receptor —- NADPH-diaphorase - spinal cord.
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INTRODUCCION GENERAL
OBJETIVOS

HIPOTESIS

...Las unicas barreras a los alcances de la
razon las constituyen las debilidades
mismas de la razon. Las potencias del
pensamiento no se detienen ante las
prohibiciones de los hombres, sino ante los
puntos en que les resulta imposible seguir
avanzando...

Maiménides (1151-1204)



INTRODUCCION GENERAL

La diabetes es un desorden enddcrino-metabdlico que ha sido asociado con
alteraciones funcionales y estructurales del sistema nervioso central y periférico. Entre
estas alteraciones se incluye la aparicion de problemas relacionados con la
reproduccion. En el caso de los pacientes dibéticos de sexo masculino, uno de
transtornos que afecta su condicién de vida, se relaciona con la aparicién de impotencia
sexual. En la regién lumbosacra de la médula espinal de los mamiferos se ubica una
serie de nucleos motores que regulan la contraccién de la vasculatura y musculatura
peneana siendo estds musculos los que intervienen en los mecanismos de la ereccion
peneana y la eyaculacién. Estos niicleos motores, que presentan un dimorfismo sexual,
estan sujetos al control de neurootransmisores, neuropétidos y hormonas esteroides, que
pueden afectar su respuesta y alterar la respuesta eréctil. El propdsito de esta Tesis
Doctoral ha sido caracterizar alteraciones capaces de regular la respuesta asociada con
la ereccion y/o eyaculacion en la regién lumbar de la médula espinal de animales con
diabetes experimental.

1- Diabetes Mellitus

La diabetes es una patologia compleja caracterizada por presentar
principalmente una alteracién en el metabolismo de la glucosa. Esta alteracion esta
relacionada con disminucion o falta de accién o secrecién de insulina, produciendo el
estado de hiperglucemia. Dada la accion de esta hormona en el metabolismo intermedio,
en la diabetes se observan alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, asi
como en el metabolismo de los 4cidos grasos y de las proteinas. Se genera entonces un
desorden enddcrino y metabdlico asociado con alteraciones funcionales y estructurales
en miltiples sistemas orgénicos. Las complicaciones diabéticas tardias en pacientes
humanos incluyen retinopatias, nefropatias, afecciones cardiovasculares, ulceras
dérmicas, alteraciones en la funcion sexual y disfuncién del sistema nervioso con
neuropatia auténoma y periférica, atrofia degenerativa que afecta los nervios motores y
sensoriales, desérdenes en la percepcién del dolor incluyendo dolor espontaneo,
alodinia e hiperalgesia, alteraciones electroliticas, neuroquimicas y de permeabilidad de
la barrera hematoencefalica donde la exposicién crénica a niveles elevados de glucosa
alteran el normal funcionamiento cerebral (Bailes’02, Mooradian'88).
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La diabetes ha sido clasificada en dos tipos principales, la diabetes de tipo 1|
(DM1-1D) o insulino dependiente y la diabetes de tipo 2 (DM2-NID) o no insulino
dependiente, asociada generalmente con resistencia a la acciéon de la insulina. Sin
embargo, existen excepciones a esta clasificacion dado que la Diabetes Mellitus
presenta divisiones difusas entre los dos tipos principales, dando lugar a clasificaciones
mas amplias basadas en los sintomas clinicos.

1.a- Diabetes Mellitus de tipo 1

La DM1-ID c;omprende entre el 10 y 15% de los casos de diabetes. Clinicamente
se caracteriza por hiperglucemia y cetoacidosis. Aparece generalmente en la infancia o
en la adolescencia, hasta los 30 afios. Los factores iniciadores de la patologia no han
sido esclarecidos aun, sin embargo existiria una base genética predisponente en un gran
porcentaje de los casos, asi como también factores ambientales, agentes quimicos,
virales y de la dieta (Hawa’02, Jaeckel 02, Ramsingh’97, Kimpimaki'01). La patologia
esta asociada con la pérdida total y especifica de las células B pancredticas de los islotes
de Langerhans, productoras de insulina. Por lo cual, una vez establecida la enfermedad,
el péncreas presenta una relacion aumentada en su composicién de células o
(productoras de glucagdén), células & (productoras de somatostatinas) y células
productoras del péptido P. La DMI1-ID ha sido caracterizada como una enfermedad
autoinmune en la cual el individuo desarrolla autoanticuerpos principalmente contra el
antigeno leucocitario humano (HLA), contra el gen de la insulina, contra las células de
los islotes de Langerhans, contra la enzima acido glutdmico decarboxilasa (GAD) y
contra el antigeno 2 de los islotes (IA-2A) (Onengut-Gumuscu’02, Torn‘03), que
intervienen en un proceso de destruccion selectiva de las células 3 del pancreas. Un alto
nivel de anticuerpos para GAD luego de que se manifiesta la enfermedad es prondstico
de baja funcién de las células B dentro de los primeros afios,-por el contrario,
anticuerpos contra las células de los islotes de Langerhans indican una funcién de
células B mas conservada para los primeros tres afios (Torn’03). Estos anticuerpos
asociados a la diabetes, pueden ser detectados en las mujeres con diabetes de tipo 1
embarazadas, pueden ser transferidos a la circulacion fetal y ser detectables en el cordén

umbilical, representando una verdadera induccién de autoinmunidad (Hamalainen’02).
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1.b- La Diabetes Mellitus de tipo 2

La DM2-NID es un desorden metabdlico cronico que resulta de defectos en la
secrecidn y en la accién de la insulina debidos a una disminucién en su afinidad por el
receptor (Passaro’01, Yli-Jarvinene'95). Con el tiempo se establece una falla progresiva
de las células B del pancreas. Este tipo de diabetes es mas frecuente que la de tipo 1 y
representa el 85 a 90% de los casos. Clinicamente se caracteriza por hiperglucemia,
resistencia a la insul_ina y, a diferencia de la DM1-ID, baja frecuencia de cetoacidosis.
Generalmente apareée en individuos adultos mayores de 40 afios como consecuencia del
sedentarismo, la obesidad y el estrés, aunque ha sido descripta su aparicién también en
nifios y jovenes. El tratamiento involucra el control en la dieta, el ejercicio y la terapia
combinada de hipoglucemiantes orales e insulina, una vez que ha sido establecida la
falla en las células B (Passaro’0l, Rewers'95). El tratamiento con insulina resulta
importante para el control tanto de la glucotoxicidad como de la lipotoxicidad y de las
complicaciones vasculares (Chan’03). Ademas de la secrecién anormal de insulina, se
observa una secrecién anormal de glucagén. La hiperglucagonemia y la relacion
alterada insulina/glucagdn juegan un papel importante en el inicio y mantenimiento del
estado de hiperglucemia patolégico. Entonces, tanto el glucagén como su receptor

resultan potenciales agentes para el tratamiento terapéutico de este tipo de diabetes
(Jiang'03).

2- Ereccion peneana y eyaculacion

Los mecanismos de ereccion peneana dependen del correcto funcionamiento de
los sistemas vascular, ncurolégico y enddcrino, los cuales resultan influenciados por
variaciones en los diferentes neurotransmisores y neuropéptidos. La ereccién peneana
ocurre como respuesta a estimulos de origen periférico y/o supraespinales (Wagner '91).
Estructuras espinales y supraespinales se complementan en forma integrativa para lograr

una adecuada erecci6n, gatillada por los centros supraespinales con reconexién en los
nervios periféricos de origen medular.

Los mecanismos de ereccién peneana incluyen la relajacién de las fibras del
musculo liso en los tejidos eréctiles y la dilatacién de las arterias peniles. Ambos

fendmenos se encuentran controlados por ramas simpéticas y parasimpaticas del sistema
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nervioso auténomo (Andersson’95). El sistema vascular constituye un mecanismo clave
para la iniciacién y mantenimiento de la ereccién. Periféricamente, el balance
contraccién/relajacion controla el grado de contraccion de los musculos del cuerpo
cavernoso peneano y determinan su estado funcional, regulando su naturaleza
hemodindmica dada por la restriccion del flujo venoso saliente y el aumento del flujo
arterial entrante (Andersson’00).

Muiltiples caminos eferentes son activados en la generacién de la ereccion y la
eyaculacién. La ereccion requiere la activacién de las vias de vasodilatacion
parasimpatica en el pene y la inhibicidon del tono vasoconstrictor simpatico peneano
junto con la activacidn de la via vasoconstrictora simpéatica pélvica para enviar el flujo
de sangre hacia el pene, con la contraccidn de los musculos estriados’ peniles para crear
una rigidez completa. Por su parte, la eyaculacién involucra el cerrado de la vejiga y del
esfinter uretral externo por vias simpdticas y sométicas respectivamente, la estimulacién
de la emisién seminal por inervaciones simpdticas y parasimpdticas de las glandulas
sexuales accesorias y el ducto deferente, seguido por contracciones ritmicas del muisculo
liso de la uretra y de los musculos estriados perineales. Las fibras nerviosas que
permiten todos estos mecanismos provienen de multiples segmentos de la médula
espinal en coordinacién con las estructuras supraespinales (McKenna’'00).

2.a- Estructuras pro-eréctiles del sistema nervioso central

Como se menciond anteriormente, la ereccién peneana .es controlada por
mecanismos espinales y supraespinales. La estimulacién de los nervios peneanos dorsales
activa neuronas en estructuras supraespinales tales como: el 4rea predptica media anterior
(MPOA), el nicleo paraventricular (PVN) del hipotalamo, el nucleo paragigantocelular
(NPGI), la amigdala media (MeA), la sustancia gris periacueductal (PAG) y la corteza
cerebral. Estos nicleos a su vez envian proyecciones hacia los nicleos lumbosacro
parasimpético y toracolumbar simpdatico que hacen sinapsis con las neuronas
postganglionares, constituyéndose en el sistema nervioso proeréctil periférico (Giuliano
'95 y “97, Schmidt’00). El NPGI inhibe la contraccion de los misculos perineales y la
ereccién peneana mientras que el MPOA facilita estos reflejos (McLean’63) (Fig. 1).
Ademds, otras regiones cerebrales como la sustancia nigra, el hipocampo y el locus

coeruleus también intervienen en la regulacién de la ereccién (Zaharan’01, Chen’0l,
Chang’01).
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Los eferentes descendientes parten desde el cerebro y convergen en la columna
dorsal, hasta alcanzar los nervios auténomos toracolumbar y lumbosacro en la médula
espinal (MacLean 63) y los nicleos motores situados en las astas ventrales de la médula
espinal lumbosacra involucrados en la funcién eréctil (Kohama'92).

Por su parte, la informacién aferente asciende desde la médula espinal afectando
potencialmente la integracién de las sefiales neurales en sitios supraespinales asociados

con el comportamiento sexual que procesa la entrada sensorial desde el pene
(Hubscher96).
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Fig. 1. Estructuras cerebrales involucradas en el control de las funciones sexuales masculinas y su
interconeccion con la médula espinal como coordinadora de la respuesta sexual. Grafico extraido y
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2.b- Vias aferente y eferente que modulan la ereccion peneana

La ereccion peneana resulta de la combinacion de una actividad parasimpatica
aumentada y una actividad simpdtica reducida. El pene presenta inervaciones nerviosas
eferentes y aferentes.

La via eferente sensorial estd constituida por el nervio dorsal que emerge desde el
prepucio y la piel del pene y glandulas asociadas, y termina en la regién dorsal y érea
circundante al epéndimo del tronco lumbosacro de la médula espinal cumpliendo la
funcién de iniciaciéry y mantenimiento de la ereccién (Herbert'73, (McKenna'86).

La via aferente estd constituida por inervacién somatica, parasimpatica y
simpatica. La via somdtica esta constituida por el nervio pudendo, la via parasimpitica
estd constituida por el nervio pélvico y la via simpatica la constituyen el nervio
hipogastrico y la cadena simpatica toracicolumbar (Andersson’95, Giuliano’95). En la
rata, los nervios pélvicos y pudendos emergen del tronco lumbosacro (lumbarS-sacrol)
de la médula espinal para llegar hasta el pene. En el ser humano, asi como en otras
especies animales que se discutirdn mas adelante, la ubicacidén de los nervios que

inervan el pene difiere en su localizacién anatémica a nivel medular.

El nervio pudendo proviene de los nicleos motores situados en las astas
ventrales de 1a médula espinal, con extension lumbarS-lumbar6 en la rata. Estos nervios
inervan a los musculos estriados perineales bulbocavernoso e isquiocavernoso cuya
contracciéon aumenta la presién interna en los cuerpos cavernosos, bombeando sangre
para activar los mecanismos de flujo, como condicién final para la obtencién y
mantenimiento de la rigidez peneana (Karacan'83, Tang 98, Willem'97) (Fig. 2). Si bien
en la rata estos misculos cumplen una funcién fundamental para la iniciacion y

mantcnimicnto dc la crecciéon, en humanos su funcién es menos clara (Elimore’88).

El nervio pélvico proviene de las células de las astas dorsales, de la comisura
gris dorsal y de las células de la columna intermediolateral inferior, del nicleo sacro
parasimpitico, que se extienden a lo largo de la médula espinal lumbar6-sacrol en la
rata. Estas neuronas hacen sinapsis en el ganglio del plexo pélvico desde donde fibras
postganglionares alcanzan al pene a través del nervio cavermnoso (Hancock'79,
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Nadelhaft’84a) (Fig 2). Este sistema es responsable de la vasodilatacion de la
vasculatura peneana para generar la ereccion (Lue’83).

La tercer via de inervacién peneana es la simpatica cuyas neuronas se localizan en
la comisura gris dorsal y columna celular intermediolateral del nucleo toracolumbar
simpatico, de los segmentos toracico inferior y lumbar superior (toracicol 1-lumbar2) de
la médula espinal y envian sus axones hacia el nervio hipogéstrico, el cual se contacta
también con el plexo pélvico para alcanzar al pene a través del nervio cavernoso
(Hancock 79, Janig'87, Junermann’89, Nadelhaft'85b y "87) (Fig. 2). La estimulacién de
esta via tiene funcién antieréctil, promoviendo la relajaciéon de la musculatura lisa
peneana y la consecuénte vasodilatacion (Dail 89).

Columna
Toracicolumbar
Simpdtica

Columna
Lumbosacra
Parasimpitica

Esfinter externo—» ===

Miisculos
bulbocavernoso
e isquiocavernoso

Nervio pudendo

Nervio dorsal del pene

8

Fig. 2: Vias somdticas, parasimpéticas y simpéticas eferentes en la inervacién medular del pene en
el hombre. Diagrama extraido y modificado del trabajo de Steers’00.
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La region lumbosacra de la médula espinal presenta una red neural capaz de
integrar la informacién central y periférica, representando el mayor sitio de regulacion
de la ereccién peneana.

La arborizacién dendritica de las motoneuronas de los nucleos motores lumbares
de la médula espinal que estan involucrados en la inervacién peneana, se extiende hacia
otras areas del mismo segmento medular como las astas dorsales, la regién circundante
al epéndimo, la comisura gris y la columna intermediolateral, y ademas las dendritas de
un nicleo motor se éxtienden también hacia el mismo nicleo de la porcién contralateral
y hasta los otros npucleos motores de la misma region. Esto sugiere una posible
interconexién entre motoneuronas € interneuronas de esta regién, transformandola en
una buena candidata para la regulacién de la ereccién peneana, integrando la
informacion de origen periférico y supraespinal, redistribuyendo |a i nformacién hacia
neuronas auténomas y somadticas, y regulando a los neuromediadores (Sasek’84,
Tang’98).

2.c- Neuromediadores de la ereccion peneana

Los mediadores en la ereccion peneana son ciertos neuropéptidos vy
neurotransmisores, que participan en la transmisién de 1a informacién central y periférica,
sensorial y motora, para posibilitar la ereccidon peneana. Entre los diversos factores que
intervienen en esta funcién se destacan el 6xido nitrico, el 4cido y-aminobutirico (GABA)
y aquellos componentes asociados al sistema GABAérgico como las benzodiacepinas, la
ocitocina, los péptidos opioides, el factor de crecimiento insulinico-simil, la serotonina, la

dopamina y los sistemas adrenérgico, noradrenérgico y colinérgico (Giuliano'00,
Andersson’00).

2.d- La influencia de la testosterona

La diferenciacion sexual en el cerebro se encuentra controlada, durante un periodo
limitado del desarrollo del individuo, por los niveles de esteroides gonadales circulantes,
los cuales generan cambios permanentes en los sustratos neurales, llevando a la expresién

del comportamiento sexual especifico de cada sexo (McCarthy'94). Las hormonas
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gonadales son importantes reguladores de la diferenciacion tanto de los caracteres
sexuales secundarios como del sistema nervioso central, donde la aromatizacion de la
testosterona a estrogeno seria fundamental para la masculinizacidn o no del cerebro y de
los tejidos nerviosos (McCarthy'94, Ravizza’'02). En neuronas hipotalamicas de
individuos de sexo masculino se ha observado una mayor expresion y actividad de la
enzima aromatasa que en aquellas de sexo femenino, esto indicaria que los andrégenos

ejercerian un control sobre esta enzima involucrada en el proceso de diferenciacién
sexual (Negri-Cesi'01).

Durante la efapa perinatal la testosterona induce, por ejemplo, patrones sexuales
dimérficos en los ,contactos sindpticos del nicleo arcuato, ejerciendo efectos de
organizacién y de activacién en esta regidon (Fermandez-Galaz'97). En el individuo adulto
los andrégenos también cumplen un papel fundamental en las funciones sexuales y
eréctiles, influyendo en el desarrollo de los 6rganos sexuales y tejidos involucrados. En
los humanos, el aumento de testosterona a la edad puberal lleva al desarrollo de las
caracteristicas sexuales secundarias y a la expresion de un comportamiento sexual
estereotipado, el cual es también evidenciable en animales. El fendémeno de ereccion
peneana espontanea en la adolescencia también es dependiente de andrégenos,
habiéndose comprobado que niveles hormonales normales en el individuo adulto, estan
asociados con la ereccién voluntaria. Sin embargo sélo el 20 a 25% de los individuos con
disfuncién sexual, deben el origen de su enfermedad a alteraciones en los niveles
androgénicos. La mayoria de los hombres con impotencia sexual presentan un equilibrio
endécrino normal, con niveles normales de testosterona, 17(3-estradiol y hormonas
hipofisiarias. Por lo tanto la presencia de andrégenos es necesaria pero no suficiente para
un correcto funcionamiento sexual (Manieri'97). Por otro lado, ratas macho
gonadectomizadas restablecen la funcién eréctil cuando son tratadas con testosterona o
dihidrotestosterona (Gray’'80, Meisel 84).

3- La diabetes y la impotencia sexual

Entre las complicaciones tardias que desarrollan los pacientes con Diabetes
Mellitus, son significativamente importantes las neuropatias autonémicas periféricas, las
cuales afectan la percepcion, la actividad muscular y la funcién de los 6rganos internos
(Schmidt’02). E1 50% de los pacientes d iabéticos s ufre disfuncién sexual en estadios

avanzados de la patologia por causas neuropatoldgicas, miopéticas y de insuficiencia
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vascular, constituyéndose en una complicacién comin tanto en hombres como en
mujeres mayores de 50 afios con Diabetes Mellitus (Jensen'79, Vardi'96).

Ratas macho con diabetes experimental inducida por tratamiento con una droga
diabetogénica llamada estreptozotocina, que induce la degranulacién de las células 3
pancredticas y una hiperglucemia constante (Junod’69), presentan menor proporcion de
reflejos eréctiles y disminuciéon del comportamiento copulatorio, los cuales son
revertidos a valores normales luego del tratamiento con insulina (Escrig’02). Ademas
los animales diabéticos presentan lesiones testiculares y disminucién de la fertilidad,
con menor niimero de espermatozoides, a pesar de no presentar alteraciones en el ciclo
espermatogénico, reduccion en el funcionamiento de la prostata, de las vesiculas
seminales y de las gldndulas coagulantes (Oksanen’75, Paz (Frenkel) 78).

Factores enddcrinos como la accién androgénica son de vital importancia en la
ereccion peneana. Los pacientes diabéticos humanos, asi como los animales con
diabetes experimental, presentan una disminucién en los niveles de testosterona
plasmética debida a una reduccién en el nimero de células de Leydig y de su capacidad
esteroideogénica (Alexopoulous01, Paz(Frenkel)'78). Esta disminucién androgénica
estd frecuentemente asociada con la impotencia sexual, sin embargo un alto porcentaje
de pacientes diabéticos presentan niveles hormonales normales y aun asi se observan
alteraciones en los mecanismos de ereccién (Ellenberg’71).

Si bien generalmente se considera a la neuropatia periférica como causa de la
impotencia sexual diabética, la afeccién de las vias de regulacion central seria de gran

importancia, con un papel independiente en la fisiopatogénesis de la disfuncién eréctil
en la Diabetes Mellitus (Sartucci’99).

En el desarrollo de este trabajo se discuten las posibles implicancias de los
sistemas de neuromediadores sobre los mecanismos de ereccién peneana y su regulacion

por hormonas e steroides, como asi también son c onsideradas 1as p osibles i mplicancias
clinicas.
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OBJETIVOS

En base a lo expuesto anteriormente en relacién a la impotencia sexual, los niveles
de testosterona circulante y especialmente en la expresion de esta disfuncidn sexual en
individuos diabéticos, el objetivo de este trabajo fue investigar los posibles factores que
modulan la funcién de ereccién p eneana, estudiando las caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas de la regién lumbar6/sacrol de la médula espinal en animales con
tratamientos experimentales que presenten una disminucién en la respuesta eréctil. Como
se mencioné anteriormente, de la regién lumbar de la médula espinal emergen los nervios
pélvicos y pudendos gue inervan musculos involucrados en la ereccion y eyaculacion, por
lo tanto en esta regi&n se evaluaron diferentes sistemas de receptores para neuropéptidos
y neurotransmisores, relacionados con la respuesta eréctil.

Se utilizaron modelos experimentales que presentan alteraciones en la actividad

copulatoria como consecuencia de las alteraciones enddcrino-metabdlicas asociadas,
estos fueron:

a) animales con diabetes insulino dependiente inducida por tratamiento con
estreptozotocina (STZ),

b) animales con hipogonadismo funcional provocado por tratamiento neonatal con
monosodio glutamato (MSG).

c) modelos de animales con tratamientos quirirgicos en los cuales se eliminaron las
hormonas esteroides.

d) animales de distintas edades (entre 10 dias y 20 meses) sin tratamientos.

Se evaluaron;

1) Cambios morfoldgicos en las motoneuronas de la regién lumbosacra de la médula
espinal asociados con los modelos experimentales ensayados.
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2) La participacion del sistema GABAérgico estudiando la presencia de receptores
GABA-A, GABA-B y sitios receptores para benzodiacepinas y los niveles de GABA
tisular.

3) La posible relacion del sistema opioide, estudiando los receptores del tipo mu y delta,
y los niveles tisulares de su ligando endégeno B-endorfina.

4) Los receptores para ocitocina y para vasopresina.

5) La participacién de agentes neurotroficos evaluando alteraciones en la expresion del
factor de crecimienta insulinico-simil de tipo 1.

6) La influencia del 6xido nitrico (NO) sobre la regién lumbosacra de la médula espinal
explorando la presencia de la enzima productora de este neurotransmisor mediante
métodos histoquimicos.

HIPOTESIS

La hipdtesis planteada en el presente trabajo es que los mecanismos de
respuesta a la ereccion peneana y/o eyaculacion, asociados a la respuesta sexual
alterada descripta en los animales con diabetes experimental, se encuentran también
afectados por esta patologia y tienen influencia directa sobre la respuesta al estimulo
sexual central, siendo las modificaciones de ciertos sistemas de neurotransmisores y
neuropéptidos presentes en la médula espinal lumbar aquellos que, juntamente con el
Sactor hemodindmico alterado, generarian una variedad de respuestas fisiopatologicas,

regulando la ereccion peneana desde el punto de vista tanto vascular como muscular.
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MATERIALES Y METODOS
1) Desarrollo de las colonias de animales para experimentacion:

En todos los casos utilizamos Rattus norvegicus de la cepa Sprague Dawley, con calidad
genética y sanitaria certificadas en el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina
Experimental, siguiendo las normas internacionales de FELASA (Federation of European
Laboratory Animal Science Associations).

a) Induccion de diabetes experimental por estreptozotocina y reversion por insulina:
L

Ratas macho de 45 dias de edad fueron anestesiadas mediante una inyeccion
intraperitoneal de ketamina (1ml/kg de peso corporal 50mg/ml, Holliday-Scott, Arg.),
suplementadas c on vapores de éter etilico y diabetizadas, b ajo anestesia, mediante una
inyeccién intravenosa con estreptozotocina (STZ, 55mg/kg de peso corporal, Sigma)
disuelta en solucién salina (0,9%) acidificada a pH 5,0 con acido citrico S0mM. Se
realizaron controles de glucosuria a las 24 y 72 horas post tratamiento, a fin de
seleccionar los animales de acuerdo al dafio pancreadtico producido por la droga,
utilizando tiras reactivas para glucosa (Diastix-Bayer, Argentina). Se consideraron
diabéticos a los animales con glucosuria mayor a 2 g/dl. Los animales diabéticos fueron
sacrificados a una, dos, tres o cuatro semanas luego de la diabetizacién seguin el
experimento (DIAB1, DIAB2, DIAB3 y DIAB4 respectivamente). Los animales del
grupo control (CONT) fueron inyectados con vehiculo el mismo dia que los animales
experimentales. Entre los animales que resultaron con glucosuria mayor 2 al %, se
selecciond al azar un grupo que se inyectd diariamente en forma subcuténea con insulina
(INS, Betasint insulina NPH, bovina, Laboratorios Beta S.A., Argentina) 4 unidades
internacionales por dia (Ul/dia) distribuidas en dos aplicaciones diarias: 1,5 Ul a las 08:00
hs. y 2,5 Ul alas 18:00 hs., durante los 10 dias anteriores a 1a fecha prevista para su
sacrificio. Los animales controles y diabéticos fueron inyectados con vehiculo.

b) Gonadectomia y tratamiento con propionato de testosterona:
Ratas macho de 45 dias de edad fueron anestesiadas con ketamina i.p. y
suplementadas con vapores de éter etilico y gonadectomizadas (GDX). Los animales del

grupo control fueron tratados del mismo modo simulando 1a gonadectomia pero sin la
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ablacién de los testiculos (SHAM). Para el tratamiento c on propionato d e testosterona
(GDX+TP) los animales GDX fueron inyectados luego del tercer dia de cirugia. Las
inyecciones se realizaron en forma subcutanea, en una dosis de 400p.g de testosterona por
Kg de peso corporal disuelta en aceite de girasol, una vez al dia, durante 7 dias. Los
animales controles y GDX correspondientes a los mismos experimentos fueron
inyectados con vehiculo. Todos los animales se sacrificaron a los 10 dias de realizada la
cirugia.

¢) Adrenalectomia y'tratamiento con corticosterona:

Ratas machogde 45 dias de edad anestesiadas con ketamina y suplementadas con
vapores de éter etilico, fueron adrenalectomizadas (ADX) en forma bilateral por
aproximacién dorsal. Luego de la cirugia, se les suministré solucién salina (CINa 0,9%)
como agua de bebida ad libitum. A los animales del grupo control, se los intervino de
modo similar, pero sin remocién de las glandulas adrenales (SHAM). Los animales
tratados con corticosterona (CORT, Esteraloids, USA), fueron animales adrenoprivos a
los cuales se les inicié el tratamiento el mismo dia de la cirugia aplicindoles una
inyeccién subcutanea al dia (18:00hs) con una dosis de 12 mg/Kg disuelta en aceite
vegetal. Los animales controles y ADX de los mismos experimentos fueron inyectados
con vehiculo. Todos los animales fueron sacrificados 7 dias después de la cirugia. Se
ensayé ademas un grupo experimental donde los animales fueron adrenalectomizados o
SHAM operados a distintos tiempos y sacrificados a los siete dias de iniciado el

experimento, es decir grupos experimentales con 3, 5 y 7 dias de ADX (ADX3d, ADX5d,
ADX7d).

d) Gonadectomia y adrenalectomia:

En este caso los animales fueron inicialmente castrados o0 SHAM operados como
se describi6 anteriormente y luego de diez dias a una serie de animales se les efectud la
adrenalectomia bilateral. Estos animales fueron sacrificados: 5 dias después

(GDX+ADX). Para la realizacién de estos experimentos otro grupo de animales
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gonadectomizado y SHAM-ADX se sacrifico a los 15 dias (GDX) y un cuarto grupo
SHAM-GDX fue adrenalectomizado y luego sacrificado con el resto de los animales a los
5 dias de ADX. A todos los animales con ADX se les suministrd solucidn salina (CINa
0,9%) como agua de bebida ad libitum. El grupo control se formd con animales a los que

se les simularon las operaciones pero sin la ablacidn de las glandulas secretoras de
esteroides (SHAM).

e) Tratamiento con MSG

Ratas de la cepa Sprague-Dawley recién nacidas recibieron inyecciones
subcutaneas d e monpsodio glutamato (Sigma) en solucién salina 0,9% (4mg/g de peso
corporal) durante los dias 2, 4, 6, 8 y 10 después del nacimiento (MSG). Los animales
controles fueron inyectados con solucién isosmoética de CINa 10% (CONT). Todos los
animales fueron mantenidos con sus madres naturales en camadas equilibradas de 10
animales, destetados al dia 21 postnatal y sacrificados a los 6 meses de vida.

J) Desarrollo temprano y envejecimiento

Ratas macho intactas de la cepa Sprague-Dawley fueron sacrificadas a distintos
tiempos: 10 dias, 21 dias, 3 meses, 9 meses y 20 meses. Las edades fueron elegidas de
acuerdo al desarrollo de los nicleos sexuales pudendos y tomando como dia O el dia del

nacimiento.
2) Estudios histoquimicos:
2a) Técnica de Nissl:

Preparacion de tejidos:

Los animales fueron sacrificados por decapitacién, las médulas extraidas mediante
laminectomia dorsal, congeladas con hielo seco pulverizado y almacenadas en
congeladora de -70°C. Se cortaron secciones coronales sucesivas de 16 um de espesor de
la regién lumbar 5-6 de la médula espinal mediante cridstato a —17°C de acuerdo con el

Atlas de Paxinos y Watson. De cada médula se montaron 6 secciones sobre portaobjetos
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previamente recubiertos con gelatina de Sigma 1% y sulfato de cromo potasio 0,05%, se
secaron a temperatura ambiente y se almacenaron a -70°C.

Tincion por la Técnica de Nissl:

Las secciones obtenidas fueron deshidratadas por inmersiones sucesivas en
etanol 95 y 70% y luego rehidratadas en agua y transferidas a una solucion de Violeta
de Cresilo (Sigma) b,S% en agua durante 2 minutos, lavadas con agua y nuevamente
deshidratadas con una serie ascendente de etanol enagua 70 y 9 5%. Decoloradas en
solucidn de acido acético glacial (Ridel-del Haén, Hoechst, Argentina) 0,01% en etanol
95% y luego transferidas a etanol absoluto 100% (Ridel-del Haén, Hoechst, Argentina)
seguidas de dos inmersiones en Xilol (Sintor-Gan, Argentina), cubiertas con
cubreobjetos, utilizando medio de monmtaje Permount (Fisher Co., USA). Para la
identificacion anatdmica se utilizé la nomenclatura segiin Rexed (1952, 1954).

2b) Técnica para microscopia electrénica:
-Preparacion de los tejidos:

Los animales fueron anestesiados en forma intra peritoneal con ketamina
2ml/Kg de peso corporal (50mg/ml) seguido de una inyeccidn intracardiaca con
heparina para evitar la formacién de trombos. Luego los animales fueron prefundidos
inicialmente con una solucién de CINa 0,9% via ventriculo izquierdo, seguida de una
solucién fijadora conteniendo paraformaldehido 2% y glutaraldehido 2,5% en buffer
fosfato 0,1 M. Las médulas espinales fueron removidas previa laminectomia dorsal y
postfijadas por 2 horas en la misma solucidn fijadora a 0-4 °C. Secciones coronales de
la regiéon lumbar 5-6 (Paxinos and Watson) de 40 um de espesor fueron obtenidas
utilizando un vibratomo (Oxford).

-Tincion:

Las secciones o btenidas fueron lavadas varias veces en buffer PBS e incubadas 30
minutos con Tetra6xido de Osmio 1% en PBS pH 7,4. Luego de varios lavados con agua
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bidestilada las secciones fueron deshidratadas con etanol utilizando una serie ascendente
de concentraciones (50, 70, 90, y 100%). Luego de que los tejidos fueran infiltrados con
resina Durcopan ACM y polimerizados por 24 horas a 60°C, se cortaron secciones
ultrafinas de 80-100 nm con vibratomo R eichert Ultracut E utilizando una cuchillade

diamante. Las secciones obtenidas fueron analizadas mediante microscopio electrénico
(Zeiss M109)

2¢) Estudio de actividad NADPH diaforasa por tincion histolégica:
-Preparacion de [os tejidos:

Los animales fueron anestesiados en forma intra peritoneal con ketamina 2ml/Kg de
peso corporal (50mg/ml) seguido de inyeccidn con heparina para evitar la formacién de
trombos. Luego se les practicd perfusion intracardiaca con CINa 0,9% seguida de una
solucién fijadora conteniendo paraformaldehido 4% en buffer fosfato 0,1 M. Las médulas
espinales fueron removidas previa laminectomia dorsal, postfijadas por 2 horas en buffer
fosfato 0,1 M con paraformaldehido 4%, seguido de inmersidn en buffer PBS con 30% de
sacarosa toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se las congeld con hielo seco pulverizado y
se las almacend a —80°C hasta su utilizacion. Secciones coronales (20 pum) de la regién
lumbar 5 (Paxinos and Watson) fueron obtenidas utilizando un cridstato a —26°C. Se
montaron seis secciones por cada portaobjetos previamente recubierto con gelatina 2,5%
y Elmers Glue 1%. Los portaobjetos fueron secados rapidamente a temperatura ambiente
y luego almacenados en congelador a —70°C. Secciones adyacentes de los cortes para
experimentacién fueron analizadas mediante la Tincidn de Nissl con Violeta de Cresilo
para la identificaciéon anatémica de los nicleos neuronales utilizdndose la nomenclatura
proporcionada por Rexed (1952, 1954).

-Ensayo de NADPH diaforasa:

Los portaobjetos conteniendo las secciones de interés fueron incubados con NADPH
(1 mM) y sal nitroblue de tetrazolio (NBT — 2 mM) en buffer fosfato 0,1 M y Tritén X-
100 0,3% pH 7,4 durante 60 minutos a 37°C. Los controles negativos se realizaron del
mismo modo pero omitiendo el NADPH en la solucién de incubacién. Se analizd la

densidad, el area y el nimero de células mediante un microscopio 6ptico acoplado a un
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sistema de procesamiento de imagenes computarizado (NIH-Image). Cada determinacion
en la médula espinal se realiz6 en forma bilateral

3) Estudio de receptores por autorradiografia:

-Preparacion de tejidos:

Los animales fueron sacrificados por decapitacién, las médulas extraidas mediante
laminectomia dorsal, congeladas con hielo seco pulverizado y almacenadas en
congeladora de -70°C. Se cortaron secciones coronales sucesivas de 16 pm de espesor de
la region lumbar 5-6 de la médula espinal mediante criéstato a —17°C d e acuerdo con
Atlas de Paxinos y Wétson. De cada médula se montaron 6 secciones sobre portaobjetos
previamente recubiertos con gelatina de Sigma 1% y sulfato de cromo potasio 0,05%, se
secaron a temperatura ambiente y se almacenaron a -70°C. Para identificacion anatomica
de la regién medular se ensay? la tincion de Nissl en secciones adyacentes y se utilizé la
nomenclatura segin Rexed (1952, 1954).

-Determinacion de receptores utilizando la técnica de autorradiografia cuantitativa:

Al menos tres porta objetos por animal, conteniendo secciones coronales de la médula
espinal lumbar de cada animal tomadas en forma seriada fueron utilizadas en cada
ensayo. Las secciones [ueron preincubadas durante el tiempo adecuado, en el buffer
respectivo y luego incubadas en presencia de la hormona radioactiva sola o en conjunto
con el compuesto especifico no radioactivo (para definir la unidn inespecifica.) En los
capitulos respectivos se detalla tiempo de incubacion, buffer y concentraciones de los
reactivos. Finalizada la incubacién los portaobjetos conteniendo las secciones fueron
lavados y secados rdpidamente. Los autorradiogramas fueron generados mediante la
exposicion de los portaobjetos con las secciones de tejido incubadas junto con otros
portaobjetos conteniendo tiras estdndares comerciales para tritio (Amersham), contra
placas fotograficas sensibles a la radiacion beta, (Amersham, 3H-Hyperﬁlm) En el caso
de los compuestos yodados (ligandos para ocitocina y vasopresina) se generaron
estandares radioactivos a partir de un homogenato de tejido cerebral de animales intactos
a los cuales se adicioné cantidades variables de radioactivo. Esta masa de tejido fue

empaquetada y luego congelada en hielo seco. Secciones ¢on las diferentes
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concentraciones de radioactivo fueron tomadas en portaobjetos (como si se tratara de una
muestra experimental) y parte de estos portaobjetos coexpuestos con los tejidos
incubados en los experimentos. El tejido de otros portaobjetos fueron utilizados para
determinar: la radioactividad presente mediante un contador gama y la cantidad de
proteinas presentes en la secion, a fin de configurar una escala de calibracion para la
deermnacion del contenido de receptores en las muestras experimentales. El tiempo
optimo de exposicién para los ligandos tritiados o yodados fue seleccionado de manera
que las densidades Opticas de las regiones medidas estén dentro del rango de respuesta
lineal de la placa fotografica. Luego de 15 a 90 dias de exposicion para tritio CH)61a3
dias de exposicion para yodo ('®]) realizadas a temperatura ambiente en cuarto oscuro,
las placas fotogréﬁcé{s fueron reveladas de acuerdo a técnicas generales de revelado. Las
placas fueron analizadas mediante el uso de un sistema de analisis por imagenes acoplado
a una computadora (Macintosh-NIH-Image). Para cada regién medular estudiada, la
densidad 6ptica fue medida en forma bilateral en 6 secciones medulares, por duplicado,
por cada animal analizado. La densidad 6ptica de los diferentes niveles de grises de las
secciones medulares fue finalmente convertida en femtomoles del ligando tritiado unido
por miligramos equivalentes de tejido himedo por comparacion con los valores
generados por los estandares. La union especifica se obtuvo como la sustraccién entre los
valores correspondientes a la unién total y a la inespecifica.

4) Estudio de neuropéptidos por inmunohistoquimica:
-Preparacion de los tejidos:

Los animales fueron anestesiados en forma intraperitoneal con ketamina 2ml/Kg de
peso corporal (50mg/ml) seguido de inyeccién con heparina para evitar la formacién de
trombos. Luego se les practicé perfusion i ntracardiaca con CINa 0.9% seguida de una
solucidn fijadora conteniendo paraformaldehido 4% en buffer fosfato 0,1 M. Las médulas
espinales fueron removidas previa laminectomia dorsal, postfijadas por 2 horas en buffer
fosfato 0,1 M con paraformaldehido 4%, seguido de inmersidn en buffer PBS con 30% de
sacarosa toda la noche a 0-4 °C. Al dia siguiente se las congelé con hielo seco
pulverizado y se las almacend a —80°C hasta su utilizacion. S ecciones coronales de la
region lumbar 5-6 (Paxinos and Watson) de 20 pum de espesor fueron obtenidas utilizando
un criostato a —26°C. Se montaron seis secciones por cada portaobjetos previamente
recubierto con gelatina 2,5% y Elmers Glue 1%, se secaron rdpidamente a temperatura
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ambiente y se almacenaron a —70°C. Secciones adyacentes fueron analizadas mediante la
Tincidon de Nissl con Violeta de Cresilo para la identificaciéon anatémica de la region
medular y se utilizo la nomenclatura segiin Rexed (1952, 1954).

-Ensayo de Inmunohistoquimica:

Los tejidos fueron procesados para reaccién de peroxidasa bloqueando la enzima
endogena con agua oxigenada 3% en metanol. Para la identificacion del factor de
crecimiento insulinico 1 (IGF-1) se incubaron las secciones toda la noche a 0-4°C
utilizando un anticugrpo policlonal comercial (Peninsula, U.S.A.) en una dilucion de
1/750 en PBS que se revelé con un anticuerpo comercial biotinilado preparado en cabra
por Kirkengaard & Perry Labs para detectar proteinas de conejo en una dilucién 1/200 en
PBS. Las seriales fueron amplificadas utilizando el kit ABC (Vectastain Elite de Vector
Labs) para reaccion biotina-avidina, seguido del kit KPL (Kirkengaard & Perry Labs, Inc,
U.S.A.) para la reaccion con diaminobencidina (DAB). El analisis del grado de respuesta
y nimero de células tefiidas se realizd mediante el empleo de un microscopio éptico,
acoplado a un sistema de analisis por imagenes computarizado.

5) Estudio de neurotransmisores por HPLC de fase reversa:

La médula espinal fue homogeneizada en buffer de extracciéon (etanol:agua:acido
acético; 75:20:5), centrifugada a 18.000Xg durante 20 minutos a 4°C y el sobrenadante
llevado a sequedad. El precipitado fue luego derivatizado resuspendiéndolo en HCO3;Na
0,1 M y cloruro de dancilo 1,25 mg/ml disuelto en acetona anhidra durante 30 minutos a
90°C, llevandolo finalmente a sequedad utilizando una centrifuga al vacio. Los niveles de
GABA se midieron por HPLC con una columna de fase reversa C18, para lo cual se
utilizé H;POu/acetonitrilio como fase mévil donde se resuspendié el producto
derivatizado. Se utilizaron distintas concentraciones de GABA (1 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,01
mg/ml) como estandares de elucién. Los resultados se expresaron como picomoles de
GABA por gramo de proteina determinada mediante el método de Lowry.
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6) Estudio del contenido de (-endorfinas por Radioinmunoensayo:

Las médulas espinales fueron pesadas y homogeneizadas con un homogeneizador de
Teflon (Eberbach) en 500 pl de acido acético 0,1M. Los homogenatos fueron calentados
10 minutos a 100°C para evitar la actividad de las proteasas y centrifugados 30 minutos a
10.000Xg, 4°C. Los sobrenadantes se purificaron con columna Sep-Pak C 18, liofilizados
y reconstituidos antes del ensayo. Las beta-endorfinas se cuantificaron mediante
radioinmunoensayo utilizando un antisuero altamente especifico provisto por el Dr.
Chousos (National Institute of Child Health and Human Development, Bethesda, MD).
La sensibilidad del ensayo fue de 20 pg y la curva se comportd en forma lineal hasta los
1000 pg de beta-enéorﬁna no radioactiva agregada. EI anticuerpo reacciona en forma
cruzada equimolar con beta-endorfina y beta-lipotropina (su precursor inmediato), por
ello, aunque se lo referira como contenido de beta-endorfina, la cantidad medida en este
ensayo representa las concentraciones de ambas, beta-endorfina y beta-lipotropina
combinadas. Met-encefalina, alfa-encefalina y otros péptidos opioides no reaccionan con
el anticuerpo utilizado (<0,1%). Las muestras se incubaron con el antisuero durante 18-20
horas junto una serie de tubos conteniendo concentraciones crecientes de 3-endorfina de
rata en un rango de 15 a 2000 pg/ml a 0-4°C. Finalizada esta incubacion se agregd ['*°1)-
-endorfina (beta-endorfina humana, fraccién 1-27, Peninsula Labs, San Carlos, CA;
8000 cpm/100 ul) y se incubd a 0-4°C nuevamente durante 18-20 horas. La incubacion se
detuvo por precipitacion con etanol a 0-4°C y se determind la radioactividad utilizando un
contador gamma En todos los ensayos se determinaron los valores de union total e
inespecifico y los resultados fueron expresados como pg/mg de tejido.

7) Estudio del contenido de testosterona sérica por Radioinmunoensayo:

Se determind el contenido de testosterona presente en el suero obtenido de los
dilerentes animales proveniente de muestras de sangre recolectada en el momento del
sacrificio de los animales. El esteroide se extrajo a partir de 150 pl de suero en 3 mi de
éter etilico libre de peroxidos. La fase etérea fue evaporada bajo campana y se
resuspendié en 500 pl de buffer RIA: Na,HPO4 0,4m, NaH,PO4 0,034M, CINa 0,154M
conteniendo 0,1% de gelatina y 0,02% de azida sédica, pH 7. El resuspendido se dejé
durante la noche previa al ensayo a temperatura ambiente. Las incubaciones de las
muestras fueron realizadas en presencia de [*H]-testosterona (9000cpm/100pl sc) y
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antisuero (1/7500), simultaneamente con tubos conteniendo concentraciones crecientes
de testosterona no radioactiva en un rango de 12,5 a 800 pg/ml, preparando ademas los
tuvos correspondientes para determinar los valores de unidn totales e inespecifico. La
incubacion se realizdé durante 18-20 horas a 0-4°C, y ésta se detuvo por el agregado de
200 pl de Carbon-Dextran a cada tubo. A los 10 minutos de agregado el agente
adsorbente, los tubos fueron centrifugados durante 10 minutos (ambas operaciones fueron
realizadas a 0-4°C), tomandose finalmente alicuotas de 400 pl del sobrenadante para
determinar la radioactividad presente utilizando un contador de centelleo liquido.

8) Aunidlisis estadistico:

En todos los casos los resultados se presentan como el valor medio de los datos + la
desviacion estandar. La densidad o6ptica, cuando no fue comparada contra una escala de
grises comercial, fue calculada en funcion de los niveles de grises observados en la
imagen capturada, considerando una variacidn de 256 niveles de grises establecidos por
el programa utilizado para la cuantificacién. Para comparar los efectos de los diferentes
tratamientos se utilizé el analisis de varianza para comparaciones multiples de una via o
mas vias (seglin el caso) seguido de andlisis por test de Scheffe, Fisher o Bonferroni. Se
utilizé analisis por test de "t" apareado, para anélisis estadisticos de distintos parametros
dentro de un mismo grupo y test de “t” no apareado, para las comparaciones de un mismo
parametro entre dos grupos diferentes. Las diferencias entre los distintos grupos
observadas por test de Scheffe, Fisher o Bonferroni y se consideraron significativas
cuando p < 0,05. Para analizar los histogramas de frecuencia se utilizé el test no
paramétrico de Kolmogoroff-SmimofT.
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VARIACIONES EN LAS CARACTERISTICAS ENDOCRINO-
METABOLICAS DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

1. Efectos de la diabetes experimental inducida por estreptozotocina (STZ):

Se estudiaron los efcctos enddcrino-metabdlicos provocados por la diabetes inducida
por STZ (DIAB) y se los compard con animales controles (CONT) y animales diabéticos
tratados con insulinagurante 10 dias previos al sacrificio (INS).

Para incluir un animal dentro del grupo de diabéticos se consideraron el desarrollo de
su glucosuria durante el periodo experimental y los niveles de glucemia al momento del
sacrifico, asi como también la aparicion de sintomatologia caracteristica de la patologia

diabética, como polidipsia, poliuria, pérdida de peso corporal severa y estado de
depresidn generalizado.

En el momento del sacrificio de los animales se recolecté sangre y se separo el
suero para la determinacién de la glucemia mediante el método enzimatico colorimétrico
segin Trinder (Kit de Lab. Wiener, Argentina - Ann. Clin. Biochem. 6/24, 1969). Todos
los grupos diabéticos que se utilizaron para realizar las diferentes mediciones presentaron
una glucemia de 4 veces el valor control y los diabéticos tratados con insulina revirtieron
los valores de glucemia hacia niveles de los animales control indicando que el

tratamiento con STZ gener6 diabetes insulino dependiente por insuficiencia pancreatica
(Tabla 1).
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Tipo de estudio CONTROL DIABETICOS INSULINA
Estudio 69420 mg/d| DIABI: 273468 mg/dl | 6413 mg/dl
morfolégico DIAB3: 281457 mg/di
Sistema 7011 mg/dl DIABI: 283+28 mg/dl | 68+0.3mg/dl
GABAérgico DIAB3: 279425 mg/d!
Sistema opiolde 88414 mg/dl DIAB4: 27524 mg/dl | 87423 mg/dl
IGF-I 107£25 mg/dl DIAB2: 42011 mg/dl

' DIAB3: 34222 mg/d]
Receptores para 78+6 mg/dl DIABI: 327+ 24mg/dl | 67x11 mg/dl
VASO y OXY DIAB3: 3342 18mg/d]
NADPII-diaforasa | 73+24 mg/dl | DIAB4: 2844 36mg/d] 91425 mg/dl

Tabla 1: Glucemia de los animales de cada estudio efectuado. En cada caso los valores

representan la media t el desvio estindar representativo de por lo menos tres grupos
experimentales diferentes.

La induccidn de diabetes con STZ produjo una disminucién significativa en el
contenido de testosterona sérica respecto al grupo control a partir de la segunda semana

de induccion de la diabetes y el tratamiento con insulina en todos los casos revirtié los
valores hacia niveles controles (Tabla 2).

Tipo de estudio CONTROL DIABETICOS INSULINA
Estudio 11,342,1 ng/dl | DIABI:10,3£2,5 ng/m! | 12,342,4 ng/ml
morfolégico DIAB3: 2,340,7 ng/ml
Sistema 2,5+0,9 ng/ml DIABI: 1,910,5 ng/ml 3,010,9 ng/ml.
GABA¢érgico DIAB3: 0,740,4 ng/ml|
Sistema oploide 2,940,7 ng/ml DIAB4: 0,940,5 ng/ml 3,240,8 ng/ml
IGF-1 25,843,9 ng/ml | DIAB2: 2,840,5 ng/ml

DIAB3: 2,740,6 ng/ml
Receptores para 1,2740,2 ng/m| | DIABI1:0,95£0,07ng/ml | 1,13£0,5 ng/ml
VASO y OXY DIAB3: 0,5+ 0,1 ng/ml
NADPH-dlaforasa | 12,632,9 ng/ml | DIAB4: 2,810,5 ng/ml 13,043,6 ng/ml

Tabla 2: Testosterona sérica de los animales de cada estudio efectuado. En cada caso los valores

representan la media + el desvio estdndar representativo de por lo menos tres grupos
experimentales diferentes.

35



Veronica Berta Dorfman

La diabetes experimental inducida provocé alteraciones en el peso corporal de
los animales tratados en todos los experimentos utilizados para evaluar los diferentes
parametros estudiados. Observamos que los animales tratados con estreptozotocina
perdieron el peso en forma progresiva con el tiempo post-induccidn de la diabetes, con
una disminucién de alrededor del 20% a la primer y segunda semana, hasta llegar a
perderel 26% de supesoa latercer semanay el 28% a la cuarta. El tratamiento con
insulina revirtié la pérdida del peso corporal provocando una recuperacién promedio del
9% luego de 10 dias de tratamiento. (Tabla 3).

Ademas las esiculas seminales de los DIAB3 perdieron un 44% de su peso
respecto a los controles mientras que la disminucion en los DIAB1 no alcanzé para ser
significativa, y las de los insulinicos recuperaron su peso (Tabla 3).

El peso de los testiculos diabéticos no varié en relacion con los controles o
insulinicos (Tabla 3).

CONDICION PESO CORPORAL (g) Rel. Peso Rel. Peso
Inic final Vesic./Corporal. | Testic./Corporal.
ial (mg/g) (mg/g)
CONT 404,517, 465,5 + 26,5 3,910,6 89+1,2
DIABI 414,1+82 [322,0+9,2 35107 9,0+0,8
DIAB2 381,4+10,8 | 305,2+31,2 3,0+0,5 9,5+0,2
DIAB3 399,4+5,5 | 296,0+27,9 2,6+0,1 10,1 £0,2
DIAB4 389,1 £ 66,7 | 303,2+20,4 2,210,1 9,9+0,2
INS 407,5+6,3 369,7 £ 19,0 3,8+0,5 i 7,5+0,2

Tabla 3: Alteraciones en el peso corporal y peso de vesiculas seminales provocadas por el
tratamicnto con estreplozotocina. EL tratamiento con insulina revirtid los valores. No se
observaron variaciones en el peso de los testiculos. Los valores representan el promedio de los

pesos + la desviacién estdndar de los grupos experimentales utilizados en cada estudio, de por lo
menos tres grupos experimentales diferentes.
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2. Efectos del hipogonadismo funcional inducido por monosodio glutamato (MSG):

Se estudiaron los efectos enddcrino-metabodlicos provocados por el tratamiento
con MSG y se los compard con animales controles (CONT). El tratamiento con
monosodio glutamato durante el periodo neonatal provee un modelo de animales con
diabetes mellitus n o insulino d ependiente, con intolerancia a la glucosa, hiperglucemia

y/o hiperinsulinemia, con sindrome de obesidad e hipogonadismo funcional
(Cameron’76).

A estos animales se les determiné la glucemia del mismo modo que a los animales

diabéticos, pero en, ningun caso las glucemias de los animales MSG presentaron
diferencias significativas respecto a sus controles (Tabla 4).

Tipo de estudio CONTROL MSG
Estudio 6412 mg/dl | 6112 mg/di
morfolégico

Sistema 678 mg/d! 65+10 mg/dl
GABA¢érgico

IGF-1 65+9 mg/dl 69+14 mg/d|
Receptores para | 62+10 mg/dl 60+12 mg/di
VASO y OXY

Tabla 4: Glucemia de los animales de cada estudio efectuado. En cada caso los valores

representan la media + el desvio estdndar representativo de por lo menos dos grupos
experimentales diferentes.

El tratamiento con MSG provocd una disminucion significativa del 90% en el

contenido de testosterona sérica en los animales de sexo masculino respecto al grupo
control en todos los casos (Tabla 5).
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Tipo de estudio CONTROL MSG
Estudio morfolégico | 8,320,4 ng/ml 0,940,3 ng/ml
Sistema 7,5+0,38 ng/ml 0,7+0,1 ng/ml
GABAérgico

IGF-I1 7,4%1,8 ng/ml 0,610,2 ng/ml
Receptores para 0,77+0,04 ng/ml | 0,07+0,01 ng/ml
VASO y OXY

Tabla S: Testosterona sérica de los animales de cada estudio efectuado. En cada caso los valores

representan la medla + el desvio estindar representativo de por lo menos dos grupos
experimentales diferentes.

El tratamiento con MSG generd alteraciones fenotipicas respecto a los animales
controles, observandose una disminucién del 24% en el largo de cola como resultado de
la automutilacion frecuentemente observada con este tratamiento y una disminucion del

8% en el largo corporal como consecuencia de un déficit en la hormona de crecimiento
(Gong'95, Rol de Lama’98) (Tabla 6).

Se observaron ademas menor peso testicular (30%) y menor peso de vesiculas
seminales (42%) como resultado del hipogonadismo funcional, que provoca la lesion

hipotaldmica producida por esta droga. No se observaron alteraciones significativas en el
peso corporal (Tabla 6).

CONDICION Largo Largo Peso Rel. Peso Rel. Peso
cola Cuerpo Corporal Testic. / Corp. Vesic./ Corp.
(cm) (cm) (8) (mg/g) (mg/g)

CONT 21,5+0,5 27,2+0,5 628 +22 6,1+£0,3 3,3+0,2

MSG 16,3+0,9 24,8+0,6 684 * 62 43+0,2 1,9+0,1

Tabla 6: Alteraciones fenotipicas y del peso provocadas por el MSG. Los valores representan el

promedio de los pesos + la desviacion estdndar de por lo menos dos grupos experimentales
diferentes.
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3. Efectos de la gonadectomia:

Se estudiaron los efectos enddcrino-metabdlicos provocados por la gonadectomia
(GDX) y se los comparé con animales controles (SHAM) y animales gonadoprivos con
reemplazo hormonal con propionato de testosterona (GDX+TP).

La castracion provocé una disminucidn significativa en el contenido de testosterona

sérica respecto al grupo control y el tratamiento con testosterona en todos los casos
revirtié los valores hacia niveles controles (Tabla 7).

Tipo de estudio SHAM GDX GDX+TP
Estudio 7,312,1 ng/di ND 8,011,2 ng/ml
morfolégico

Sistema 6,842,1 ng/ml ND 4,7+1,8 ng/ml
GABA¢érgico

Sistema opioide 6,9t1,5 ng/ml ND | e
IGF-I 6,242,7 ng/ml ND 4,342,5 ng/ml
Receptores para 6,11,7 ng/ml ND 5,3%1,5 ng/ml
VASO

NADPII-diaforasa | 7,0+2,0 ng/ml ND | -

Tabla 7: Testosterona sérica de los animales de cada estudio efectuado. En cada caso los valores

representan la media + el desvio estindar representativo de por lo menos tres grupos
experimentales diferentes. ND = valores no determinables.

Los pesos de las vesiculas seminales extraidas luego del sacrificio de los animales
fueron significativamente menores en el grupo GDX que en el control (SHAM: 3,26+0,4
g, GDX: 0,610,2 g) y el peso se revirti6 con el tratamiento con propionato de testosterona
(GDX+TP: 2,940,3 g). El estudio sobre los 6rganos blancos demostrd que el reemplazo

con TP resulté adecuado en todos los casos para restablecer los niveles hormonales
circulantes.
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I

ASPECTOS MORFOLOGICOS DE LOS NUCLEOS MOTORES

INTRODUCCION

1- Los niucleos motores

La médula egpinal de humanos presenta un pequefio grupo de motoneuronas,
localizadas en forma bilateral en las astas anteriores de la regién sacra 1 y a través de
toda la regi6n sacra 2, descriptas por Onufrowicz en los afios 1899 y 1900 (Onuf 1899,
Onuf 1900), al que se denomina nucleo de Onuf. Este micleo, ubicado al borde de la
sustancia gris, comprende dos tipos de neuronas motoras, cuyos nombres responden al
musculo estriado inervado, y que estan directamente i nvolucradas en los procesos de
ereccion peneana y de eyaculacidon. Asi a las neuronas ubicadas en posicion
dorsomedial se las llam6 motoneuronas del esfinter anal (EAS) y a las ubicadas en
posicion ventromedial se las denominé motoneuronas del esfinter uretral externo (EUS).
Las motoneuronas de ambos grupos no presentan diferencias en cuanto a su tamafio o
localizacién entre machos y hembras. Sin embargo, si se observan diferencias en el
numero de células que componen este nucleo entre ambos sexos, constituyendo un
dimorfismo, donde los andrégenos juegan un papel crucial para su desarrollo,
protegiendo ciertas neuronas de una muerte celular programada. Aparentemente, los
andrégenos no ejercerian este efecto protector directamente sobre las motoneuronas
espinales, sino favoreciendo la supervivencia de las fibras musculares estriadas de los
musculos perineales, las cuales a su vez secretan factores tréficos, como el CNTF
(factor neurotréfico ciliar) que actuarian sobre las motoneuronas. Sin embargo, los
androégenos si estarian involucrados en el crecimiento dendritico de estas motoneuronas,
efecto mediado por la conversién en estrégenos por accidn de la enzima aromatasa
neuronal (Catala’99). La localizacidon anatémica de las motoneuronas involucradas en
los procesos de ereccién y/o eyaculacion, difiere entre las especies. En el gato, perro,
mono y humano estan circunscriptas a un grupo celular en el asta ventral de la médula
espinal sacra (Romanes’51, Kuzuhara'80, Petras’78, Nakagawa’80, Schroder'80) (Fig.
I.1,A). En el hamster la localizacién de las neuronas EUS es lateral (a diferencia del

grupo anterior que las presenta en ubicacién ventromedial) (Gerrits'97). Sin embargo en
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la rata ambos grupos se ubican en nucleos totalmente separados (Schnoder’80,
McKenna’'86) (Fig. 1.1,C), mientras que en el gerbil y en el cerdo las motoneuronas del
EAS se localizan en posicion dorsolateral al canal central (Ulibarri’95, Blok'96) (Fig.
I.1,B).
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Fig. 1.1: Esquemas de la localizacién de los niicleos motores pudendos en la médula espinal. EUS
y SNB (°), EAS y DLN (o), VN (¢). A) sacro 2 de humano, B) sacro 2 de cerdo, C) lumbar 6 de

rata.

En la rata, las motoneuronas que inervan los musculos estriados perineales
involucrados en la modulacién de los mecanismos de ereccién peneana y eyaculacidn,
se distribuyen en tres niicleos completamente separados, con una distribucién anatémica
y morfolégica diferente al humano. Estos nicleos se encuentran en la region lumbar 6 -
sacro | de la médula espinal y se denominan niicleo dorsomedial (DMN) o niicleo
espinal del bulbocavernoso (SNB), niicleo dorsolateral (DLN) y niicleo ventral (VN)
(Breedlove 80, McKenna'86), Fig.I1.1,C.

Cada uno de estos grupos de motoneuronas tiene sus propias caracteristicas
citoarquitecténicas. EI DLN presenta mayor la densidad celular de los tres nicleos, con
neuronas fusiformes y estrelladas, ubicadas en orientacién longitudinal a la médula. El
VN presenta las neuronas de mayor tamafio de los tres nicleos, con forma estrellada,
orientadas transversalmente y con una baja densidad neuronal. EI SNB consiste en

neuronas de tamaiio medio y grande ubicadas con orientacién longitudinal y transversal
(Schroder’80).

El SNB en la rata macho adulta estd conformado por aproximadamente 200

motoneuronas que inervan dos musculos perineales sexualmente dimérficos: el misculo

42



Verénica Berta Dorfman

bulbocavernoso y el musculo levator ani, los cuales se encuentran estrechamente
asociados al pene. Ademads estas motoneuronas inervan el esfinter anal, no dimérfico. El
DLN, conformado por aproximadamente 600 motoneuronas, inerva el musculo
isquiocavernoso, sexualmente dimdrfico, y el esfinter uretral, no dimérfico. Por Gltimo
el VN inerva los misculos bulbocavernoso, isquicavernoso y levator ani
(Breedlove’80, McKenna’86, Schroder’80), Fig. I.2. Cuando los musculos inervados
por ambos niicleos motores son activados en el macho, se produce la contraccién de los
mismos, provocando un aumento de la presién intracavernosa que lleva a la rigidez
peneana.

En cortes cogonales de médula espinal lumbar se puede observar conjuntamente
con los nicleos motores sexualmente dimérficos un cuarto nicleo motor que no
presenta diferencias entre ambos sexos, denominado niicleo retrodorsolateral (RDLN),
el cual se proyecta a través del nervio cidtico inervando los musculos involucrados en la
locomocidn de piernas y pies (Nicopoulos-Stournaras’83).

LEVATOR ANI

ESFINTER ANAL
BULBOCAVERNOSO

ISQUIOCAVERNOSO PENE ESFINTER URETRAL

Fig. 1.2: Musculos efectores de las motoneuronas del SNB, DLN y VN. Esquema extraido y
modificado del trabajo de Schreder’80.

Estudios realizados mediante la técnica de tincién de Golgi en combinacién con

técnicas de marcacion retrégrada con peroxidasa, utilizando como blanco las
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motoneuronas del SNB, han demostrado que las extensiones dendriticas de éstas
motoneuronas, son capaces de alcanzar regiones proximas al asta dorsal, a la comisura
gris dorsal, a la regién circundante al epéndimo y a la columna intermediolateral, como
asi también extenderse hacia el SNB contralateral y hacia el DLN (Kurz'86, Sasaki'91,
Tang'98 y ‘99). Fig I.3. Por lo tanto se podria inferir que estas motoneuronas serian
capaces de integrar la informaciéon de una amplia regién de la médula espinal,

permitiendo la coordinacién de la actividad auténoma y somética.

Fig. 1.3: Extensién de la arborizacién
dendritica de las motoneuronas del SNB.
Esquema extraido del trabajo de Kurz'86.

2-La testosteronay las motoneuronas

El correcto funcionamiento de los sistemas neurolégico y enddcrino conforman,
luego del vascular y muscular, un segundo factor de importancia en los mecanismos de
regulacion de la ereccidén peneana.

La hormona esteroide, testosterona juega un papel preponderante en el proceso de
diferenciacion sexual del sistema nervioso central. Esta hormona presenta:

-accién morfogénica durante la neurogénesis,

-actiia sobre el mantenimiento de la actividad neuronal central y periférica,

-influencia el desarrollo de los nucleos sexuales dimoérficos, regulando la

eliminacién de la sinapsis neuromuscular y el crecimiento, o la retraccion,

dendritica. El proceso de eliminacion sinaptica es, el requisito fundamental para la

organizacion de los circuitos neuronales adultos (Nordeen'85)..

Durante el desarrollo las hormonas gonadales interactian con gran variedad de

procesos celulares los cuales determinan la estructura y funcién del sistema nervioso.
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Esta interaccion en periodos criticos del desarrollo neural produce las diferencias
sexuales en el sistema nervioso (Amold’84). Durante este periodo critico los andrégenos
determinan el dimorfismo sexual en el nimero de motoneuronas del SNB, asi como el
mantenimiento de los miisculos perineales correspondientes. E1 SNB presenta dos fases
de desarrollo: la primera comienza cinco dias antes del nacimiento (E18) donde el
nimero de motoneuronas del SNB es sélo una fraccion del que sera en la adultez. Luego
el nimero comienza a aumentar en ambos sexos, sin diferencias significativas, hasta el
dia anterior al nacimiento (E22) (Sengelaub '89b). Este aumento es el resultado de la
migracion de las motoneuronas desde el DLN hacia el SNB (Goldstein '90a, Sengelaub
'89a). La segunda fase del desarrollo del SNB es la disminuciéon del nimero de
motoneuronas por aQoptosis hasta el dia 10 postnatal (E22-P10) (Fig.1.4,a). A partir de
aqui, el nimero de motoneuronas permanecerd constante durante toda la etapa adulta.
Esta disminucion es androgeno dependiente, dado que ser4& mayor en hembras que en
machos (pérdida de motoneuronas en machos 25% y 70% en hembras) (Sengelaub '89b).
La morfologia de las motoneuronas en numero, tamafio, conectividad y crecimiento
dendritico se encuentra bajo el estricto control de las hormonas esteroides masculinas
(Kurz’86), siendo las motoneuronas del SNB de los machos mas numerosas y de mayor
tamaiio que en el SNB de las hembras (Breedlove '80).

A diferencia del SNB, el DLN presenta una gran cantidad de motoneuronas desde
el dia EI8, tanto en machos como en hembras. Esta cantidad supera ampliamente el
nimero de motoneuronas que se encontrara luego en los adultos de ambos sexos. A partir
de este dia el numero de motoneuronas comenzara a disminuir, probablemente debido a
la migracién de las motoneuronas desde el DLN hacia el SNB, sin observarse diferencias
entre ambos sexos al dia E20. Dos dias después la disminucién comienza a ser mayor en
hembras que en machos. Esta diferencia contintia en la etapa postnatal y el dia 10 luego
del nacimiento (P10) los animales presentardn aproximadamente el nimero de
motoneuronas que estaran presentes en el animal adulto (Fig.1.4,b). Los machos habrain
perdido el 54% de sus motoneuronas, mientras las hembras el 74% (Sengelab’89a).

Estos resultados indican que las hormonas esteroides establecen la diferencia

sexual en el numero de motoneuronas de ambos nicleos, regulando la frecuencia natural
de muerte celular por apoptosis (Nordeen'85, Sengelaub’89c¢).
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Fig. 1.4: Desarrollo de las motoneuronas del SNB (a) y DLN (b) en Ia rata durante la etapa

prenatal tardia y prostnatal temprana. Graficos extraidos y modificados del trabajo de Sengelaub
1989b y a.

La morfologia y el crecimiento dendritico del SNB es diferente del observado
para el DLN: las dendritas de las motoneuronas del SNB presentan una disposicion radial
mientras que las del DLN presentan una organizacion bipolar y estrictamente unilateral.
Las motoneuronas del SNB muestran un crecimiento dendritico bifasico alcanzando su
mayor largo a la cuarta semana posterior al nacimiento y luego sufren una retraccién
hasta la séptima semana. Esta retraccion es andrégeno dependiente ya que machos
castrados en el periodo perinatal presentan una disminucién del largo dendritico y cuando
son tratados con propionato de testosterona (TP) presentan un crecimiento dendritico
exuberante reteniendo su largo hasta la séptima semana (Breedlove'81, Collins’92,
Gorldstein’90b, Manzo’99). En cambio, el crecimiento dendritico de las motoneuronas
del DLN es monoténico: el largo de las dendritas aumenta mas de 5 veces entre la
primera y décima semana postnatal. La regulacién morfolégica en ambos nucleos es
andrégeno dependiente: animales castrados en etapas perinatales presentan una
importante atenuacion en el crecimiento dendritico y una reduccién del tamafio somatico
que pueden ser revertidas con testosterona (Goldstein’93). Entonces, mientras los

androgenos son claramente necesarios para el crecimiento neuronal de ambos nucleos
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motores, el patron de desarrollo diferente sugiere la implicancia de otros factores en la
regulacion del crecimiento

Tanto el SNB como el DLN en las hembras adultas estan compuestos por menor
numero de neuronas, y de menor tamafio somatico, que en los machos adultos. Al nacer,
las hembras presentan los nicleos motores SNB y DLN, pero éstos ‘degeneran a menos
que sean expuestas a niveles constantes de andrégenos durante el periodo perinatal,
especialmente durante los dias 18 y 19 de gestacién donde los machos presentan un
aumento de la testosterona plasmatica (Cihak’70, Sengelaub’86, Ward'96). El
tratamiento pre y post-natal de las hembras con TP masculiniza el tamafio somatico de las
motoneuronas del SNB, sin embargo sélo el tratamiento prenatal (y no el postnatal)
modifica el nimero de neuronas aumentandolo en el individuo adulto. Por otro lado, el
tratamiento perinatal de machos con antiandrégenos feminiza las neuronas del SNB y los

musculos perineales que estas inervan (Neri'72).

La exposicion prenatal de ratas hembras a propionato de dihidrotestostcrona
(DHTP) masculiniza el sistema neuromuscular pero alterando la especificidad de la
neurona por su musculo blanco y evitando la retraccién muscular, ya que los misculos
isquiocavernoso y bulbocavernoso resultan inervados por ambos nucleos motores
(Kurz'90). Ademés, el tratamiento con DHTP afecta no sdlo especificidad de las
motoneuronas sino también la morfologia de ellas, ya que estas motoneuronas al hacer
contacto con un musculo diferente al que se da en condiciones normales, tienen alterados

el nimero de los procesos primarios, su orientacion y tamafio somatico (Kurz'90).

La administracion de TP postnatal no tiene efecto por si solo en las hembras, sin
embargo si son tratadas con TP durante su gestacion y después del nacimiento se produce
un sinergismo que provoca un aumento en el numero de las motoneuronas del SNB. Las
motoneuronas del DLN, en cambio, responden con una menor sensibilidad al tratamiento
con TP postnatal. Ademas, su tamafio nuclear y somatico tampoco aumenta con el TP
perinatal como ocurre con las motoneuronas del SNB (Ward’96).

La administracion de TP a ratas hembra durante el periodo perinatal masculiniza
en forma permanente los muisculos inervados por el SNB (Breedlove’83). Por otro lado,
la administracion de testosterona a ratas macho castradas, durante el periodo perinatal,
rescata a los misculos bulbocavernoso y levator ani de la involucién generada por la

castracidon (Cihak’70). Ademads, cuando los musculos blanco de las motoneuronas han
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sido extirpados o se les ha provocado un proceso de degeneracion muscular, la
testosterona es incapaz de restaurar las caracteristicas del SNB indicando que esta
hormona actia indirectamente a través de acciones sobre los musculos blancos para
rescatar de la apoptosis a las motoneuronas del SNB (Kurz'92, Fishman'92).
Interesantemente, los andrégenos circulantes no son capaces de provocar un aumento en
el tamafio de las motoneuronas en los nicleos no dimoérficos, aun cuando éstas presentan
una densidad de receptores androgénicos similar a la de los nucleos dimorficos
(Jordan’97), lo cual sugiere que la presencia de receptores androgénicos seria necesaria,
pero no suficiente para conferir al sistema una sensibilidad a éstas hormonas. La teoria
postulada es que los'miisculos bulbocavernoso y levator ani producirian un factor tréfico
en respuesta a la esfimulacién androgénica, el cual a su vez regularia la organizacion
dendritica de las neuronas del SNB en el animal adulto (Rand'95). En relacién a esto ha
sido descripto, tanto en ratas adultas como jovenes, que la disminucién de los receptores
androgénicos en el SNB inducida por axotomia es revertida por el tratamiento con el
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) (Al-Shamma’97).

3- Los receptores androgénicos

Los esteroides que actiian en forma temprana en el desarrollo son capaces de
inducir cambios en el nimero de células presentes y en las conexiones de un nicleo
particular, que llevan a dimorfismos sexuales y a una expresion- diferenciada en el
comportamiento (Mooradian’87). El receptor de androgenos pertenece a una familia de

receptores nucleares cuya accion en la regulacidn de la trascripcion es dependiente de los
niveles del ligando circulante (Kemppainen'92).

Las motoneuronas que componen los nicleos lumbares SNB, DLN y RDLN
presentan receptores androgénicos (Breedlove '80). En el caso de las motoneuronas del
SNB, éstas acumulan receptores para andrégenos en el compartimiento nuclear a partir
del dia 14 postnatal, mientras que las del RDLN lo hacen a partir del dia 21. Esta
diferencia temporal seria determinante para el establecimiento de un dimorfismo sexual
en uno o en otro nucleo neuronal (Jordan'91). Los receptores de androgenos no se
localizan exclusivamente en los nicleos motores sino que también se encuentran en la
region dorsal correspondiente a las laminas I, II y en la region del canal central (l1amina
X) de la médula espinal (Lumbroso’96, Greco'98). Estos receptores de las laminas
dorsales tienen mayor afinidad por la dihidrotestosterona (DHT) que por la testosterona.
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La region lumbar de 1a médula espinal de machos presenta ademas una marcada actividad

enzimatica de la 5a-reductasa, que es mucho menor en tejido proveniente de ratas
hembra (Breedlove'83a).

La remocion de los andrdégenos circulantes mediante castracion en el periodo
perinatal, resulta en la completa pérdida en la determinacién de los receptores para
androgenos en los nicleos motores siendo afectado primero el SNB, luego el DLN 'y
finalmente el RDLN. El reemplazo hormonal reestablece rapidamente los niveles de
receptores en los nicleos sexualmente dimérficos, mientras que para el RDLN el tiempo
necesario para el reestablecimiento de los niveles de dichos receptores es mucho mayor
(Feeman’95, Matsurgoto'96). Sin embargo otros estudios determinaron la ausencia de
diferencias cualitativas en la intensidad de los receptores androgénicos en motoneuroas
de machos y hembras (Lumbroso 96). Estos resultados sugieren, por un lado, diferencias
regionales en la regulacion de los receptores para andrégenos (Freeman’'95) y por otro,
que niveles extremadamente bajos de andrdgenos (como los circulantes en hembras)
serian suficientes para activar el trafico de los receptores androgénicos desde el
citoplasma hacia el nucleo (Lumbroso 96). Por otro lado, estudios realizados en animales
con mas de 24 meses de edad mostraron una disminucién de la expresion de receptores
para andrégenos en las motoneuronas tanto del SNB como del DLN. Dado que la
regulacion de la transcripcion del receptor para andrégenos es dependiente de los niveles
del ligando circulante (Kemppainen'92), esta disminucién en la expresiéon de los

receptores podria deberse en parte a los niveles disminuidos de testosterona, observados
en estos animales (Matsumoto “98).

El objetivo del presente capitulo fue estudiar las alteraciones morfologicas
provocadas por la diabetes experimental en ratas tratadas con estreptozotocina, con o sin
reemplazo de insulina y evaluar las mismas caracteristicas en otras situaciones
experimentales, donde los animales fueran sometidos a un déficit hormonal, ya sea por
causas fisioldgicas como el envejecimiento, experimentales como el caso del

hipogonadismo funcional provocado por lesién con monosodio glutamato o quirurgicas
como la gonadectomia o la adrenalectomia.
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RESULTADOS

PRIMERA PARTE

Efectos de la diabetes experimental inducida por estreptozotocina (STZ):

Se estudié la morfologia de los nicleos motores en animales controles (CONT),
animales con una y tres semanas de diabetes (DIAB1 y DIAB3) y animales diabéticos con
tratamiento con insulina durante 10 dias antes del sacrificio (INS) mediante tincion
histolégica por la técnica de Nissl y microscopia electrénica, segin se describid en

materiales y métodost
a) Estudios histolégicos:
Mediante la Técnica de Nissl se estudi6 la morfologia de la region lumbar 6 de la

médula espinal de rata macho y se detect6 la presencia de los nicleos motores SNB, DLN
y RDLN localizados en las astas ventrales Fig. 1.4.
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Se analizd entonces el efecto del tratamiento con STZ sobre el 4rea de las

motoneuronas de cada nicleo motor de la regién lumbosacra de la médula espinal.

El SNB de animales con diabetes de 3 semanas presenté una reduccion en su volumen
respecto al volumen del nicleo observado en los animales control. Esta determinacion
fue realizada mediante integracién de secciones coronales consecutivas a lo largo de la
region en la cual el nicleo era evidente (CONT: 291.019+19.452 um’ y DIAB3
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148.358+7.281 pn13, p=0.0001). El volumen del nicleo motor de los animales con 1
semana de diabetes presenté una tendencia a disminuir en su tamafio general, sin llegar a
ser el resultado significativamente diferente del observado en controles (DIABI:
249.265+61.003 pm3 ). Para estudiar si la falta de insulina era una de las causantes de las
alteraciones observadas en los animales diabéticos se trataron estos animales con insulina
durante los 10 dias previos al sacrificio. Estos animales revirtieron los valores observados
en los animales diabéticos presentando un volumen del nicleo similar al observado en los
animales del grupo control (INS: 288.785+24.032 pm’). (Fa21y=142.661). Fig. L.5,A.

El DLN no presénté diferencias significativas en su volumen entre todos los grupos
experimentales, aungue en los animales con 3 semanas de diabetes se evidencidé una
tendencia hacia una disminucién del volumen del nicleo respecto al de animales control
(CONT: 711.800+141.555 pm’, DIAB1: 681.321+134.613 pum’, DIAB3*:
477.7174121.612 pm’, INS: 704.441+156.232 pm’, *p=0.052). Fig. 1.5,B.

El RDLN no presenté cambios significativos en ninguno de los grupos ensayados.
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Fig. 1.5: Volumen del niicleo motor en animales con 3 semanas de diabetes y reversién con
insulina. A) SNB, disminucién significativa con *p=0,0001 para DIAB3 vs CONT. B) DLN,
p=0,052 DIAB3 vs CONT. Los valores representan el promedio de 6 animales, representativos de
3 ensayos separados.

La variacion en el volumen del SNB en los animales DIAB3 ocurrié como
consecuencia de un aumento en el nimero de las motoneuronas de menor tamafio y una
disminucién de las de mayor tamafio. Al determinarse el area correspondiente a 150

neuronas por animal en cada grupo experimental (n=6/grupo) los controles presentaron
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un 41% de motoneuronas con un tamafio entre 1.800 y 2.200 um* mientras que en los
animales diabéticos el mayor porcentaje de células se ubicé en el rango de 1.400 a 1.800
um2 (44%). Ademas, el grupo de animales diabéticos presentd un menor niimero de
neuronas de gran tamaiio que el grupo control. Esto es en el grupo control se observo un
14,5 % de neuronas con un tamafio de entre 3.000 y 4.200 pm’ mientras en el grupo
diabético sélo un 7% alcanzé un tamafio de 3.000 pmz. La distribucién del tamaio
neuronal en el SNB de los animales DIAB1 y de los INS result similar a la del grupo

control, con valores similares en el patréon de distribucion del tamafio de las
motoneuronas. Fig. 1.6.
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Fig. 1.6: Corrimiento del histograma de distribucién del tamafio de las motoneuronas del SNB en
animales con 3 semanas de diabetes vs. animales control.

La distribucién del tamaiio de las motoneuronas del DLN no present6 alteraciones
morfoldgicas significativas entre animales de los tres grupos. EI DLN de animales control
presenté el mayor porcentaje de motoneuronas entre un tamafio de 1.000 y 1.800 pm?
(46% del total) con 3% de motoneuronas grandes (3.000-3.800 umz), mientras que los
diabéticos presentaron un mayor porcentaje distribuido entre los mismo valores que el
control (54%) y con s6lo 2% de neuronas de entre 3.000 y 3.800 umz (Fig. 1.7).
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Fig. 1.7: Histograma de distribucién del tamafio de las motoneuronas del DLN en animales con 3

semanas de diabetes vs. animales control.

El RDLN tampoco presentd cambios significativos en la distribucién del tamafio de
sus motoneuronas entre ninguno de los grupos ensayados (Fig. 1.8).
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Fig. 1.8: Histograma de distribucién del tamafio de las motoneuronas del RDLN en animales con 3

semanas de diabetes vs. animales control.
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b) Estudios mediante microscopia electrénica

Mediante microscopia electronica se estudié la ultramorfologia de las
motoneuronas de los tres nucleos motores tanto de animales diabéticos, con o sin
tratamiento de insulina, como de animales controles.

Se observd una reduccion significativa en el area celular de las motoneuronas del
SNB de animales con 4 semanas de diabetes respecto al grupo control consistente con las
observaciones realizadas mediante la Técnica de Nissl.

Las motoneuronas del SNB presentaron los siguientes signos de degeneracién neuronal:

I- Incremento en la osmiofilia tanto en el citoplasma como en el nicleo, respecto a las
motoneuronas de los animales control.

2- El nicleo celular adquirié un aspecto festoneado e hipertréfico.

3- Las membranas nucleares y citoplasmicas presentaron aspecto ondulado.

4- Se observo un corrimiento nuclear el cual resulté desplazado desde el centro hacia la
membrana celular.

El tratamiento con insulina protege a las motoneuronas impidiendo la manifestacion de
estos signos de degeneracion neuronal (Fig. 1.9).

Fig. 1.9: Microfotografias de motoneuronas del SNB de animales CONT, DIAB4 e INS. Se observa el
oscurecimiento del citoplasma de la motoneurona del diabético respecto al de un animal control y el
ondulamiento de su membrana nuclear (flecha). CI= citoplasma, N= niicleo, NU= nucleolo

Los otros niicleos motores de la misma regién medular (DLN y RDLN) no
presentaron signos de degeneramiento celular, ni otro tipo de alteraciones celulares
evidentes, en ninguno de los tres grupos evaluados (Fig. 1.10).
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Fig. 1.10: Microfotografias de motoneuronas del DLN (paneles superiores) y RDLN (paneles inferiores)
de animales CONT, DIAB4 e INS. CI= citoplasma, N= niicleo, NU= nucleolo
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Las interneuronas presentes en estos tres niicleos motores ‘espinales tampoco
presentaron alteraciones morfolégicas (Fig. L.11).
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Fig. 1.10: Microfotografias de interneuronas del SNB (paneles superiores), DLN (paneles del medio) y
RDLN (paneles inferiores) de animales CONT (paneles A, D y G), DIAB4 (paneles B, E y H) e INS
(paneles C, Fe ).

SEGUNDA PARTE

Efectos de las hormonas esteroides

Con el fin de estudiar la influencia de las hormonas esteroides en las alteraciones
morfoldgicas que se observan en los animales diabéticos, se estudiaron los niicleos
motores de animales con alteraciones en los niveles de hormonas gonadales y/o adrenales

mediante tincién histoldgica por la técnica de Nissl y microscopia electrénica segin se
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describié en la metodologia. Utilizamos animales con gonadectomia (GDX), animales
gonadoprivos con reemplazo con propionato de testosterona (GDX+TP) y su respectivo
control (SHAM), asi como animales con adrenalectomia (ADX), adrenoprivos con
reemplazo con corticosterona (ADX+CORT) y su respectivo control (SHAM). Se estudié
ademas animales con tratamiento neonatal con monosodio glutamato (MSG) y su
respectivo control (CONT), segiin se describié en materiales y métodos puntos b, ¢ y d.

a) Efectos de las ho;imonas gonadales
¢
Estudio histolégico

El histograma de distribucion del tamaiio de las motoneuronas en el SNB de animales
GDX presentd un corrimiento hacia la izquierda, con el mayor porcentaje de
motoneuronas entre 1250 y 1750 pm’ para los animales control y entre 1000 y 1500 um’
para los GDX. El histograma de distribucidn se reestablecié en aquellos animales tratados
con TP. Por otro lado, ni las motoneuronas del DLN ni las del ‘RDLN presentaron
alteraciones en la distribucion entre animales GDX y control, o reemplazados con TP.

b) Efectos de las hormonas adrenales

Estudio histolégico

Las neuronas del SNB de los animales ADX presentaron un corrimiento hacia la
derecha de la curva de distribucién, donde se observé el méiximo porcentaje de las
motoneuronas controles entre 1000 y 1250 pm’ y de las ADX entre 1250 y 1500 pum®. Lo
mismo ocurrié en el DLN, donde el pico de motoneuronas en los controles se observé
entre los 500 y 750 um’ y en los ADX entre 750 y 1000 um’.
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¢c) Efectos del hipogonadismo funcional inducido con monosodio glutamato (MSG)

Estudio histolégico

Mediante la técnica de Nissl se estudi6é la morfologia de los niicleos motores de
los animales con hipogonadismo funcional inducido por tratamiento con monosodio
glutamato. Por cada nucleo SNB se determinaron aproximadamente 150 neuronas. Se
observé una disminucidn significativa en la cantidad de las motoneuronas de mayor
tamaiio del SNB de animales MSG, respecto a los animales control. Sin embargo el

nucleo DLN no presenté diferencias morfolégicas significativas entre los animales MSG
y CONT.



DISCUSION

Las ratas con diabetes experimental presentan cambios enddcrinos que provocan
una disminucidon del peso de los érganos accesorios, niveles de gonadotrofinas y por ende
de testosterona plasmatica. Los efectos de la STZ sobre el comportamiento copulatorio
demostrado por otros autores, pueden deberse a una variedad de cambios en los sistemas
nerviosos central y periférico asociados con el estado diabético, pero es altamente factible
que esos efectos sean debidos a la disminucidn significativa de los niveles de testosterona
plasmatica. Las alferaciones observadas, (peso del animal, vesiculas seminales y
gonadas) asi como los niveles de testosterona plasmaética y el comportamiento sexual,

pueden ser prevenidos en la rata con diabetes experimental por el tratamiento con
insulina.

Para evaluar los aspectos fenotipicos de los nicleos motores la regién lumbar 6 de
la médula espinal de donde emergen las proyecciones pregangliénicas hacia neuronas
posganglidnicas relacionadas con la ereccién peneana, se estudié la morfologia de las
motoneuronas de los nicleos involucrados en la erecciéon peneana y eyaculacidn

mediante la técnica de Nissl y microscopia electronica en animales con diabetes
experimental.

Los estudios morfolégicos de las motoneuronas de los nicleos pudendos de la
region lumbar 6 de la médula espinal presentaron variaciones entre individuos controles y
diabéticos. Estas alteraciones morfolégicas involucraron una reduccién del tamaifio de los
nucleos sexuales dimoérficos (SNB y DLN) con una reduccién emr el tamafio de sus
motoneuronas en ratas diabéticas luego de tres semanas de desarrollada la patologia
respecto a ratas controles. Los diabéticos de una semana no presentaron sin embargo
cambios morfolégicos y el RDLN, cuyo desarrollo es independiente de andrégenos, no
presentd diferencias significativas entre los distintos grupos.

La ultramorfologia de las motoneuronas de los nicleos pudendos de ratas con
cuatro semanas de diabetes experimental demostré la presencia de alteraciones en las
motoneuronas del SNB, donde se observaron signos de degeneramiento neuronal como
son el oscurecimiento del citoplasma, la ondulacién de membranas plasmaéticas y
nucleares, el festoneado e hipertrofia nuclear, el corrimiento nuclear asi como la
disminucién del volumen celular total. El tratamiento con insulina revirtid las
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caracteristicas observadas. Esto indicaria que los cambios morfoldgicos observados en
los animales diabéticos estarian acompaifiados de un proceso lento de degeneracion
neuronal que puede ser revertido por accién de la insulina.

Previamente ha sido demostrado que el mantenimiento de la morfologia neuronal
de ambos ntcleos sexuales dimorficos, en cuanto a su tamafio somatico, arborizaciones
dendriticas, asi como la supervivencia neuronal, es dependiente de los niveles de
testosterona (Sengelaub’89, Goldstein 90, Araki‘91). La diabetes generalmente se
acompafia de una disminucion de los niveles de testosterona plasmatica (Alexopollus’01).
Considerando que en este trabajo se ha observado una disminucién en los niveles de
testosterona, esta pedria ser una de las causas de la alteracion del tamafio de las
motoneuronas puder{das en los diabéticos de tres semanas. La disminucién de los niveles
de testosterona circulante fue observada a los siete dias después de la inyeccion de STZ
pero a este tiempo no se evidenciaron de alteraciones morfoldgicas en los nucleos
motores, sin embargo a mayor tiempo los niveles reducidos de testosterona circulantes

producen un efecto sobre las caracteristicas celulares en los nicleos motores mas
sensibles.

Por otra parte, en los animales diabéticos, sélo se observé alterada la
ultraestructura de las motoneuronas del SNB sin alteraciones evidentes en el DLN o el
RDLN. Considerando que los tres nicleos son alcanzados por los mismos niveles de
testosterona, entonces los cambios observados estarian ligados al diferente nivel de
dependencia hormonal de cada uno de los tres niicleos motores. La subsistencia del SNB
es mas dependiente de testosterona que el DLN entonces los cambios morfolégicos, no
significativos, observados en el DLN podria deberse a esta diferencia en su sensibilidad
hormonal. Por otro lado, el RDLN es hormono independiente, y la falta de cambios
morfolégicos evidenciables, lo convierte en un buen control interno. Por otro lado a
través del anélisis por microscopia electrénica, las interneuronas que se ubican entre las

motoneuronas de estas estructuras, y cuya subsistencia es hormono-independiente,
mantuvieron intacta su morfologia.

Las motoneuronas del SNB de los animales GDX presentaron una reduccién en el
porcentaje células de mayor tamafio. Esta variacién resulté ser del mismo tipo que la
observada en los diabéticos, confirmando que la alteracién morfoldgica de esos animales

se deberia, al menos en parte, al déficit de testosterona que ocurre en la diabetes.
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Dado que la diabetes provoca alteraciones del eje hipotalamo hipofisario adrenal,
se estudié la morfologia de las motoneuronas de animales con alteracidon en dicho
sistema. Alteraciones morfoldgicas, fueron también observadas animales con
adrenalectomia. Esta es la primera vez que se describe este tipo de influencia sobre
motoneuronas tradicionalmente dependientes de andrégenos. En visla a estos resultados,
concluimos que la morfologia de las motoneuronas en los animales diabéticos, podria

estar regida y regulada, no sélo por hormonas gonadales sino también por hormonas
adrenales.

CONCLUSION

~

Las alteraciones morfoldgicas, o bservadas en las motoneuronas de los animales
diabéticos, que intervienen en los mecanismos de erecciéon peneana y eyaculacion, serian
responsables, al menos en parte, de las anormalidades en la conducta sexuales que sufren
los animales diabéticos. Estas disfunciones estarian asociadas a la pérdida tanto de masa
muscular sexualmente dimdrfica, debido a la falta de andrégenos que ocurre en los
diabéticos, como asi también a atrofias padecidas directamente por las células motoras en
cuestion, las cuales tendrian un origen no sélo androgénico sino también adrenal.
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Ir

EL SISTEMA GABAERGICO COMO REGULADOR DE LA FUNCION
NEUROMOTORA

INTRODUCCION

El sistema GABAérgico constituye el sistema neuromodulador inhibitorio por
excelencia del sistema nervioso central y periférico. Esta constituido por los receptores
GABA-A, GABA-B y GABA-C, su ligando especifico GABA vy las enzimas regulatorias
de su sintesis y d egradacion. Interviene en miltiples funciones motoras y sensitivas, y

presenta una fina regulacion tanto a nivel enzimatico como hormonal.”

1- GABA: sinteis y degradacion

El acido y-aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibitorio mas
abundante en el sistema nervioso central (Roberts’86). En la médula espinal, se observan
neuronas y terminales GABAérgicas, principalmente en la sustancia gelatinosa (1dminas |
a II) y regién circundante al epéndimo (Barber'78, Todd 93), con las mayores
densidades en terminales axoénicas y vesiculas dendriticas (Bernardi'95). El GABA es
sintetizado a partir del aminoécido glutamato en un paso unico catalizado por la enzima
glutamico decarboxilasa (GAD). Esta enzima presenta dos isoformas: GAD65 y GAD67
cada una codificada por distintos genes. Ambas proteinas difieren en su secuencia
aminoacidica, de alli su diferencia en su peso molecular (65 y 67 kDa respectivamente) y
en su interaccién con el cofactor piridoxal 5'-fosfato; poseen ademds diferencias en la
cinélica y en los controles regulatorios que se ejercen sobre ellas (Erlander'9la y b,
Kaufman'91). A mbas i soformas se encuentran presentes en la mayoria de las neuronas
GABAcérgicas pero se expresan en diferentes concentraciones relativas (Esclapez'93). La
acciéon de GABA es finalizada por la enzima 2-oxoglutarato aminotransferasa (GABA-
T), que conforma el sistema de captacion de GABA mediado por transportadores y se
localiza en terminales neuronales (Radian'90).
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2- Receptores GABAérgicos

GABA esta involucrado en el 40% de los eventos inhibitorios que ocurren en el

sistema nervioso central actuando mediante tres receptores especificos conocidos:
GABA-A, GABA-B y GABA-C.

2.a) Receptores GABA-A

El receptor GABA-A es un complejo macromolecular pentamérico e nsamblado
con diferentes subun(idades que gatilla la conductancia de su canal de cloro, con accién
inhibitoria r apida. La combinacién de las diferentes subunidades tiene influencia en la
modulacién alostérica a la que puede ser sometido (Majewska’86). Este receptor presenta
miltiples sitios de unién que unen: GABA, benzodiacepinas, agentes convulsivantes
como picrotoxina, barbituiricos, ansioliticos, aniones, cationes y hormonas esteroides, que
interactian en forma alostérica (Majewska’87). Esto ha sido confirmado en experimentos
en los cuales el receptor solubilizado y purificado retiene aiin los diferentes sitios de
union (Sigel’83). Cuando GABA se une a este receptor se produce la apertura del canal
de cloro aumentando el influjo de cloro celular que causa la hiperpolarizacion de la
membrana celular (Segal'84). Estos receptores presentan distintas configuraciones de
acuerdo a que tengan alta o baja afinidad por su ligando natural. El efecto fisioldgico del
GABA a través de este tipo de receptor seria mediado principalmente por la
conformacién de baja afinidad (Segal y Barker’84). Asimismo los esteroides
neuroactivos interactuan con distintos sitios alostéricos del receptor GABA-A, regulando
la expresion génica del receptor o actuando directamente sobre el complejo receptor
alterando la sensibilidad de las células cerebrales a los efectos inhibitorios de GABA
(Majewska’86, Majewska’87, O’Connor’88). Entre los esteroides mas comunes que
influyen en la respuesta de este tipo de receptor se encuentran los estrogenos, los

progestagenos, los androgenos y los corticoides. (Schumacher'89)
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2.b) Receptores GABA-B

El receptor GABA-B es una proteina de aproximadamente 80 kDa, con siete
dominios transmembrana, que se encuentra distribuida ampliamente a través del cerebro
y la médula espinal (Charles’0l, Kuriyama’94). Es un receptor de naturaleza
metabotrépica ligado a proteina G y que a su vez permite el pasaje de calcio y potasio
cuando se le une GABA, mediando la inhibicién pre- y post-sinaptica, prolongada y
lenta, en el sistema nervioso central. Este receptor presenta a su vez dos subtipos: R1 y
R2 que forman el heterodimero funcional interactuando mediante un dominio corto en el
extremo carboxi terminal (Jones'98, Kuner'99, White'98) y varian en su contenido y
distribucién regional, celular y subcelular (Mohler'01). El receptor GABA-BR1 se
distribuye ampliamente en el citoplasma pero necesita migrar hacia la membrana
plasmatica para poder ejercer su funcién en la transmisién sinaptica. Esto sélo lo hace si
esta presente el subtipo R2 (Li'0l). Ademas GABA-BR1 presenta distintas isoformas (a-
f) resultantes del splicing alternativo, con diferente localizacién pre- y post-sinaptica

(Bischoff'99) que no fueron observadas en el subtipo R2 (Martin'01, Wei'01).

La activaciéon de la neurotransmisién GABAGérgica via receptor GABA-B evoca
respuestas de sensibilidad, mediaciéon y percepcioén del dolor (McCarson'99), inhibe la
formaciéon de AMPc y el reciclado de inositol fosfato. La inhibicidon de la actividad
adenilil ciclasa es mediada por la proteina G que tiene acoplada este receptor
(Kuriyama’94). L a regulacién d iferencial en 1a e xpresion génica d e ambos s ubtipos de
receptores es fundamental para su funcién y la interaccién de ambos tipos de receptores
parece ser crucial para los efectos fisioldgicos de GABA y los mecanismos de

sefalizacion intracelular (McCarson'99, Kuner’99).

2.c) Receptores GABA-C

El receptor GABA-C es de tipo ionotrépico, es decir ligado a un canal de cloro,
pero a diferencia del receptor tipo A es insensible a bicuculina y tiene una velocidad de

activaciéon mas lenta. Se han descripto al menos tres subunidades proteicas que componen
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al receptor GABA-C: rhol, rho2 y rho3 con distinto patrén de distribucion en el sistema
nervioso central (Wegelius'98). La presencia de este receptor ha sido descripta en
diversas regiones del sistema nervioso central como cerebelo, corteza cerebral,

hipocampo, ganglios dorsales, médula espinal y retina (Albretch'97, Johnston'02).

2.d) Sitios receptores para benzodiacepinas
¢
La presencia de sitios receptores para benzodiacepinas ha sido descripta tanto en
organos periféricos como en el sistema nervioso central.

2.d.i- Sitios receptores de tipo central

Los sitios de uniéon para benzodiacepinas, presentes en el complejo
macromolecular receplor GABA-A, son de gran importancia farmacoldgica. Estos se
localizan en la subunidad o del complejo macromolecular GABA-A en el cerebro de
vertebrados. Estos sitios receptores se distribuyen en forma heterogénea en el sistema
nervioso central, presentando las mayores densidades en corteza cerebral, corteza
cerebelar y en las estructuras del sistema limbico, y las menores densidades en tilamo y
base cerebral (Young'80). El sitio para benzodiacepinas de tipo central se clasifica en
distintos subtipos de acuerdo a su afinidad relativa por los agonistas y su distribucién en
las distintas regiones del sistema nervioso, donde la constante de disociacién es menor a
10 nM para los sitios de alta afinidad y mayor a 100 nM para los sitios de baja afinidad
(Mehta'95). Ademas se observé que la afinidad de dichos sitios es extremadamente
termosensible dado que disminuye con el aumento de la temperatura (Mehta’95).

Existe una i nteraccidon mutua entre 1 os sitios receptores p ara b enzodiacepinas y
para GABA, siendo el acople del sitio receptor para benzodiacepinas con el receptor
GABA-A en forma tanto estructural como funcional: las benzodiacepinas producen
efectos farmacoldgicos especificos por estimulacion del sistema GABA, y a su vez

agonistas GABA aumentan la unién de benzodiacepinas a su sitio receptor (Costa’79,
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Levitan'88). En tejidos tales como corteza cerebral, cerebelo, estriado e hipocampo,
GABA aumenta la afinidad del sitio receptor para benzodiacepinas por su ligando sin
alterar la capacidad de unién y estabilizando la conformacién de alta afinidad
(Wastek'78). En forma reciproca, las benzodiacepinas favorecen la unién de GABA a su
sitio de baja afinidad, potenciando los efectos fisiolégicos de GABA (Skerritt’82). El
diacepan p or ejemplo (un agonista del sitio receptor para benzodiacepinas) potencia la
conductancia de cloro producida por GABA, aumentando la frecuencia de aperturade

canal, aunque en ausencia de GABA no tiene efecto sobre el canal (Study’81).

¢
2.d.ii- Sitios receptores de tipo periférico

El receptor para benzodiacepinas de tipo periférico presenta diferencias
estructurales con el receplor para benzodiacepinas de tipo central, asi como diferente
localizacién subcelular y distribucién en los tejidos, y diferencias farmacologicas y
fisiologicas (Casellas’02). Es una proteina hetero-oligomérica compuesta por tres
subunidades: un sitio de unién para benzodiacepinas de 18 kDa, un canal anidnico
dependiente de voltaje de 32 kDa y un transportador de adenina de 30 kDa
(McEnery’92). Se lo encuentra habitualmente en la membrana mitocondrial de tejidos
periféricos (Hirch’88). Se distribuye en glandulas adrenales y rifién (Avital’0l) y en
células sanguineas como linfocitos, macrofagos y plaquetas (Zavala’84). Interviene en
multiples funciones bioldgicas incluyendo la regulaciéon de la proliferacion celular, la
inmunomodulacidn, quimiotaxis y secrecion de citoquinas, en la biosintesis del hemo, el
transporte anidnico, la regulaciéon de la esteroidogénesis y la apoptosis (Casellas’02,
Ruff 85, Taupin'93). La actividad mejor caracterizada es su funcién en la activacion en la
biosintesis esteroideogénica en tejido enddcrino y en células gliales, donde estimula el
transporte de colesterol a la mitocondria y la actividad de los canales ionicos (Hirch’88,
Papadopoulos’95). Aunque estos receptores fueron descriptos primeramente en tejidos
periféricos se los encuentra también en el sistema nervioso central y periférico, como ser
en las células gliales y ependimales del cerebro y en las células de Schwann del nervio
ciatico (Benavides'83, Papadopoulos’97), donde su densidad se ve aumentada frente a
procesos patoldgicos como estrés agudo, infarto cerebral, esclerosis multiple, enfermedad

de Alzheimer y astrocitomas, reflejando la reaccidon inflamatoria del tejido nervioso
(Avital'01, Stephenson’95).
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El inhibidor de 1a unién de diacepan (DBI) es un ligando endégeno del receptor
para benzodiacepinas periférico (Costa’91). Se trata de un péptido de 10 kDa, usualmente
colocalizado con este receptor que, por clivaje proteolitico, genera varios fragmentos
biolédgicamente activos como el DBlysp, DBlgso o DBIljrso  (Alho'90,
Slobodyansky’89).

3- El sistema GABAérgico y la ereccion peneana

Las neuronag parvocelulares y magnocelulares del PVN se encuentran bajo
estricto control GABAérgico, cuyas sinapsis inhibitorias provienen de neuronas de la
region p erinuclear que rodea al PVN (Bisset’90, Boubada'96, Roland’93). La ereccidn
peneana a nivel cerebral se induce como consecuencia de la activacién de las neuronas
parvocelulares del PVN que a su vez se proyectan hacia la regién medular encargada de
la regulacién neuromotora de la ereccién peneana, dado que el 50% de las inervaciones
sinapticas de las neuronas del PVN son de tipo GABAérgicas (Decavel '90), es altamente
probable que exista una intima relacidn entre sistema GABAérgico y la respuesta eréctil.

Ha sido descripto que el tratamiento crdénico con diacepan, un agonista de los
sitios receptores para benzodiacepinas, produce una disminucion en los niveles de
testosterona circulante asociado a una disminucién del comportamiento sexual masculino
(Paredes’93). Por otro lado, la benzodiacepina clordiazepoxida, aumenta el porcentaje de
ratas con reflejos peniles, aumentando el nimero de erecciones por ensayo respecto a las
ratas tratadas con v ehiculo (Martino’87). Ademas el aumento de GABA en el cerebro

modula el c omportamiento sexual reduciendo la proporcién de montas que resultan en
intromisién (Paredes’93).

La inyeccion de baclofén (un agonista del receptor GABA-B) en la region
lumbosacra de la médula espinal, también resulta en una disminucién dosis dependiente
del nimero de animales que responden en un test de reflejo peneano, sin prevenir la
copulacién ni la eyaculacién. No ocurre lo mismo con los receptores GABA-A, ya que
cuando se inyecta THIP (un agonista de estos receptores) en la regién lumbosacra de la
médula espinal, sélo se obtiene inhibicidn de la respuesta eréctil cuando se utilizan dosis
muy altas (Bitran'88) y la inyeccion de bicuculina (un inhibidor de GABA-A) no produce
ningun efecto (Leipheimer'88). Sin embargo han sido informados resultados

68



Veronica Berta Dorfman

contradictorios sobre la intervencion del receptor GABA-A, ya que otro grupo de
investigadores, observaron que la administracién tanto de baclofén o de muscimol en
forma sistémica, reduce la ereccién peneana. Ademas esta inhibicién resulté mas intensa

cuando se utilizé una combinacién de ambos agonistas (Zarrindast 94).

A nivel cerebral, una actividad GABAérgica aumentada en el PVN fue capaz de
inhibir la respuesta eréctil, dado que la inyeccién de muscimol (un agonista de los
receptores GABA-A) en el PVN disminuye la ereccion peneana en forma dosis
dependiente. Por otro lado, la inyeccion de baclofén en el mismo sitio no produjo
alteraciones en la ereccion. De este modo, el muscimol actuaria sobre el PVN reduciendo
la ereccion penear&a mediante dos vias: directamente, inhibiendo las neuronas
ocitocinérgicas del PVN que median la ereccion, e indirectamente, inhibiendo la
liberacién de aminoacidos excitatorios como el glutamato o dopamina en el PVN,

inhibiendo de este modo la liberacion de ocitocina en areas cerebrales extrahipotalamicas
(Melis"00, Melis’01).

4- El sistema GABAérgico y la diabetes

Existe una estrecha relacién entre el contenido de GABA y ladiabetes. En 1a
corteza cerebral de animales con diabetes experimental inducida por tratamiento con
estreptozotocina, se describié un aumento del contenido de GABA provocado por
tratamiento con insulina (Guyott'00). En otro tejido del sistema nervioso, como lo es la
retina, s¢ han informado resultados diferentes, respecto al contenido de este
neurotransmisor. Mientras que Honda y col. (1998) observaron una disminucién de
GABA, el grupo de Ishikawa (1996) describié un aumento d el neurotransmisor en |l as
retinas provenientes de animales diabéticos.

En individuos diabéticos se describié ademas, v ariaciones en la actividadde la
GAD en tejidos periféricos y nervioso. En pancreas por ejemplo se ha d emostrado un
aumento de GAD 65 (Hao0'99) mientras que en retina, unos autores han detectado una
disminuciéon en la actividad GAD (Honda'98) y otros describieron un aumento
(Ishikawa'96). Las alteraciones hormonales que se observan en la diabetes podrian ser en
parte las responsables de la modulacién de la expresiéon de GAD, siendo las hormonas
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esteroides quienes jugarian un papel principal en la expresién enzimatica. Por otro lado
ambos grupos describieron ademas una disminucién de la actividad GABA-T en retina de
diabéticos.

Alteraciones en los receptores del sistema GABAérgico cerebral también se
producen en animales con diabetes experimental. Por ejemplo, la corteza cerebral frontal
de estos animales presenta alteraciones en la densidad de los sitios receptores para
benzodiacepinas y una disminucion significativa en la densidad de los receptores GABA-
B, sin observarse variaciones en la densidad de los receptores GABA-A, (Martin'88).

5-La regulacién hormonal del sistema GABAérgico

Las hormonas esteroides liberadas por las glandulas adrenales y gonadales
modulan numerosos mecanismos cerebrales, entre ellos la capacidad de GABA para
unirse a sus receptores especificos.

5.a) Las hormonas adrenales

Ha sido ampliamente descripta la modulacién de los diversos c omponentes d el
sistema GABA¢érgico por hormonas de origen adrenal. A nivel hipotalamico, por
ejemplo, dosis altas de corticosterona provocan una disminucién en los niveles de GABA
en ratas jovenes y adultas, pero sin alterar los niveles de GABA en la corteza cerebral
(Losada'88). Sin embargo, el aumento de corticosterona plasmatica generada por estrés
agudo provoca un aumento en la actividad de GAD en hipotilamo (Manev'83).
Asimismo, el glucocorticoide dexametasona produce un aumento en la expresion de
GADG67 en pancreas de raton (Kim'02). Por otro lado la enzima GABA-T, responsable
del catabolismo de GABA, no presenté modificaciones por aumento de corticosterona,

con lo cual el eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal no seria capaz de prever completamente
la respuesta de GABA (Manev'83).
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Las hormonas esteroides adrenales también afectan los parametros de unién de
GABA a sus receptores y esta regulacion seria en forma regional. La adrenalectomia por
ejemplo, reduce la afinidad de muscimol por el receptor GABA-A en hipocampo,
cerebelo, tilamo y corteza, pero la aumenta en hipotilamo (Majewska’85). Como
contraparte la corticosterona, el principal glucocorticoide secretado por las glandulas
adrenales de la rata, aumenta la afinidad del receptor GABA-A por muscimol en corteza
y cerebelo sin afectar el nimero total de sitios receptores (Majewska’85). Respecto a los
sitios receptores para benzodiacepinas ha sido informado que la adrenalectomia aumenta
el nimero de sitios de unién en corteza cerebral, hipotédlamo e hipocampo sin afectar su
afinidad por el ligapdo y ademas este efecto puede ser revertido por tratamiento con
corticosterona (Millér’88). Sin embargo en esas mismas regiones cerebrales, el estrés
agudo también generé un aumento significativo de la densidad de los sitios receplores
para benzodiacepinas sin modificar su afinidad (Wilson’94). Por otra parte, el acople
funcional que existe entre los receptores GABA-A y los sitios receptores para
benzodiacepinas no se vio afectado por la situacion de estrés (Wilson'94).

5.b) Las homonas gonadales

Ha sido ampliamente comprobado que los esteroides gonadales también afectan la
modulacién de los diversos componentes del sistema GABAérgico. Por ejemplo, en
hipotdlamo de peces tratados con testosterona, ha sido observada una disminucién en el
ARN mensajero para GAD65 y GAD67 (Bosma'0l). En etapas embrionarias ha sido
descripto un aumento en los niveles de receptores GABA-A y en la expresion de su ARN
mensajero luego del tratamiento con testosterona, con variaciones en las distintas
subunidades que participan del complejo receptor (Zhang’99). En corteza frontal y
cerebelo de hembras adultas tratadas con testosterona o dietilestilbestrol se ha descripto
una disminucién en la densidad del receptor GABA-A y de los sitios receptores para
benzodiacepinas (Bar-Ami’93). Considerando que tanto la testosterona como el
dietilestilbestrol producen una alteracién del mismo orden, entonces el efecto de
testosterona seria mediado por la biosintesis intraovéarica de 17[-estradiol desde la
testosterona exdégena (Bar-Ami'93). Por otro lado, los estrégenos modulan la expresion

génica del receptor GABA-A, mientras que los progestdgenos actuarian directamente
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provocando cambios que favorezcan su conformacién de alta afinidad (Schumacher’89).
Sin embargo, los sitios receptores para benzodiacepinas a nivel cerebral no se vieron
afectados por fluctuaciones de las hormonas gonadales (Wilson’92). En cambio, en la
médula espinal de ratas ovariectomizadas se ha descripto que el tratamiento con
progesterona si aumenta la unién del agonista para benzodiacepinas flunitracepan en las

laminas dorsales 11 y IIT (Schwartz-Giblin’88).

6- El sitema GABAérgico en el envejecimiento
¢

Causas tanto fisioldgicas y endocrinoldgicas como psicoldgicas son responsables
del declive de la actividad sexual con el aumento de la edad. El sistema GABAégico
podria estar involucrado también en la disminucién del reflejo eréctil en la vejez. En
cerebros de ratas neonatas, adultas y con envejecimiento se observd una variacion de los
receptores GABA-B con el aumento de la edad, donde luego de un pico de densidad de
los receptores a los 21 dias ocurre una disminucién hacia edades adultas (Turgeon’94a y
b). Estudios de ontogenia en humanos revelaron también un aumento en la densidad de
los sitios receptores para benzodiacepinas en corteza cerebral, cerebelo e hipocampo con
un valor maximo a los 6 meses postnatal y una disminucién a edades posteriores
especialmente en médula, oliva y pons (Daval’9], Reichelt’91). En médula espinal
toracica se ha determinado un aumento den la densidad de los sitios receptores para
benzodiacepinas durante los dias perinatales, con una marcada disminucién hacia la
adultez. Esta variacion estaria relacionada con una alteracion en la concentracion de los
receptores, mas que con variaciones en la afinidad de los sitios por su ligando
(Briining'90). Sin embargo no hemos encontrado informes de lo que ocurre con los
receptores del sistema GABAérgico en la regiéon lumbosacra de la médula espinal

responsable de la regulacion de los mecanismos de ereccién peneana.

El objetivo de este trabajo fue dilucidar el papel del sistema GABAérgico en la
regulacién de la ereccién peneana a nivel medular y su modulacién por hormonas

esteroides.
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RESULTADOS

PRIMERA PARTE

Efectos de la diabetes experimental inducida por estreptozotocina

Se estudio el sistema GABAérgico en animales controles (CONT), animales con
una y tres semanas de diabeles experimental (DIAB1 y DIAB3) y animales diabéticos con
tratamiento con insulina durante 10 dias antes del sacrificio (INS), evaluando los niveles
de GABA mediante HPLC de fase reversa y de sus receptores por autorradiografia
cuantitativa, segun sq describié en materiales y métodos.

a) Efecto de la estreptozotocina sobre GABA y Glutamato:

El contenido de GABA y glutamato fue estudiado mediante cromatografia liquida
de alta performance con columna de fase reversa C18, Fig. I1.1.
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Fig. 11.1: Cromatograma obtenido por HPLC con columna de fase reversa C 18 donde se
resuelven los picos de elusion de GABA y Glutamato. Se muestra la superposicién cromatografica
representativa de un animal CONT y uno DIAB.
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a-i) Contenido de GABA

Detectamos la presencia de GABA en las distintas regiones de la médula espinal
del grupo CONT, donde la distribucién del aminoacido a lo largo de la médula result6
heterogénea. Encontramos que el contenido de GABA en la regiéon lumbar fue mayor que
en sacro > cervical > toracico. (Lumbar: 9.65+1.75 pmol/g prot, Sacro: 8.68+0.42
pmol/g prot, Cervical: 5.79+0.28 pmol/g prot, Toracico: 3.86+1.89 pmol/g prot).

Evaluamos el contenido de GABA en la médula espinal de animales diabéticos y
encontramos que la proporciéon del aminoacido, distribuida en las cuatro regiones
medulares, no se vio alterada por la estreptozotocina. Estudiamos entonces la region
lumbar de la médula espinal de animales DIAB3 y encontramos que estos ultimos
presentaron una disminucién significativa respecto al grupo control= CONT: 8.68+0.54
pmol/g prot, DIAB3: 5.90+0.39 pmol/g prot (Fig I1.2).

Contenido de GABA en médula espinal
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Fig. I1.2: Estudio del contenido de GABA en la médula espinal completa por HPLC y
comparacion con diabéticos en la region lumbar. Valores promedios de 6 animales, representativos
de 3 ensayos separados. * significativo para p<0.05 lumbar DIAB3 respecto a lumbar CONT.
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a-ii) Contenido de Glutamato

Los niveles de Glutamato en las distintas regiones de la médula espinal fue
esludiada en el grupo control y encontramos que su distribucion a lo largo de la médula
resulté heterogénea y en forma similar a la de GABA. El contenido de Glutamato en la
regiéon lumbar resulté > sacro > cervical > toracico. (Lumbar: 36.4+1.8 pmol/g prot,
Sacro: 33.3+1.6 pmol/g prot, Cervical: 25.8+1.2 pmol/g prot, Toracico: 12.5+0.6 pmol/g
prot).

Evaluamos el contenido de glutamato en la médula espinal de animales diabélicos
y encontramos que tla proporcién del aminoécido, distribuida en las cuatro regiones
medulares, no varié por la estreptozotocina. La concentracién de Glutamato en la regioén
lumbar de la médula espinal de animales DIAB3 presenté, al igual que la de GABA, una
disminucién significativa respecto al grupo control= CONT: 42.4+7.3 pmol/g prot.,
DIAB3: 26.9+2.2 pmol/g prot (Fig I1.3).

Contenido de Glutamato en médula espinal
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Fig 11.3: Estudio del contenido de Glutamato en la médula espinal completa por HPLC y
comparacion con diabéticos en la region lumbar. Valores promedios de 6 animales, representativos
de 3 ensayos separados. * significativo para p<0.05 lumbar DIAB3 respecto a lumbar CONT.
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b) Efectos de la STZ sobre los receptores GABA-B:

La densidad de los receptores GABA-B fue estudiada mediante la técnica de
autorradiografia cuantitativa. Para ello las secciones de médula espinal lumbar obtenidas
mediante cortes en cridstato fueron preincubadas durante 40 minutos con buffer Tris-HCI
50mM, pH 7,4 a temperatura ambiente (TA) y luego incubadas con buffer Tris-HCI
50mM, MgCl, 2,5mM, sacarosa 190 mM, pH 7,4 a TA durante 20 minutos en presencia
de una concentracién saturante de ‘H-baclofén 10nM (actividad especifica: 42,9
Ci/mmol) s6lo para determinar la unién total en ensayos de punto tnico y en un rango de
7,75 a 297,6 nM para ensayos de saturaciéon, o con GABA no radioactivo 10uM, para
determinar la unién ,inespeciﬁca. La incubacion se detuvo con un lavado en buffer Tris-
HCI 50mM, MgCl, 2,5mM 0-4°C durante 1 minuto y posterior enjuague en agua
bidestilada 0-4°C. Los portaobjetos conteniendo las secciones se secaron con aire y se
expusieron, durante 60 dias para los ensayos de punto tinico y 75 dias para los ensayo de
saturacion, a TA en cuarto oscuro contra placas fotograficas.

b-i) Ensayos de Punto Unico:

Se detecté union especifica del ligando en ldminas II-III y ldamina X de la region
lumbar 5-6 de la médula espinal de animales CONT con valores de densidad de receptor
de 23.77£3.09 fmol/mg tejido himedo (t.h.) para lamina dorsal y 13.69+3.38 fmol/mg
t.h. para la region lindante al canal central (Fig. 11.4).

Distribucion de receptores GABA-B en médula espinal lumbar

Fig I1.4: Imagen autorradiografica representativa de una seccién coronal
lumbar 6 de rata control donde se observan las zonas de presencia especifica de
los receptores GABA-B.
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Los grupos DIAB1 como DIAB3 presentaron valores de densidad de receptores
significativamente mayores (p<0.05) al grupo control (L II-III: 37,61ﬁ.2 fmol/mg t.h. y
37,5742.6 fmol/mg th., L X: 37,44+1.1 fmol/mg t.h. y 38,96+1.72 fmol/mg t.h.). Los
valores de densidad de receptores del grupo INS no variaron respecto al CONT en ambas
laminas (32.4843.95 fmol/mg t.h. y 20.1144.19 fmol/mg t.h. en laminas II-IIT y ldmina X
respectivamente). Estos resultados indican que el tratamiento con STZ aumenta el
contenido del receptor GABA-B en ambas laminas estudiadas, y que el contenido de
dichos receptores seria modulado por insulina, la cual restableceria el aumento observado
en la diabetes, hacia yalores controles (Fig IL.5).
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Fig 11.5: Determinacién de R-GABA-B por autorradiografia cuantitativa con (*H)-baclofén 20 nM.
a y b: Aumento de la densidad de R-GABA-B. Valores promedios de 6 animales representativos de

3 ensayos separados. * significativo p<0.05 comparado con CONT.

b-ii) Ensayos de Saturacion y Linealizacion por el Método de Scatchard:

Secciones coronales de la médula espinal lumbar 5-6 de 3 animales por grupo
experimental fueron incubadas con *H-baclofén en un rango de 6 a 300 nM. Los DIAB3
presentaron un aumento significativo tanto en el nimero méximo de receptores (Bmax)
como en su constante de disociacién (Kd) respecto a CONT en ambas ldminas (LII-III=
CONT: Bmax: 127.07+16.94 fmol/mg th. y Kd: 2.5840.14nM, DIAB3: Bmax:
206.65+4.15 fmol/mg th. y Kd: 6.99+0.01nM, LX= CONT: Bmax: 124.64+9.95
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fmol/mg th. y Kd: 2.88+0.91nM, DIAB3: Bmax: 196.29+3.38 fmol/mg t.h. y Kd:
7.29+0.15nM), indicando que el aumento observado en el contenido de receptores en los
animales DIAB se asocia ademas con un efecto de compensacion en el sistema con una
disminucién en la afinidad del receptor por su ligando. El grupo INS presentd
disminucion significativa de la Bmax en ambas laminas. En cuanto a Kd en este grupo, se
observo que el mismo permaneci6é aumentado sin variacién respecto a los DIAB, tanto en
LII-IIT como en LX (LII-III= Bmax: 150.6443.05 fmol/mg t.h. y Kd: 6.534+0.33nM, LX=
Bmax: 141.3442.22 fmol/mg t.h. y Kd: 7.04+0.83nM). Fig II.6.
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Fig 11.6: Determinacién de R-GABA-B por autorradiografia cuantitativa. A y B: Ensayo de
saturacion y linealizacién por el método de Scatchard con (*H)-baclofén 7.75-297.6 nM: Aumento
del Kd y Bmax en animales diabéticos respecto a control y reversién por insulina. Valores
promedios 6 animales representativos de 3 ensayos.

c) Efectos de la estreptozotocina sobre los sitios receptores para benzodiacepinas:

La densidad de los sitios receptores para benzodiacepinas estudiada mediante la
técnica de autorradiografia cuantitativa. Para ello las secciones de la médula espinal
lumbar, obtenidas mediante criéstato, fueron sometidas a tres preincubaciones sucesivas
de 10 minutos cada una con buffer Tris-HC! 50mM, pH 7,4, 0-4°C y luego se las incubé
con buffer Tris-HCl 50mM, pH 7,4, 0-4°C, durante 30 minutos en presencia de una
concentracién saturante de 3I-l-flunitrazepén 10nM (actividad especifica: 82,5 Ci/mmol)
para determinar la unién total en los ensayos de punto tinico, en un rango de 0.4 a 35nM
para el ensayo de saturaciéon y 5nM para los estudios de competencias [junto con
concentraciones crecientes del antagonista del R-BZ de tipo central RO-15-1788 (2-
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500nM) o del antagonista del R-BZ de tipo periférico RO-5-4864 (10-100nM)]. La unién
inespecifica se determiné por agregado de diacepan no radioactivo (SuM). La incubacién
se detuvo con un lavado en buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 0-4°C durante 80 segundos y
un posterior y rapido enjuague en agua bidestilada 0-4°C.

Los portaobjetos conteniendo las secciones se expusieron en cuarto oscuro a
placas fotograficas durante 15 dias para los ensayos de punto Gnico, durante 18 dias para
los ensayos de saturacion y durante 20 dias para los ensayos de competencias. En todos
los casos junto con los portaobjetos con los tejidos incubados se colocaron estandares

radiactivos conteniendo tritio.

{
c-i) Ensayos de Punto Unico:

Se detecté union especifica del ligando en las laminas II-IIl y X de la regién
lumbar 5-6 de la médula espinal con valores de densidad de receptores de 184,8119,1
fmol/mg t.h. en L II-I1l y 225,85%8,2 fmol/mg t. h. en L X para CONT. Fig I1.7.

Distribucion de los sitios receptores para benzodiacepinas

en la médula espinal lumbar

" * Lamina X

Fig 11.7: Imagen autorradiografica representativa de una seccién coronal de la médula
espinal lumbar 6 de rata control donde se observan las zonas de presencia especifica de
los sitios receptores

79




00000000000 000000000 00000000000 00000000%O00C0CCVCONECONYNS

Veronica Berta Dorfiman

Tanto el grupo DIAB1 como el DIAB3 presentaron valores de densidad de
receptores significativamente menores al grupo control (L II-IlI= DIABI: 131,731+24,2
fmol/mg t.h. y DIAB3: 138,34+17 fmol/mg t.h. y L X= DIABI: 138;34125 fmol/mg t.h.
y DIAB3: 176,05+19 fmol/mg t.h.) indicando que la STZ provocaria una disminucién en
la densidad de estos receptores. Los valores del grupo INS no variaron significativamente
respecto a CONT (185,87+9 fmol/mg t.h. en L II-IIT y 220,63+8 fmol/mg t.h. en L X),
entonces, el contenido de dichos receptores en animales STZ seria restablecido a valores
controles por el tratamiento hormonal. Ademés se detecté mayor densidad de receptores
en L X que en L II-I1I. Fig IL8.
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Fig. I1.8: Determinacién de R-BZ por autorradiografia cuantitativa. Disminucién de la densidad
del R-BZ medida con (*H)-flunitracepan 10nM. a) Laminas II-IIl. b) Lamina X. Valores
promedios de 6 animales representativos de 3 ensayos separados. * significativo p<0.05
comparado con CONT.

c-ii) Ensayos de Saturacion y linealizacion por el Método de Scatchard:

Secciones coronales de la médula espinal lumbar 5-6 de 3 animales por grupo
experimental fueron incubadas con *H-FLU en un rango de 0.4 a 35nM. Los DIAB3
presentaron menor Kd y Bmax que el CONT en ambas laminas estudiadas. Este resultado
en Bmax fue de acuerdo a lo esperado considerando la disminucién observada en el
ensayo de punto unico. El reemplazo con insulina restableci6 los valores de Kd y Bmax
hacia los del CONT en las ldminas estudiadas (LII-III= CONT: Kd 3.0+0.2nM y Bmax
361.4%13.1 fmol/mgt.h. DIAB3: Kd 1.5+0.1nM y Bmax 241.4+10.5 fmol/mg t.h. INS:
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Kd 3.240.2nM y Bmax: 372.3+14.8 fmol/mg t.h.. LX= CONT: Kd 1.940.2nM y Bmax:
435.14£35.8 fmol/mg t.h. DIAB: Kd 1.2+0.1nM y Bmax 385.4%15.5 fmol/mg t.h. INS: Kd
2.120.InM y Bmax 457.746.9 fmol/mg t.h.) Fig. I1.9. La disminucién observada en el
contenido de receptores para benzodiacepinas en diabéticos, en ensayos de puntos tinicos,
podria deberse entonces al aumento en la afinidad del receptor por su ligando.
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Fig 11.9: Determinaciéon de R-BZ por autorradiografia cuantitativa. Ensayo de saturacién y
linealizacién por el método de Scatchard con (*H)-flunitracepan 0.4-35 nM. Disminucién del Kd y

Bmax en animales diabéticos respecto a control y reversidn por insulina. Valores promedios de 6
animales representativos de 3 ensayos separados.

c-iii) Ensayos de Competencia:

Efecto de antagonistas especificos para BZ sobre la union de *H-FLU. Se observé
que el antagonista de tipo p eriférico R05-4564 no afectd la unién de flunitrazepan en
ninguno de los grupos experimentales, arrojando valores no determinables. El antagonista
de tipo central RO15-1788 si afect6 la unidn. El grupo DIAB3 mostr6 valores de EC50
mayores que el CONT (4.410.3 nM y 0.440.2 nM respectivamente) demostrando que en
las incubaciones con diacepan se detectd unién al receptor de tipo central. Estos
resultados fueron acordes con el valor de Kd obtenido en el analisis por el método de
Scatchard, confirmando el aumento en la afinidad de 1os sitios receptores en animales
diabéticos respecto a los receptores de los animales CONT. Sin embargo el grupo INS

también mostré valores de EC50 mayores que el control (21.8+1.6 nM) que se asemejan
al de los diabéticos (Fig I1.10).
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Fig. 11.10: Autorradjografia cuantitativa de secciones coronales de la médula espinal incubadas
con 5 nM de ("H)Flhnitracepan y concentraciones crecientes del agonista del receptor periférico
RO5-4564 (10-100 nM) o del agonista del receptor de tipo central RO15-1788 (2-500 nM).
Valores promedios de 6 animales representativos de 3 ensayos similares separados.

c-iv) Efectos de GABA endégeno:

A fin de comprobar que la disminucién en los receptores para benzodiacepinas
observada médula espinal de animales diabéticos, no era debido a un aumento de la
afinidad por el ligando, como consecuencia de una modulacién positiva del GABA

enddgeno, se realizaron una serie de experimentos en simultaneo.
Estos fueron:

1) Incubacién en Condiciones Control (igual que para el ensayo de punto unico),

2) Shock Osmético (la preincubacién fue precedida por otra de 5 minutos a TA en agua
destilada-desionizada seguida por 25 minutos en Tris-HCl 50mM, pH 7,4, 0-4°C,
donde la preincubacién en agua destilada-desionizada provocaria la eliminacion del
GABA enddgeno),

3) Agregado de GABA exoégeno (la preincubacién consistié en dos partes:
preincubacién en buffer Tris-HCI 50mM, pH 7.4, 0-4°C, 2x10 minutos seguidade
otra en el mismo buffer pero con adicién de GABA 1mM, 10 minutos, para estudiar
la unién del ligando con exceso de GABA. Luego, la incubacién se hizo en el mismo
buffer con *H-FLU 10nM y GABA 1 mM a 0-4°C).
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Los portaobjetos conteniendo las secciones incubadas se expusieron durante 15 dias a
placas fotograficas. Se compararon sélo el grupo DIAB3 con el CONT y se obtuvieron
los siguientes resultados:

El Shock Osmético disminuyé la unién de *H-FLU tanto en CONT como en
DIAB3 respecto al ensayo de incubacién en Condiciones Control, pero se mantuvo la
diferencia en la densidad de receptores en DIAB3 respecto al CONT observada en los
ensayos de punto unico (Condiciones Control = CONT: 130.1£18.1 fmol/mg th.,,
DIAB3: 83.2£16.7 fmol/mg t.h.. Shock Osmético= CONT: 84.6£10.1 fmol/mg th. y
DIAB: 46.516.1 fmél/mg t.h.). El agregado de GABA exdgeno durante la preincubacién
resulté en un aumento de la unién especifica en ambos grupos experimentales respecto al
ensayo de incubaciéon en Condiciones Control, manteniéndose una vez mas las
diferencias entre diabéticos y controles observadas en los ensayos anteriores (CONT:
187.9+18.1 fmol/mg t.h. y DIAB3: 137.7+16.6 fmol/mg t.h.). Fig I1.11. Estos resultados
indican que el GABA cuando es adicionado en los tejidos es capaz de aumentar la
afinidad de los sitios receptores para benzodiacepinas por su ligando en nuestro sistema,
pero bajo nuestras condiciones experimentales, los niveles remanentes en los tejidos
luego de la preincubaciéon no tendrian influencias significativas sobre el resultado
comparativo final.
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Fig. I1.11: Unién de [*H]-Flunitrazepan 10nM. Un grupo se incub6 en las mismas condiciones de
incubacién que anteriormente, otro se preincub6 en agua destilada desionizada para eliminar el
GABA enddgeno (Shock Osmético) y otro se preincubd e incubo con agregado de GABA 1mM
(Incubacion + GABA). Valores promedios de 6 animales representativos de 2 ensayos separados.
* significativo p<0.05 comparado con CONT. ** significativo entre las distintas condiciones
experimentales.
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d) Efecto de la estreptozotocina sobre los receptores GABA-A de alta afinidad:

La densidad de los receptores GABA-A fue estudiada mediante la técnica de
autorradiografia cuantitativa. Para ello las secciones de médula espinal lumbar, obtenidas
mediante cridstato, fueron preincubadas durante 30 minutos con buffer Tris-acético
50mM, pH 7,1 a 0-4°C y luego incubadas con buffer Tris-acético 5S0mM, pH 7,1 a 0-4°C
en oscuridad durante 60 minutos en presencia de una concentracion saturante de *H-
muscimol 10nM (para detectar Unicamente los receptores de alta afinidad) (actividad
especifica: 20Ci/mmbl), sélo para determinar la unidn total, o en presencia de GABA no
radioactivo 10pM para determinar la union inespecifica. La incubacion se detuvo con un
lavado en buffer Tris-acético S0 mM pH 7,1 a 0-4°C durante | minuto y posterior
enjuague con agua bidestiada a 0-4°C. Los portaobjetos conteniendo las secciones se
secaron con aire a TA y se expusieron durante 90 dias a TA en cuarto oscuro contra
placas fotograficas. Las placas reveladas presentaron los siguientes resultados:

Se detect6 union especifica del ligando en ldminas II-IIl y X de la médula espinal

con valores de densidad de receptores de 48,9+5,6 fmol/mg t.h. en L II-IIl y 60,8443
fmol/mg t.h. en LX para CONT (Fig. 11.12).

Distribucion de los sitios receptores GABA-A en la médula espinal lumbar

"“Laminas I1-UI
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Fig I1.12: Imagen autorradiogréafica representativa de una seccién coronal de la médula
espinal lumbar 6 de rata control donde se observan las zonas de presencia especifica de
los receptores GABA-A.
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Los valores de densidad de receptores del DIAB1 y del DIAB3 no variaron
significativamente respecto al CONT en las laminas analizadas (LII-IIl: 49.243.1
fmol/mg th. y 47,9424 fmol/mg t.h. respectivamente y LX: 62.4+1 fmol/mg th. y
65,6+2,5 fmol/mg t.h. respectivamente). Sin embargo el grupo INS presentd valores
significativamente mayores respecto al CONT para ambas ldéminas (LII-IIl: 66,6+8,6
fmol/mg th. y LX: 69,423 fmol/mg th.), indicando que el contenido de dichos
receptores no se veria alterado por tratamiento con STZ pero si con insulina, donde la
insulina podria estar actuando como factor de crecimiento, favoreciendo de algin modo
la transcripcién del R-GABA-A en las astas dorsales. Ademés la densidad de receptores
en LX resulté mayor que en L II-III (Fig IL13).
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Fig 11.13: Determinacién de R-GABA-A por autorradiografia con (*H)-muscimol 5 nM. a)
Laminas II-I11, b) Lamina X. Valores promedios de 6 animales representativos de 3 ensayos
similares separados. * significativo p<0,05 vs. CONT y ** significativo con p<0,05 vs DIABs.

SEGUNDA PARTE

Considerando que las hormonas esteroides liberadas por las glandulas adrenales y
gonadales regulan numerosos mecanismos cerebrales modulando los receptores GABA, y
que los niveles de dichas hormonas se encuentran alterados en el modelo de diabetes
experimental, decidimos desarrollar colonias de animales con alteraciones enddcrinas
aisladas para explorar los probables causantes de las variaciones del sistema
GABAZérgico observadas en los diabéticos para independizarnos parcialmente del resto de

los cambios enddcrinos observados en esta patologia.
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Planteamos entonces modelos experimentales con gonadectomia (GDX), animales
gonadoprivos con reemplazo con propionato de testosterona (GDX+TP), animales con
adrenalectomia (ADX), animales con adrenoprivos con reemplazo con corticosterona
(ADX+CORT) vy sus respectivo controles (SHAM). También se utilizaron animales con
hipogonadismo funcional provocado por tratamiento neonatal con monosodio glutamato
(machos: MSGm, y hembras: MSGh) y animales con alteraciones hormonales

fisioldgicas como las que se observan durante el envejecimiento.

1) Estudio de Gonadectomia y tratamiento con TP

1.a) Efectos de GDX sobre los receptores GABA-B:

1.a.i- Ensayos de Punto Unico:

Se detect6 union especifica del ligando en las L II-1II y LX de la region lumbar 5-6 de
la médula espinal con valores de densidad de receptor de 28.03+6.92 fmol/mg t.h. en L
I[I-111y 20.5243.55 fmol/mg t.h. en LX para el grupo SHAM. El grupo GDX presentd
valores de densidad de receptor significativamente mayores que el SHAM en L II-11I
(44.1215.57 fmol/mg t.h.) y el grupo con reemplazo de TP no presentd diferencias
respecto al SHAM (38.19£3.43 fmol/mg t.h.). En LX sin embargo, ningiin grupo mostré
diferencias significativas respecto al SHAM (GDX: 28.85+5.05 fmol/mg t.h. y GDX-TP:
23.26+2.4 fmol/mg t.h.). Fig I1.14. Ademds, en los tres grupos la densidad del receptor
en LX resulto menor que en la LII-III. Estos resultados indican’ que las hormonas
gonadales alterarian la densidad de los R-GABA-B en la region dorsal de la medula

espinal pero no en la regién lindante al canal central, estableciéndose asi una regulacion
diferencial en ambas laminas.
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Fig 11.14: Detemmtiaci(')n de R-GABA-B por autorradiografia cuantitativa con (*H)-baclofén 20
nM. Aumento de la densidad de R-GABA-B en Laminas II-IIl. a) Lamina [I-11l. b) Lamina X.
Valores promedios de. 6 animales representativos de 3 ensayos separados. * significativo p<0.05
comparado con SHAM.

1.a.ii- Ensayos de Saturacion y linealizacién por el método de Scatchard:

Secciones coronales de la médula espinal lumbar 5-6 de 3 animales por grupo
experimental fueron incubadas con *H-baclofén en un rango de 7.75 a 297.6 nM. En LII-
[T el grupo GDX presentd valor de Kd similar al SHAM (Kd= 31.25+10.64 nM y
29.4146.62 nM respectivamente), pero con un aumento significativo de la Bmax (SHAM:
567.7£19.3 fmol/mg t.h. y GDX: 837.9+26.8 fmol/mg t.h.). Estos resultados indican que
la alteracion en la densidad de receptores, observada en el ensayo de punto unico, no se
deberia a variaciones en la afinidad sino a una mayor presencia de receptores en LII-III
causada por la gonadectomia.
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