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RESUMEN

Las diferencias sexuales estructurales y funcionales de las areas cerebrales que controlan
las funciones reproductivas en los mamiferos se encuentran determinadas, en gran medida,
por el efecto de hormonas esteroides sexuales de origen gonadal durante un periodo limitado
del desarrolio del sistema nervioso central (SNC)

La comisura anterior (CA) posee dos dreas estructuralmente distintas, una rostral u
olfatoria y una caudal o temporal Diversos autores han demostrado que los cuerpos
neuronales, cuyos axones proyectan hacia el hemisferio contralateral a través de la CA, se
localizan en areas cerebrales relacionadas con las funciones reproductivas, ademas de poseer
receptores a esteroides gonadales De esta manera, en el presente trabajo se propone que la
CA presenta variaciones estructurales entre ambos sexos y que probablemente estas
diferencias resulten del efecto organizacional de las hormonas esteroides sexuales de origen
gonadal durante el desarrollo del SNC

Con objeto de caracterizar las diferencias morfologicas en la CA entre ambos sexos, asi
como en ratas en las que fie manipulado el ambiente hormonal durante el petiodo de
diferenciacion del SNC. se determind el 4rea total, rostral y caudal de esta estructura en
cortes histologicos que contenian a la CA en ef plano sagital Asimismo, se realiz6 el conteo
del nimero de axones mielinicos a partir de observaciones con microscopia electrénica

Los resultados obtenidos sugleren que la CA es sexualmente dimorfica y que las
diferencias encontradas estan en buena medida determinadas por la presencia de testosterona

durante la etapa perinatal



SUMMARY

In mammals, the structural and functional sex differences in the brain areas that
control the reproductive functions are partly determined by the presence of gonadal steroid
hormones during a short period in the deveiopment of the central nervous system (CNS).

The anterior commissure (AC) has two distinct areas These areas are structurally
different, one rostral or olfactory and one caudal or temporal Several authors have proven
that the neuronal bodies whose axons project to the contralateral hemisphere through the AC
are localized in brain areas that are related with the reproductive functions and also these
neurons express receptors to the gonadal steroid hormones Given this, it is proposed that the
AC is sexually dimorphic and that probably this dimorphism is the result of the
organizational effects of the gonadal hormones during the CNS development

In order to characterize the morphological difterences in the AC between sexes, and
in rats that were hormonally manipulated during the period of differentiation of the CNS, we
determined in sagital sections the mean area of the total rostral and caudal AC Also, the
number of myelinated axons was determined by electron microscopy

The results show that the AC is sexually dimorphic and suggest that testosterone present

during the perinatal period may modify the structure of the AC

i



1. INIRODUCCION

La reproduccién sexual, caracteristica de los vertebrados, ha mostrado poseer ventajas
evolutivas muy claras que les ha facilitado a las especies animales que las poseen una mejor
adaptacion a habitats especificos, en comparacion con aquellos animales que se reproducen
asexualmente (Alberts, et al, 1994)

La diferenciacién sexual en los mamiferos es un proceso secuencial que comienza con el
establecimiento del sexo genético durante la fertilizacion Este fendmeno traerd como
consecuencia el desarrolio del sexo gonadal. culminando con el establecimiento de fenotipos
sexualmente distintos por interaccién de las hormonas esteroides gonadales, con el genoma y
los productos de su expresidn (Breedlove, 1994)

La determinacion sexual en un inicio es principalmente genética En los mamiferos, un
gen localizado en el cromosoma Y controla la diferenciacién de la gonada indiferenciada en
testiculos Posteriormente, las células de Leydig secretan testosterona, la cual estimula la
diferenciacion de los érganos del tracto reproductivo masculino y los caracteres sexuales
secundarios Por otro lado, las células de Sertoli secretan la hormona anti miillefiana, ia cual
inhibe el desarrollo de los drganos del tracto reproductivo femenino En las hembras, ante la
ausencia de testosterona, los conductos milllerianos se diferencian en las trompas de falopio,
atero y vagina (Grifin y Gjeda, 2000)

El mecanismo de determinacidén sexual varia mucho entre los vertebrados Algunos
reptiles poseen cromosomas sexuales, sin embargo, en otros individuos de este mismo orden
y en anfibios, es la temperatura a la que se incuban los embriones la que determina el
proceso de diferenciacion sexual (George y Wilson, 1994)

Las areas cerebrales que controlan las funciones reproductivas de los mamiferos
presentan importantes diferencias estructurales, funcionales y neuroquimicas representadas
en grupos neuronales, sinapsis y elementos gliales (Gorski, et al, 1978; Nishizuka y Arai,
1981; Raisman y Field, 1973) Dichas diferencias dependen, en gran medida, de la presencia
perinatal de hormonas sexuales esteroides de origen gonadal Las hormonas gonadales
actuan sobre el sistema nervioso central (SNC) en desarrollo durante un periodo limitado o
“periodo critico”, durante el cual, los substratos anatdémicos y fisioldgicos que controlan los

aspectos neurcenddcrinos y conductuales de la reproduccidon adquieren las caracteristicas



propias de cada sexo Asi, las caracteristicas de los circuitos neuronales sexo especificos
impresas por las hormonas gonadales perinatales son activados posteriormente debido a la
accién temporal de estas mismas hormonas a lo largo de la etapa reproductiva (Arnold y
Breedlove, 1985; Arnold y Gorski, 1984). Lo anterior condiciona la aparicion de conductas
sexuales especificas, las cuales tienden a desaparecer una vez que los niveles hormonales
decaen v regresan a un estado basal La accidn organizadora que poscen las hormonas
sexuales de origen gonadal adyuva a la aparicidn de cambios estructurales permanentes en
las estructuras cerebrales encargadas del control de las funciones reproductivas en los
mamiferos solo durante un periodo limitado, en contraste con los efectos activacionales, los
cuales no producen cambios permanentes ni tienen una restriccion temporal, siendo
responsables de las expresiones neuroendodcrinas, gonadales y conductuales que garantizan el
apareamiento, fertilizacién y gestacidén de practicamente todos los mamiferos estudiados a la
fecha {Arnold y Breedlove, 1985)

Una de las estructuras mas estudiadas y descrita en inicto por Gorski es el nucleo
predptico medial de la rata, también conocido como nucleo sexualmente dimoérfico del area
predptica (NSD-APo). y que por ello se utiliza como modelo para describir los mecanismos
mediante los cuales las hormonas sexuales inducen cambios estructurales distintos entre los
sexos El NSD-APo se ha relacionado con diferentes mecanismos que regulan la fisiologia
reproductiva en los mamiferos, como lo es la liberacion episddica de gonadotrofinas (Gorski,
1986) A partir de trabajos neuroanatémicos se ha descrito que el volumen de este nucleo es
aproximadamente cuatro veces mayor en la rata macho, y que tal diferencia se instaura
durante los primeros dias del nacimiento Lo anterior parece depender de las hormonas
esteroides sexuales en la etapa perinatal, ya que tal efecto se suprime por la castracion del

-macho al nacimiento y se revierte si éste es tratado con testosterona exodgena. De igual
manera, el volumen del nicleo aumenta cuando las hembras son tratadas durante la etapa
perinatal con testosterona Estudios mas recientes, realizados también por el grupo de Gorski
en 1996, apovan el hecho de que los esteroides gonadales, en particular el estradiol
resultante de la aromatizacién intraneuronal de la testosterona, promueven la sobrevida de un
mayor nimero de neuronas en el macho que en la hembra, explicando asi el mayor volumen
nuclear de aquél (Davis, et al, 1996) Existen otras estructuras que muestran diferencias

estructurales, dentro de las que se incluyen al 4rea predptica (porcién infracomisural de la



estria terminal), micleos ventromedial hipotalamico, nitcleo lecho de la estria terminalis,
nicleo arcuato, nicleo supraquiasmatico y algunos nicleos amigdalinos, entre otros
{(McEwen, 1992} Con excepcidn del nicleo anteroventral periventricular, el locus ceruleus y
¢l paraestriatal, las diferencias sexuales en volumen nuclear y en densidad sinaptica descritas
en los mamiferos son mayores en el macho

Los sistemas comisurales, dentro del sistema nervioso, se definen como un conjunto de
axones que proyectan de manera contralateral hacia dreas cerebrales homologas a las de su
origen En los mamiferos euplacentarios, las dreas corticales de ambos hemisferios se
encuentran conectadas reciprocamente a través de los tres grupos mayores de fibras
comisurales: el cuerpo calloso, la decusacion del fornix y la comisura anterior (CA) Estos
sistemas de fibras se originan durante la etapa fetal y continian desarrollandose por un corto
periodo después del nacimiento; en el caso particular de la CA de la rata, ésta continia su
desarrollo hasta el dia 12 postnatal (Guadafio-Ferraz, et al , 1994)

El analisis de los sistemas comisurales, como modelo para el estudio de las diferencias
sexuales estructurales que derivan de las areas cerebrales que proyectan sus axones a través
de un sistema comisural, oftecen claras ventajas sobre otros modelos de estudio A este
respecto, el modelo de la CA ofrece la caracteristica ventajosa de estar delimitada
claramente en sus dos componentes. los cuales contienen la totalidad de los axones que la
conforman. Asi, la CA de la rata estd delimitada posteriormente por el III ventriculo y
rostralmente por el neuropilo v neuronas septopredpticas Esta separacion clata favorece la
evaluacion anatomica de los cambios inducidos por ciertas variables experimentales, asi
como una mayor reproducibilidad (Larriva-Sahd, et al | 1998).

En breve, el presente estudio pretende determinar la posible existencia de dimorfismo
sexual en la CA vy de ser asi, investigar si las modificaciones en las hormonas esteroides de
origen gonadal durante fa vida petinatal pueden modificar la estructura histoldgica de la CA,

estableciendo de esta manera una dependencia gonadal en la diferenciacién sexual de la CA



2. ANTECEDENIES

2.1 EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAS.

Los estimulos ambientales, asi como las sefiales generadas en el interior del organismo,
gjercen influencias muy importantes sobre el medio interno de los individuos Esto se
observa claramente en el efecto que ejercen distintos factores ambientales tales como las
variaciones estacionales y la alimentacidn, entre otros, sobte los procesos reproductivos
como son las conductas de apareamiento, celo, migracion, etc

Los mecanismos neuroenddcrinos juegan un papel muy importante en el mantenimiento
de la homeostasis de las funciones reproductivas, metabdlicas y conductuales La principal
glandula enddcrina encargada de regular dichas funciones es la glandula hipdfisis o
pituitaria, la cual para llevar a cabo su funcion de recepcion, transmisién e integracién de
sefiales se encuentra en estrecha relacién con el hipotilamo Esta comunicacion entie
hipotalamo e hipofisis se establece a través de una proyeccidon de fibras nerviosas
provenientes de células neurosecretoras localizadas en los ndcleos supradptico y
paraventricular hipotalamicos hacia el 16bulo posterior de la hipofisis o neurchipdfisis (NH)
Asi como a través de una conexidén vascular con el 16bulo anterior o adenohipodfisis (AH).
representado por el sistema porta-hipotaldmico-hipofisiario (Norman and Litwack, 1997)
(Grifin y Ojeda, 2000)

Las neuronas hipotaldmicas sintetizan y liberan factores estimuladores e inhibidores que
facilitan o inhiben la liberacion especifica de hormonas AH, respectivamente Las hormonas
secretadas por la AH son transpogtadas por la circulacién sistémica para actuar a distancia
sobre distintas glandulas blanco. gjerciendo de esta manera acciones moduladoras sobre
diversas funciones

La regulacion de este sistema de liberacion enddcrina se encuentra dada por los niveles
circulantes tanto de hormonas AHs como por las concentraciones de las hormonas
sintetizadas por las glandulas periféricas, las cuales modulan mediante mecanismos de
retroalimentacion positiva y negativa la liberacién subsecuente de hormonas hipotalamicas y

AHs, cerrande de esta manera un circuito que permite variar en forma dinémica v dentro de



rangos normales, las caracteristicas fisiolégicas del medio interno (Norman y Litwack,
1997)

Los estimulos externos, asi como los generados en el medic ambiente interno se
transmiten hacia distintas 4reas cerebrales distribuidas fundamentalmente en el hipotdlamo y
estructuras relacionadas con el sistema limbico, las cuales integtan y transmiten la
informacion ya sea de manera directa o indirecta sobre un grupo de neuronas llamadas
GnRHérgicas distribuidas de manera difusa en el hipotilamo anterior y en el drea predptica
{Merchenthaler, et al, 1984; Silverman y Krey, 1978) Este grupo de neuronas, encargadas
de regular las funciones reproductivas en los mamiferos. proyectan hacia la eminencia media
en donde vierten de manera directa un mensajero quimico, la GnRH (hormona liberadora de
gonadotropinas), fa cual se libera de manera episédica hacia el sistema vascular portal
hipotalamo-hipofisiaric Una vez en la AH. esta hormona o factor liberador es capaz de
estimular a las células gonadotropas, las cuales responden sintetizando y liberando hacia la
circulacion sistémica a las hormonas luteinizante (LM} y foliculo estimulante (FSH),
conocidas genéricamente como gonadotropinas (Fig 1)

Habiendo sido liberadas ambas hormonas AHs, éstas actiian de manera diferencial sobre
células ovaricas y testiculares regulando la secrecidn de estrOgenos, progesterona,
andrégenos. inhibina y otras proteinas, las cuales gjercen efectos maltiples sobre drganos
efectores facilitando o inhibiendo la expresion de conductas sexuales, el desarrollo de
organos sexuales periféricos y determinando la diferenciacion sexual del sistema nervioso

en desarrollo, asegurando asi la competencia reproductiva (Everet, 1994)
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2.2 HORMONAS ESTEROIDES
2.2a. Estructura quimica y sintesis de los esteroides gonadales

Los esteroides gonadales constituyen una familia de hormonas lipidicas derivadas del
colesterol Su estructura bésica, el ciclo-pentano-perhidrofenantreno, estd formada por tres
anillos aromaticos de benceno condensados; esta configuracién da una gran versatilidad
estructural pues a partir de ella, a través de modificar algunos de sus radicales y el nimero
de dobles ligaduras, se pueden obtener una diversidad de derivados entre los que se
encuentran el colesterol y las hormonas esteroides

Como se mencioné anteriormente, las hormonas esteroides derivan del colesterol Este
compuesto organico juega un papel esencial en el metabolismo celular pues funge como
precursor no solamente de hormonas esteroides, sino también de las sales biliares necesarias
para emuisificar, en la luz intestinal, a las grasas provenientes de la dieta (Stanglla-Alcald,
1992) Ademas, el colesterol forma parte importante de la estructura de las membranas
celulares, y algunos de sus derivados dan origen a las vitaminas A, E y K, a los dolicoles
{moléculas transportadoras de lipidos que sirven como precursores para la sintesis de
glicolipidos) y a la ubiquinona (compuesto involucrado en la transferencia de electrones en
la cadena respiratoria)

La sintesis del colesterol ocurre en cuatro fases En la primera fase, tres unidades de
acetato derivadas de la acetil Co-A se condensan para dar lugar a una cadena alifatica de
hidrocarburos tonstituida por seis carbonos conocida como mevalonato En la segunda fase,
la molécula de mevalonato es “activada” a través de la adicidon de tres grupos fosfato a los
carbonos tres y cinco de su cadena En la tercera etapa, la remocién subsecuente de un
grupo fosfato y del carboxilo inicial genera una doble ligadura, y asit una cadena alifatica de
cinco carbones conocida como isopreno La condensacién de cinco moléculas de isopreno
activadas da origen al escualeno, cuya cadena hidrocarbonada contiene 30 dtomos de
carbono Finalmente, la ciclizacion del escualeno Heva a la formacidn de los anillos A, B, C
y D del nicleo de colesterol, y la subsecuente oxidacion y modificacion de la posicion de los

grupos metilo da como resultado la molécula del colesterol



Una vez formado en el higado. el colesterol puede ser transterido con la ayuda de
apolipoproteinas plasmaticas (una vez conjugadas con el colesterol o sus derivados se
designan lipoproteinas de baja densidad) hacia los érganos en los que serd utilizado En
células ovéricas y testiculares, el colesterol se transforma a través de una serie de reacciones
secuenciales en pregnenolona, progesterona, testosterona y estradiol La sintesis de todas
estas hormonas requiere de la remocidn de algunos o todos los carbones en la cadena lateral
que se une al carbono 17 del anillo D del colesterol Esto se logra mediante reacciones de
hidroxilacién y oxidacién

En la figuwa 2 se ilustra la via metabdlica con las reacciones que conducen de un
compuesto a otro, la mayoria con acciones bioldgicas propias pero que funcionan también
como precursores de compuestos subsecuentes

El primer paso de la sintesis de esteroides gonadales es la conversién de colesterol (27
catbonos) en pregnanolona (21 carbonos), en una reaccidn realizada por el complejo
enzimatico conocido como citocrome p450 Esta reaccién ocurre en la mitocrondria, stendo
un paso limitante en la biosintesis de esteroides La pregnanolona se puede convertir en
progesterona por medio de una enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa. o en 17a-
hidroxipregnanolona por medio de una 17c-hidroxilasa Ambas, la progesterona y la 17u-
hidroxipregnanolona pueden a su vez, ser metabolizadas en 17w-hidroxiprogesterona La
17a-hidroxiprogesterona es substrato de la 17.20-liasa y convertida en androstenediona va
con 19 carbonos Este metabolito se convierte en estrona (con 18 carbonos) mediante una
aromatasa o en testosterona (1) por la enzima [7B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; ambas,
la estrona y la T son precursores del estradiol (E): La estrona es convertida en E por medio
de una enzima 17f-hidroxiesteroide deshidrogenasa y la T a través de la remocion del

carbono 19 y la aromatizacion del anillo A del androgeno (Grifin y Qjeda, 2000)
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Fig 2. Biosintesis de esteroides gonadales ovaricos 1) Complejo enzimatico que corta la
cadena lateral del colesterol; 2) 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 3) 17a-hidroxilasa; 4)
17,20-liasa; 5) Aromatasa 6) 173-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Modificada de Griffin y
Ojeda, 2000)



2.2b Los esteroides sexuales del sistema nervioso

El término de neuroesteroides (NE) se aplica a aquellos esteroides que son sintetizados
en ¢l sistema nervioso (SN), ya sea de nove, a partir del colesterol, o a partir de precursores
de hormonas esteroides (Baulieu, 1981) Otra caracteristica, es que los NE se acumulan en
el “ SN en concentraciones que son, al menos en parte, independientes de aquellas
refacionadas con la secrecién esteroidogénica por parte de las glandulas de secrecién Las
células gliales juegan un papel muy importante en su sintesis y metabolismo, ya que éstos
son sintetizados tanto en el SNC como en el sistema nervioso periférico (SNP) en su mayoria
por este tipo celular {Baulieu, 1991; Robel y Baulieu, 1995)

El significado bioldgico de los NE se ha logrado esclarecer mediante estudios realizados
en cultivos celulares, en los cuales se ha mostrado una gran variedad de efectos
neurotrdficos entre los que se destaca: la supervivencia neuronal (Bologa, et al, 1987).
crecimiento axonal y formacién de mielina (Jung-Testas, et al, 1994; Jung-Testas, et al,
1996) Evidencias experimentales apoyan que los efectos enumerados resultan del efecto
regulador de los NE sobre la expresion de genes especificos, ademas de la capacidad de
gjercer efectos en ciertos receptores de membrana, tal y como ocurre en el caso de algunos
neurotransmisores (Valera, et al., 1992 en Baulieu y Schumacher, 1997)

Es probable que los NE ejerzan sus efectos troficos al actuar en conjunto, ¢ incluso de
maneta sinérgica, con los esteroides circulantes de origen gonadal y adrenal, asi como con
factores de crecimiento de origen peptidico, tales como el factor de crecimiento tipo
insutinico tipo I (IGF-1) o el factor de crecimiento neural (NGF) Estos efectos troficos se
han observado mediante estudios en los que se han lesionado nervios periféricos v se ha
analizado ¢l papel que juegan las células de Schwann durante la regeneraciéon y
remielinizacién de estos axones (Koeningl, et al, 1995; Jung-Testas, ¢t al, 1996; Yu y
Stinivasan, 1981} A partir de estos trabajos se ha propuesto que el mecanismo por el cual
los NE promueven la regeneracion de nervios periféricos es mediante el incremento en la
proliferacion de las células de Schwann en los estadios tempranos de la post-lesién,
facilitando asi la produccién de factores neurotréficos, o cual resulta en un incremento de
los procesos de crecimiento axonal y remielinizacién (Raivich y Kreutzberg, 1993 en

_Baulieu y Schumacher, 1997) El hecho de que los NE puedan modular la actividad neuronal



neuronal e incrementar la mielinizacién axonal puede tener implicaciones clinicas muy
importantes, por lo que resuita de interés el determinar mediante estudios a futuro, el
significado fisiopatoldgico de la sintesis de neuroesteroides tanto en el SNC como en el SNP

(Baulieu, 1991; Robel y Baulieu, 1995)
2.2c Receptores y mecanismo de accién de los esteroides gonadales

Las hormonas ejercen sus efectos sobre las células blanco a través de su unidn con
receptores localizados intracelularmente o en la superficie de la membrana celular

Las hormonas peptidicas y los factores de crecimiento ejercen sus acciones mediante su
unidn a receptores localizados en la superficie de la célula blanco, mientras que los
esteroides se unen a receptores citoplismicos o intranucleares, y generan su actividad
bioldgica al estimular la sintesis de RNAm, mediante la transcripcion de ciertos genes
especificos.

Muchas de las acciones de estas hormonas son retardadas y prolongadas en su efecto,
debido a que involucran receptores intracelulares que interactiian con secuencias especificas
de DNA Sin embargo, existen efectos tapidos de estos esteroides que se ejercen al actuar
sobre la superficie celular Una de las acciones directas, mas interesantes. es la provocacion
de descagas neuronales diencefalicas que ocurren segundos después de la aplicacidn
iontoforética de 17B-estradiol hemisuccinato (McEwen, et al, 1982) Asimismo, la
administracion de esta misma hormona causa un decremento agudo en el nimero de
receptores a serotonina (McEwen. et al, 1982)

Los receptores a esteroides se encuentran involucrados en la regulacion de numerosos
procesos biologicos entre los que se incluyen el funcionamiento y desarrollo de funciones
reproductivas y no reproductivas, asi como en el establecimiento de las diferencias sexuales
estructurales de areas cerebrales involucradas en las funciones de reproduccion '

Después de ser secretados por €l ovario y el testiculo, y dada su insolubilidad en agua,
los esteroides gonadales son transportados hacia sys Organos blanco por globulinas
plasmaticas (Grifin y Ojeda, 2000)

Una vez que la hormona se disocia de su proteina transportadora, entra a la célula

mediante un mecanismo de difusion (paso 1 en Fig 3) Posteriormente, dependiendo de la
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localizacidn del receptor. ésta puede interactuar en el compartimento citoplasmico o bien en
el nuclear (paso 2 en Fig 3) Una vez que el receptor se ha activado como resultado de la
liberacién de una proteina de choque, la cual se asocia al complejo hormona-receptor (H-R),
éste ultimo puede interactuar con una region especifica de DNA (paso 3 en Fig 3), la cual
promueve la transcripeion y sintesis de determinada proteina (paso 4 y 5 en Fig 3) La union
entre la hormona y su receptor conduce a una homodimerizacién del complejo ligando-
receptor que cambia la conformacién del mismo El cambio de conformacidén de las
proteinas del receptor le confiere a éste un incremento en la afinidad por secuencias de
ADN, conocidas como elementos de respuesta a esteroides, localizados en regiones
reguladoras de genes blanco Ademas, el cambio conformacional del receptor también
aumenta la afinidad de éste por factores de transcripcién especificos Asi, el complejo
esteroide-receptor funciona como factor de transctipeidon al unirse a los elementos de
respuesta a esteroides en el DNA, facilitando o supiimiendo la transcripcidn genética v la
produccion de la proteina correspondiente {Katzenellenbogen, 1996; Tsai y O'Malley, 1994)
l.os receptores para esteroides también pueden ser activados en ausencia de su ligando
nativo por factores de crecimiento u otros agentes capaces de aumentar los niveles de AMP
ciclico (Aronica y Katzenellenbogen, 1993; Ignar-Trowbridge, et al | 1993)

Asi, el mecanismo primario por el cual los esteroides gonadales parecen influir sobre la
otganizacién anatdmica. los procesos neurofisiologicos y las conductas reproductivas
resultantes es a través de su unidén con receptores neuronales intranucleares en areas blanco
especificas, especializadas en la transmisidén integraciéon y ejecucién de las funciones
reproductivas

Las técnicas neuroanatdmicas, como lo es fa autotradiografia. han resultado de gran
utilidad para localizar, identificar y caracterizar la presencia de receptores a esteroides, asi
como para definir su distribucidn especifica dentro del sistema nervioso (Pfaff' y Keiner,
1973)

En el caso de los receptores a estrogenos se han caracterizado los subtipos o y B3, los
cuales se encuentran expresados de manera diferencial en las 4reas cerebrales relevantes para
el control de las actividades sexuales (Fig 4) Algunas de las estructuras que expresan estos
tipos de receptores son, area preoptica {Vite y Fox, 1982), area hipofisiotréfica, sustancia

gris mesencefalica, region del rafe dorsal del cerebro anterior y algunas estructuras que
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forman parte del sistema limbico como la amigdala e hipocampo entre otras (McEwen y
Alves, 1999: Lieberburg, et al , 1977, Li et al, 1997 en Agrati et al . 1999)

Asimismo, mediante diversos trabajos se ha logrado caracterizar, en ratas macho y
hembras, la presencia de células inmunorreactivas a estrogenos y T en motoneuronas que
forman parte de los ndcleos sexualmente dimorficos de la médula espinal (Matsumoto y
Prins, 1998; Williams y Papka, 1996)

Los antecedentes que existen en cuanto a la localizacién, caracterizacion y distribucion
de neuronas sensibles a los efectos de la T resultan dificiles de interpretar por el hecho de
que la T se metaboliza a2 E y a 5-a dehidrotestosterona (DHT) de manera abundante en el
cerebro; ademds, estas dos ultimas hormonas se unen a receptores a estrogenos y
androgenos, respectivamente (MacLusky v Naftolin, 1981) A pesar de lo anterior, algunos
trabajos han reportado que los receptores androgénicos muestran un patrén de distribucién
similar al encontrado para el caso de los receptores a estrogenos, por fo que es posible que
dichos receptores hormonales coexistan en un tipo celular en algunas areas del cerebro

Jung-Testas v cols (1992), han identificado la presencia de receptores a progesterona,
glucocox_ticoides, estrogenos y andrégenos en cultivos primarios de células gliales en
cerebros de 1atas neonatas (Jung-Testas. et al, 1992; Jung-Testas, et al, 1996) Estos
resultados, aunados con los obtenidos por una gran cantidad de autores. han aportado
suficiente evidencia acerca del papel de las células gliales sobre la sintesis y metabolismo de

hormonas esteroides, asi como en su participacion en el proceso de remielinizacion
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23, EFECTO DE LAS HORMONAS ESTEROIDES SOBRE EL SISTEMA
NERYIOSO EN DESARROLLO Y DURANTE LA VIDA ADULTA

2.3a. Efectos organizacionales y activacionales de las hormonas sexuales

A lo largo del desarrollo perinatal. las hormonas gonadales actian sobre el SNC durante
un periodo limitado o “perfodo critico™ induciendo la diferenciacién estructural y conductual
de algunos mecanismos relacionados con el control neuroendderino y conductual de las
funciones reproductivas. Lo anterior tesulta en la formacidn y consolidacion de circuitos
neuronales especificos del sexo, los cuales son posteriormente“activados”como
consecuencia del inicio de la actividad secretoria de las gonadas durante la pubertad Es en
esta etapa en la que la accion transitoria de las hormonas gonadales induce la aparicion de
conductas sexuales especificas, las cuales tienden a desaparecer una vez que los niveles
hormonales declinan (Arnold y Breedlove, 1985; Gorski 1986) Asi, la accidn organizadora
que poseen las hormonas sexuales durante la etapa perinatal induce cambios estructurales
permanentes e irreversibles sobre las estructuras cerebrales encargadas del ceatrol de las
funciones reproductivas en los mamiferos, mientras que los efectos activacionales no
producen cambios permanentes y tienen una restricciodn temporal mas dinamica a lo largo de
la vida reproductiva (Arnold y Breedlove, 1985; Hutchison. 1999) La funcion activadora de
las hormonas esteroides puede ser reversible, ya que por ejemplo, la gonadectomia en ambos
sexos genera una disminucién de la conducta sexual, la cual puede ser recuperada
administrando terapia hormonal de reemplazo (Thorton, 1986)

En la rata, el efecto organizador de las hormonas sexuales estercides abarca desde el dia
18 prenatal hasta el dia 10 postnatal (Lawrence y Raisman, 1980; Baum, 1979) Este papel
organizacional se le ha atribuido a la hormona gonadal masculina T; por lo que el inicio del
periodo critico de diferenciacion tiene lugar una vez que las génadas se han diferenciado v
comienza la sintesis y secrecion de T En la rata, las células de Leydig encargadas de la
produccién de T comienzan su secrecion entre el dia 16 y 18 posteriores a la fertilizacion
Posteriormente, en la vida postnatal ocurre un incremento en la sintesis de esta hormona
durante las dos primeras horas de nacimiento, el cual declina a las 6 horas postnatales

(Baum. et al . 1988) Los niveles de T se mantienen mas elevados en ¢l macho con respecto a



la hembra hasta el dia 10 postnatal (Olster v Blaustein, 1988), después disminuyen y se
mantienen bajos en ambos sexos hasta el inicio de la pubertad

La funcion activadora de los esteroides gonadales se inicia con la pubertad En los
machos se requiere de T y sus metabolitos, los cuales inducen la expresion de la conducta
sexual masculina En contraste, en la hembra se requiere de un incremento en la liberacion
ciclica de gonadotropinas para inducir la ovulacidn y en consecuencia, la secrecién episédica
y alternante de estrogenos y progesterona, hormonas necesarias para la activacion y
expresion de la conducta sexual femenina

Lo anterior ha sido fundamentado mediante distintos experimentos neuroanatdmices y
conductuales en los.que se ha demostrado que la administracién de T a ratas hembras
durante el periodo critico induce la masculinizacion de su SNC Los efectos de la
administracion de esta hormona en la hembra y que se manifiestan durante su vida adulta,
consisten en la abolicién del patrén ciclico de liberacidon de gonadotropinas (Harris, 1964,
Raisman y Field, 1973), ademas de la aparicion de conductas sexuales estereotipadas que
arremedan a las del macho Por otra parte, se ha propuesto que la ausencia de T en el macho
a lo largo de esta etapa critica tiene efectos importantes sobre la organizacién de las areas
cerebrales y los circuitos neuronales implicados en la regulacidén de las funciones
reproductivas Asi. los efectos de la castracion del macho recién nacido sobre la conducta
sexual masculina se pueden revertir mediante la administracion exégena de T, demostrando
asi que la disminucidn y la pérdida de la conducta sexual masculina se deben a la ausencia

de esta hormona

2.3b. Efecto de los esteroides gonadales sobre el establecimiento de dimorfismo

sexual en el cerebro en desarrollo

La actividad biologica de la hormona T involucra la participacion de sus metabolitos
activos; el E como producto de la aromatizacién de la T, y la DHT como producto de la 5 ¢
reduccion han sido implicados no sélo en la diferenciacton estructural de clertas areas
cerebrales relacionadas con la conducta sexual (MacLusky y Naftolin, 1981; MacLusky, et

al, 1985), sino también durante la activacion y mantenimiento de la conducta sexual (Luttge
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y Gerren 1979 en Portillo, 1999} Durante la etapa prenatal cuando se administra un
inhibidor de la enzima aromatasa —enzima responsable de la aromatizacion de la I- como la
i,4,6-androstatieno-3, 1 7-diona (ATD) a ratas macho, se induce fa aparicidén de conductas
sexuales femeninas (Brand, et al , 1991)

La transformacion de los esteroides gonadales por el tejido nervioso tiene un papel muy
importante en la diferenciacion del sistema nervioso en desarrollo, asi como en la iniciacion
y mantenimiento de las conductas sexuales durante la vida adulta. Tal vez, el ejemplo més
evidente lo sea la conversién intraneuronal de T a E mediante un proceso metabdlico de
aromatizacion Las dreas cerebrales que han mostrado tener actividad bioldgica de la enzima
aromatasa son los nlcleos predptico medial, hipotalimico anterior, predptico lateral,
hipotalamico lateral (Selmanoff et al, 1977), la circunvolucion del cingulo y la corteza
parietal, asi como el hipocampo {MacLusky, et al . 1994; Connolly, et al , 1994)

La disponibilidad del E, como producto de aromatizacion intraneuronal de la T, se ha
propuesto como el factor primordial de la diferenciacion sexual del SNC en ambos sexos

Durante la etapa intrauterina, tanto hembras como machos se encuentran expuestos de
manera continua a estrogenos endogenos provententes principalmente de la madre En las
hembras existe ademas una fuente adicional proveniente de los ovarios en desarrollo Debido
a que los estrogenos tienen un papel decisivo en la diferenciacién sexual hacia el fenotipo
masculino debe existir un mecanismo mediante el cual la hembra se “proteja” de los efectos
masculinizantes de los estrOgenos presentes en la circulacion Asi en ambos sexos durante la
vida fetal y postnatal (E18-P7) ocurre la sintesis de una proteina llamada a-fetoproteina, la
cual se une a los estrogenos circulantes evitando su utilizacidn y penetracion a las células
nerviosas (MacLusky y Naftolin, 1981) Sin embargo, esta proteina no posee afinidad por la
I, por lo que esta hormona si es capaz de penetrar a las neuronas del cerebro masculing en
desarrollo y ser metabolizada a E, el cual a su vez es capaz de interactuar con receptores
estrogénicos intranucleares ejerciendo de esta manera sus efectos de organizacién sobre los

elementos neuronales (Fig 5)
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Fig 5 Papel de las hormonas sexuales esteroides sobre el proceso de diferenciacién dei
cerebio en desarrotlo La placenta, gonadas y adrenales proveen de una fuente importante de
estrogenos (E) presentes en la circulacion Los E se unen con gran afinidad a la ¢-
fetoproteina (o-FP} impidiendo de esta manera su entrada a la célula Por otro lado, el
macho secreta testosterona (1) la cual difunde a las células nerviosas; dentro de la célula, la
T es transformada a E mediante un proceso de aromatizacion De esta manera, la privacion
intraneuronal de E condiciona la diferenciacién y expresién hacia el fenotipo femenino,
mientras que la presencia de E intraneuronal en el macho condiciona la expresion hacia el
fenotipo masculino (Modificada de Gorski, 1986)
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El conocimiento de la participacién de las hormonas esteroides gonadales sobre los
procesos reproductivos en los mamiferos data desde inicios de este siglo Esta participacion
incluye desde la gametogénesis hasta la lactancia, la cual representa la ultima fase del ciclo
reproductor de los mamiferos Sin embargo. el conocimiento acerca del papel inductor de
estas hormonas scbre la adquisicién y desarrollo de las funciones neuroendocrinas y
conductuales que participan en la reproduccidn se ha ido esclareciendo a lo largo de las tres
ultimas décadas Los estudios realizados por Pfeiffer en 1936, Barraclough y Gorski en 1961
y Harris en 1962 fueron los primeros en sugerir claramente que los esteroides gonadales
actuaban directamente en el cerebro organizando y controlando las estructuras cerebrales
relactonadas con las conductas y ptocesos reproductivos (Arnold y Gorski, 1984;
Barraclough y Gorski, 1961) Posteriormente, Raisman y Field en 1973 demostraron que
existe una diferencia en el tipo de sinapsis en el drea predptica entre machos y hembras
control, y que dicha diferencia depende de la presencia de T en la etapa perinatal {(Raisman y
Field, 1973) A partir de los tiabajos mencionados anteriormente se inicid la busqueda de
diferencias sexuales motfolégicas en el SNC y SNP

El establecimiento de diferencias sexuales estructurales en el sistema nervioso de machoes
y hembras ha sido sustentado a partir de un gran nGmero de trabajos realizados en una
enorme variedad de especies de vertebrados En la Tabla 1 se enlistan las diferencias

sexuales hasta ahora encontradas en el sistema nervioso de {a rata
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Parametro Estructuras -

Volumen: macho > hembra
NSD-APo (Nucleo sexualmente dimérfico

del 4rea predptica)

Bulbo olfatorio accesorio

Sistema vomeronasal

Nuicleo lecho del tracto olfatorio accesorio
Nucleo lecho del tracto olfatorio
Nucleo lecho de la estria terminal
Cuerpo calloso

Nucleo espinal del bulbocavernoso
Nucleo medial predptico

Nicleo medial de la amigdala
Nucleo ventromedial hipotalamico
Nucleo supradptico

Volumen: hembra > macho Comisura anterior {porcién rostral)
Nucleo anteroventral periventricular
Locus coeruleus
Nicleo paraestriatal

Asimetria Corteza cerebral

Conectividad/morfologia sinaptica Nucleo arcuato
Nucleo anteroventral periventricular
Giro dentado del hipocampo
Células piramidales hipocampales de CA;
Septum lateral
Niicleo medial de la amigdala
Nucleo predptico medial
NSD-APo
Nitcleo ventromedial hipotalamico
Corteza visual

Tabla | Diferencias sexuales estructurales reportadas en el cerebro de la rata (Modificada
de Hutchison, 1999)
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2.3c Dimorfismo sexual en el Area predptica

En el presente estudio se propone estudiar las posibles diferencias sexuales en la
estructura de la comisura anterior de la rata, asi como la posible influencia perinatal de las
hormonas gonadales sobre su dimorfismo Esta justificado, para su entendimiento adecuado,
el comentar en extenso uno de los sistemas sexualmente dimdrficos mejor descritos: el
micleo sexualmente dimdrfico del area medial predptica descrito inicialmente por R A
Gorski {1978)

El area predptica (APo) se considera desde hace unas décadas como un centro integrativo
muy importante encargado de la regulacion de las funciones reproductivas en una gran
variedad de especies Harris en 1937, estudio el efecto de la estimulacidn eléctrica del
hipotilamo sobre la secrecion de gonadotropinas y observd que después de dicha
manipulacion invariablemente ocurria la ovulaciéon (Harris, 1964) Posteriormente. otros
autores, usando el mismo tipo de estimulacidn, observaron que el APo y el hipotalamo
venttomedial también se encontraban involucrados en la regulacion de [a ovulacion A partir
de estudios posteriores, usando técnicas de estimulacién y lesion, se lograton identificar dos
regiones hipotalamicas relactonadas con la regulacidn de la liberacion de gonadotropinas en
la hembra Asi, el APo se relaciona con la secrecion ciclica de gonadotropinas, lo cual es
indispensable para que ocurra la ovulacion, mientras que el nucleo arcuato se relaciona con
la liberacion tonica de éstos factores (Barraclough y Gorski, 1961) Posterior a la
localizacién de los centros de contrel encargados de la ovulacién en la region hipotalamica,
asi como la evidencia de diferencias sexuales estructurales en el patrén de organizacion
sinaptica en esta area (Raisman y Field, 1973), el APo ha representado desde entonces un
modelo biologico muy importante en el estudio del desarrollo y consolidacién de las
diferencias sexuales en el sistema nervioso de mamiferos Asimismo, mediante estudios
inmunocitoquimicos, se ha mostrado la existencta de dimorfismo sexual en el patrdén de
distribucion de cuerpos celulares, densidad sindptica (Lattriva-Sahd, 1991) y de fibras que
contienen diversos tipos de neurotransmisores y neuromoduladores, entre los que se incluyen
vasopresina (Crenshaw, et al , 1992), colecistoquinina (Larriva-Sahd, et al, 1986), galanina
(Finn, et al, 1996), péptidos opiodes (Watsen, et al | 1986) y tirosina hidroxilasa (Simerly, et

al ., 1985) entre otros
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A partir de los trabajos de Gorski y cols en 1986 se descubriod un nucleo localizado en el
area predptica medial, el cual ha sido llamado nucleo sexualmente dimérfico del érea
" predptica (NSD-APo) debido a que es 5 a 7 veces méas voluminoso en el macho que en la
hembra El significado funcional de esta diferencia se ha logrado establecer por diversos
autores mediante la lesion de esta estructura y la subsecuente repercusion sobre la conducta
sexual masculina (De Jonge, et al, 1989) Asimismo, los trabajos de Houtsmuller y cols
(1994) demuestran que el tratamiento perinatal con ATD disminuye el tamafio de este
nucleo, lo cual se cotrelaciona con una disminucién en la conducta sexual del macho
(Houtsmuller, et al | 1994)

El nimero de neuronas que componen a este nucleo es significativamente mayor en los
miachos a partir del primer dia de vida postnatal (Jacobson. et al , 1980) Posteriormente, en
el macho, el volumen de este micleo continua incrementandose durante los siguientes 7 a 10
dias, mientras que en la hembra no se registran cambios significativos durante este mismo
periodo (Fig 6)

Asimismo, se ha logrado establecer el efecto de las hormonas gonadales y su influencia
en el establecimiento de esta diferencia estructural Se ha demostrado que la administracidn
de T a hembras a partir del dia 16 postetiores a la fertilizacton y durante los 10 primeros dias
de su vida postnatal provoca un incremento significativo en el volumen de este nucleo.
siendo comparable al que se observa en los machos intactos (Fig 7) De manera inversa se
ha demostrado que la gonadectomia de machos al nacimiento induce una disminucion de un
50% en el volumen de este nucleo con respecto al macho control (Jacobson, et al - 1980) Sin
embargo, este efecto puede ser restituido si el macho es tratado 24 horas posteriores a [a
castracion con T exdgena probando asi la dependencia a esta hormona (Jacobson, et al,
1981)

El mecanismo mediante el cual los esteroides sexuales presentes durante la etapa
perinatal ejercen sus efectos organizacionales sobre esta estructura, aun no ha sido
esclarecido Sin embargo, recientemente se ha sugerido un papel de los esteroides sexuales
en la regulacion de la muerte celular por apoptosis en las neuronas que forman parte de ltos
nicleos sexualmente dimorficos (Davis. et al, 1996; Oppenheim. 1991) Nordeen y cols en
1985 cuantificaron la influencia de la T sobre la muerte celular en las neuronas que

proyectan hacia el misculo bulbocavernoso y elevador del ano Asi como en el grupo de
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motoneurcnas que constituyen al nucleo dorsolateral. las cuales proyectan hacia el musculo
isquiocavernoso Este sistema neuromuscular, que es sexualmente dimorfico en la rata,
controfa los reflejos peneanos que son indispensables para la conducta de copulacién La
evidencia del papel de los andrégenos en ¢l proceso de diferenciacion y establecimiento de
esta diferencia estructural se observa cuando en hembras, que han sido tratadas con T o DHT
durante la vida perinatal, ocurre un aumento en el nimero de neuronas que forman parte de
estos nucleos v cuando en ratas macho, que son tratadas con un antiandrogeno como la
flutamida durante su vida perinatal, muestran un decremento en la sobrevida neuronal,
sugiriendo que la T y sus metabolitos previenen la muerte celular programada de ciertas
neuronas

El arquistriatum (AR), el mayor de los nicleos que se encuentra telacionado con el
control de las conductas de cortejo en las aves, pasa a través de un periodo ontogenético de
muerte celular. el cual parece ser mayor en el caso de las hembras Se ha propuesto que
pudieran ser los esteroides sexuales los que se encuentren controlando ¢l indice de muerte
neuronal en este nitcleo. estableciéndose de esta manera las diferencias de volumen entre
ambos sexos (Konishi y Akutagawa, 1985)

Con relacidén al NSD-APo, se ha descrito un papel similar de la T en el establecimiento
del dimorfismo sexual que se observa en esta estructura al descrito anteriormente en el
nucleo espinal del sistema bulbocavernoso y en el AR La incidencia de apoptosis en este
nucleo es mayor en ratas hembras entre ¢l dia postnatal P7 y P10 Por el contrario, en ratas
macho, sdlo se observa un pico en la incidencia de apoptosis, el cual tiene lugar en P6
Asimismo, los autores muestran que la T reduce la incidencia de apoptosis en las neuronas
del NSD-APo. con lo que la administracion de T a machos que han sido gonadectomizados
muestra claros efectos en la inhibicién del proceso de apoptosis, disminuyendo
significativamente la incidencia de células picnéticas (Davis, et al , 1996)

Este hecho, aunado a los resultados obtenidos por otros grupos de investigacion,
refuerzan la hipdtesis del papel tan importante que juegan los esteroides gonadales en la
regulacion de muerte celular programada durante el establecimiento de las diferencias

sexuales estructurales
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Fig 6 Modificacién del volumen del NSD-APo a lo largo del desarrollo perinatal en ratas
hembras y machos El volumen de este niicleo se encuentra expresado como el porcentaje de
la media de ratas macho y hembras sacrificadas el dia E20, tres dias antes del nacimiento
(-3) (Tomado de Gorski, 1986)
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Fig 7 Dimorfismo sexual en el NSD-APo En esta figura se muestra, en cortes coronales,

las diferencias en el volumen de este nicleo (flechas) en diferentes grupos de animales (A)

machos, (B) hembras y (C) hembras tratadas de E16 a P10 con propionato de testosterona y

dietilestilbestrol (D) AC, comisura anterior, OC, quiasma Optico; V, tercer ventriculo

{Tomado de Gorski, 1986)
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2.4 COMISURA ANTERIOR

Los hemisferios cerebrales de los mamiferos se encuentran conectados en su linea media
a través de tres principales sistemas comisurales: El cuerpo calloso (CC), la comisura
anterior (CA) y la comisura hipocampica El CC constituye el mas grande de ellos y se
encuentra presente exclusivamente en los mamiferos Euterios; esta comisura interconecta
grandes extensiones de la neocorteza y del necestriado En contraste, la CA se encuentra
presente en todos los mamiferos En Prototerios y Metaterios se encuentra interconectando a
todo el manto cortical de ambos lados, sin embargo, en Euterios, la CA interconecta una
mayor parte de la paleocorteza y un sector lateral de la neocorteza que varia con [as especies
En Euterios mas evolucionados. la CA es principalmente un sistema comisural neocortical
que posee un tracto adictonal proveniente de la paleacorteza (Lent y Guimaraes, 1991) (Fig
8)

El CC como se comentd antetiormente, es ¢l principal tracto de interconexién entre
ambos hemisferios. éste se encuentra constituido por fibras heterogéneas cuyos axones
provienen de distintas areas corticales (Lamantia y Rakic, 1990) Sobre esta estructura se ha
demostrado que existen diferencias sexuales tanto en area, siendo mayor en la rata macho,
(Zimmerberg y Mickus, 1990) como a nivel ultraestructural, en la distribucion de axones
mielinicos y amielinicos en la porcion correspondiente al genu (Mack, et al, 1995) La
comisura hipocampica, la cual esta presente en todos los mamiferos, puede ser subdividida
en un tracto dorsal y ventral, ademas de presentar una decusacidon hipocampica en los
primates; esta estructura interconecta principalmente la arquicorteza y otras regiones de la

corteza filogenéticamente antiguas (Brodal, 1981)
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Fig. 8 Corte sagital de un cerebro de humano (A) y de rata (B) que muestra la localizacion
anatomica de los tres principales sistemas comisurales en mamiferos; Fornix, cuerpo calloso

y comisura anterior (Tomado de Kelly y Dodd, 1991)
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2.4a Conectividad

Vias Olfatorias

Desde ¢l punto de vista filogenético, se acepta que el sentido del olfato es el mas antiguo
y primitivo de los sentidos A la fecha, se sabe que éste desempeiia una funcion fundamental
en la supervivencia de ciertas especies animales, ya que interviene de manera directa en la
conducta social (Loranca y Salas, 2001), de alimentacién y sexual (Edwards, et al, 1990),
ademés de asociarse de manera estrecha con procesos tales como memoria, emociones y
motivacién (Brodal, 1981)

La via olfatoria se inicia en la mucosa olfatoria, donde se encuentran los receptores
olfatorios representados por células nerviosas bipolares Las fibras aferentes originadas en
las células olfatorias sensoriales constituyen en su conjunto al primer par craneal (NI); los
axones de los receptores, atraviesan la lamina cribosa del hueso etmoides y penetran al
bulbo olfatorio Aqui, hacen sinapsis con dendritas de las células mitrales y células en
penacho dentro de la capa glomerular, Hevindose a cabo la primera estacion de
procesamiento de la via olfatoria y punto de partida para [a transmisién central de los
impulsos olfatorios El bulbo olfatorio posee una estructura laminar en donde se distinguen
distintos tipos neuronales organizados en diferentes estratos Los axones de las células
mitrales y en penacho proyectan a las capas mas profundas del bulbo olfatorio, donde se
unen para formar el tracto olfatorio fateral. Las fibras que constituyen este tracto mandan
colaterales al nucleo olfatotio anterior v al tubéreulo olfatorio, mientras que otras terminan
directamente en la corteza piriforme. corteza periamigdaloide, parte lateral de la corteza
entorrhinal (area 28 de Brodmann) y en algunos nucleos de complejo amigdalino (Fig 9)
Las fibras que llegan a la amigdala terminan principalmente en su niicleo corticomedial,
aunque los nlcleos basal y lateral también reciben informacién olfatoria de manera indirecta

a través de la corteza piriforme (Brodal, 1981)
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Bulbo oifatorio

RN

Bulbo olfatorio accesorio

Tracto olfatorio
TOL

b

Area Prepiriforme.

Area Periamigdalina

Fig. 9. Curso y sitios de tetminacion de las fibras eferentes del bulbo olfatorio principal
(linea continua) y del bulbo olfatorio accesotio (linea discontinua). Asimismo, se muestran
las proyecciones de la corteza periamigdaloide al drea entorrinal (lineas blancas). En el
recuadro s¢ muestra un diagrama para la identificacion de los nacleos que forman el
complejo amigdalino. NTOL: niicleo del tracto olfatoric lateral L, lateral; B, basolateral; C,
central; M, medial; C, cortical; TQ, tubérculo olfatorio y NOA, niicleo olfatorio anterior
(Tomado de Brodal, 1981).
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Las regiones corticales del ldbulo temporal que reciben fibras directas del bulbo olfatorio
constituyen la corteza olfatoria primaria En contraste con otras areas sensoriales primarias,
la corteza piriforme se localiza en la alocorteza y sus fibras aferentes sensoriales legan
directamente a esta regidn sin hacer un relevo previo en el talamo

En situacidn caudal con respecto al bulbo olfatorio se hallan dispersos grupos de
neuronas que forman en su conjunto al nacleo olfatorio anterior (NOA), el cual también
recibe aferencias del bulbo olfatoric Las neuronas de este nucleo envian fibras hacia el
NOA y bulbo olfatoric contralateral a través de la CA en su parte rostral, ademas de
provectar axones hacia las células granulares internas del bulbo olfatorio ipsilateral (Fig 10)

De la corteza olfatoria y amigdala, los impulsos olfatorios divergen 2 otras regiones del
cerebro Se acepta que las conexiones a otras partes de la corteza cerebral permiten la
integracion de la informacion olfatoria con otros tipos de modalidades sensoriales Las
conexiones olfatorias con la amigdala, como se detalla posteriormente. son de gran
importancia no sélo porque la amigdala actua sobre el hipotdlamo, sino porque ésta influye
sobre otras estructuras del sistema limbico La mayor eferencia por parte de la amigdala es
hacia el hipotalamo a través de un conjunto grueso de fibras que constituyen la estria
terminal (ET). las cuales en su mayoria terminan en el nucleo ventromedial hipotalamico
(NVMH]} y area predptica medial De manera reciproca, existen proyecciones diencefilicas
hacia algunos nicleos amigdalinos (De Olmos e ingram, 1972 en Hines, et al, 1985)
Existen otras vias por las cuales el hipotalamo recibe informacion olfatoria, al respecto se
han descrito aferencias directas por parte del bulbo olfatoric hacia la corteza olfatoria
primaria, y desde ésta, hacia la porcidn anterior del hipotdlamo Las conexiones olfatorias
con el hipotalamo son de gran importancia en la realizacion de ciertas conductas, asi, se sabe
que la conducta sexual y funcién reproductiva se encuentian influenciadas de manera
importante por impulsos olfatorios En general, las areas cerebrales relacionadas con la
reproduccidn, muestran una estructura sexualmente dimérfica como o son el area predptica
medial, ET, amigdala, NVMH, etc Estas &reas se encuentran por lo general conectadas de
manera reciproca, estableciendo asi, circuitos neuronales encargados del control de diversas
funciones sexualmente dimoérficas, tales como la liberacién ciclica de gonadotropinas en las

hembras, conductas sexual, soctal, maternal, de alimentacion, etc
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Fig 10 Corte horizontal de un cerebro de ratén neonato que muestra la CA y los bulbos
olfatorios Tincion de Golgi (A), Parte rostral de la CA; (B), Parte caudal o temporal de la
CA; (C), Fornix; (D), Fasciculo de la ET; (a), Haz terminal dorsal de la CA; (b), Haz
principal o lateral; (c), Plexo de fibras comisurales en la capa plexiforme intetna (Iomado
de Cajal, 1993)
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La amigdala es una estructura localizada en la porcidn ventromedial del l6bulo temporal
por debajo del manto cortical Esta estructura se encuentra interconectada con la corteza
cerebral adyacente, con el sistema olfatorio y el sistema estriatal, asi come con algunas
regiones del hipocampo, tilamo, hipotalamo y tallo cerebral (De Olmos, et al, 1985) La
amigdala participa en la modulacién de funciones endocrinas y en patrones de integracion
conductual tales como: defensa, ingestidn, agresion, reproduccidn y aprendizaje (De Olmos,
et al , 1985; Hamilton, 1976) La amigdala se encuentra compuesta de los siguientes grupos
neuronales. a) Olfatorio, formado por la amigdala anterior. el micleo del tracto olfatorio
lateral, el extremo dorsal del nicleo amigdalino medial, los nicleos amigdalinos cortical
antertor y posterolateral, asi como el area de transicidon amigdalopiriforme b) Medial, en
este grupo se incluye a la amigdala medial, la porcion posteromedial de la sustancia
sublenticular inominada y las divisiones medial e intermedia del nicleo lecho de la estria
terminal ¢) Central, el cual incluye al nucleo central de la amigdala y la porcién dorsolateral
de la sustancia sublenticular inominada, asi como las divisiones lateral y ventral del nacleo
lecho de la estria terminal y d) Basolateral: el cual estd constituido por los nucleos lateral,
basolateral, basolateral ventral y basomedial

El grupo amigdalino no sélo recibe proyecciones de un gran numero de estructuras
corticales y subcorticales. sino que también envia conexiones a diferentes estructuras
mediante [a ET v la via conocida como amigdalofuga ventral (Hamilton, 1976; Leonard y
Scott, 1971)

Estudios neurcanatémicos han mostrado que las fibras de la ET se originan
preponderantemente de los niicleos basolateral y corticomedial La ET ha sido dividida en
tres componentes: el supracomisural, el comisural y el postcomisural (Leonard y Scott,
1971) Las fibras eferentes provenientes del nicleo basolateral v medial cursan por la ET y
ascienden por la parte medial de Ia cola del nicleo caudado, ocupando después el surco
talamo-estriado y descienden hacia la CA, por la cual una gran parte de ellas pasan al
hemisferio opuesto para seguir un trayecto inverso hasta alcanzar al complejo amigdalino y
otras estructuras contralaterales (Hamilton, 1976; Kelley, et al , 1982; Krettek y Price, 1977,
Leonard y Scott, 1971; McDonald, 1991)

Las conexiones interamigdalinas mediante el componente comisural han sido

ampliamente discutidas por diferentes grupos de investigaciébn Por un lado, se ha
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demostrado que mediante este componente se interconectan ambes complejos amigdalinos
(Canteras, et al, 1992, Hamilton, 1976), sin embargo, Canteras y cols (1995) observaron
mediante un trazador neuronal que fibras que emergen del complejo amigdalino cruzan por
la CA pero no llegan a la amigdala contralateral (Canteras, et al, 1995} Nitecka y cols
{1981) proponen que ambas amigdalas no se conectan mediante un componente comisural
sino por otra via diferente, sin cruzar por la via comisural (Nitecka, et al, 1981)

En cortes sagitales u horizontales de la CA, se distinguen tres componentes delimitados :
1} Porcidn anterior o rostral “pars olfatoria” 2) Porcion posterior o caudal “pars
interhemisférica” y 3) Componente comisural de la ET Los origenes y terminaciones de
estos tres componentes varian entre las especies (DeOlmos e Ingram  1972; Jouandet, 1982;
Jouandet y Gazzaniga, 1979)

Las células que originan los tres senderos de la CA de la rata han sido identificadas
usando las técnicas para el trazado de vias, tales como el de la peroxidasa Mediante este tipo
de estudios neurcanatémicos. Jouandet y Hartenstein en 1983 determinaron las células que
dan origen a la CA de la rata (Jouandet y Hartenstein, 1983) A partir de estos estudios se ha
observado que la la porcion rostral de la CA contiene fibras que se originan en el bulbo
olfatorio, en donde se detecta un marcaje discreto en las capas granular y plexiforme interna,
sin embargo, el NOA constituye la fiuente principal de fibras correspondiente a la porcion
anterior de la CA Aqui, se marcan células piramidales de la capa II y III que se encuentran
en la parte externa, lateral, dorsal y medial En el tubérculo oifatotio se encuentran células
bien marcadas en capas Il y III, las cuales envian sus fibras a la parte mas ventromedial de la
porcién antetior Las células piramidales y polimotfas localizadas en la capa II de la corteza
piriforme anterior y células localizadas en la capa plexiforme de la corteza piriforme
posterior también proyectan hacia el hemisferio contralateral a través de la CA (Fig 11)

En su porcion caudal, la CA recibe la mayoria de sus fibras de células piramidales
localizadas en la corteza piriforme posterior, corteza entorrinal y neocorteza, ademds de
recibir una contribucion sustancial del micleo lateral amigdalino (NL A} (Fig 11)

Las células del nicleo del tracto olfatorio lateral (NTOL) dan lugar al componente
comisural de la ET EIl nicleo amigdalino lateral (NAL) contiene muchas neuronas que
proyectan en la CA, éstas envian sus axones a través de la porcién ventromedial de la

capsula externa También se observan varias células en los nicleos basolaterat (NBLA),
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basomedial (NBMA) y cortical {(NCA), inciuyendo el componentes anterior, posterior y
posteromedial del nucleo cortical amigdalino (NCAa, NCAp y NCApm, respectivamente},
las cuales envian sus axones en el componente decusante de la ET (Guadafio-Ferraz, et al,
1994) (Fig. 11) Los axones del nicleo NBLA en un iniclo se localizan medialmente para
después posicionarse ventralmente con respecto a los del NL. A Finalmente, estos axones se
tornan dorsalmente al lado medial del NLA Mas posteriormente la ET recibe muchos
axones del nicleo NBMA, el cual envia sus axones directamente a la porcidén dorsal a 1a ET
{Brodal, 1981; Jouandet y Hartenstein, 1983)

En el mono rhesus se ha encontrado que la CA se origina de células cuya distribucion en
la neocorteza temporal ocupa una zona mucho mas extensa que la de otras especies
{Jouandet y Gazzaniga, 1979) Por otro lado, estudios con peroxidasa en gatos revelan que
unt extenso campo neocortical da origen a la CA, mientras que la amigdala contribuye de
manera minima (Jouandet, 1982)

A partir de estas comparaciones interespecie, la CA parece haber sufrido una
reorganizacion importante durante la evolucion, desarrollandose un patrén distinto de
conexiones interhemisféricas como consecuencia de un cambio evolutivo en las areas
corticales

De lo anteriormente expuesto se infiere que la preponderancia de aferencias comisurales
relacionadas con el olfato esta en funcidén del grado de desarrollo del sistema sensorial Y en
efecto, la representacion numérica de fibras comisurales olfatorias es minima en los

tetrdpodos microsmaticos con respecto a los macrosmaticos
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Anterior Posterior

Fig 11 Representacién esquemdtica de las diferentes regiones telencefilicas que proyectan
sus axones a través de la comisura anterior (CA) Estas estructuras se encuentran
representadas en su extension antero-posterior En tramas diagonales y dependiendo de su
orientacidn se ejemplifican a aquellas regiones que proyectan a través del componente
rostral (CAr) y caudal (CAc) de la CA En cuadros se representan a las estructuras que
constituyen el componente comisural de la estifa terminal (ET) NLA: nucleo lateral
amigdalino, NBLA: nicleo basolateral amigdalino, NBMA: niicleo basomedial amigdalino,
NCA: micleo cortical amigdalino, incluyendo sus tres componentes, anterior (NCAa),
postetior (NCAp) y posteromedial (NCApm) NIOL: nicleo del tracto olfatorio lateral.
NQOA: nicleo olfatorio anterior (Modificado de Guadatio-Ferraz et al, 1994).
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2.4b Estructura Citolégica e Histolégica

En la CA de los roedores se distinguen dos areas compuestas por sendos grupos
axonales El area rostral se encuentra formada por numerosos axones cubiertos por una
gruesa capa de mielina, lo que le confiere un aspecto mas osmofilico al microscopio de luz,
y oligodendrocitos de gran tamafio La porcidn caudal, que protruye hacia el tercer
ventriculo, se encuentra recubierta por el epitelio ependimario (Fig 12) y se caracteriza por
contener axones de menor diametro cubiertos por una capa més delgada de mielina, ademas
de contener oligodendrocitos de menor tamafio (Larriva-Sahd, et al, 1998) Los axones
contenidos en la porcién anterior llevan informacion del bulbo olfatorio principal y NOA al
bulbo olfatorio del lado contralateral, asi como al bulbo olfatorio y a la corteza piriforme
Ademas cabe sefialar que algunas fibras de la ET otiginadas en la amigdala también
atraviesan por la porcidn caudal de la CA (Fig 10 y 11) (De Olmos, et al, 1985) Mientras
que, la parte posterior de la CA conecta el area ventral de la neocorteza temporal de cada

lado y conlleva fibras decusantes de la ET (De Olmos, et al, 1985)
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Fig. 12 Fotomicrografias tomadas al microscopio de luz de cortes de tejido delum de grosor
a un aumento de 10x (A} y de 100x (B) en donde se muestran, en cortes sagitales de la CA,
el epitelio ependimario, el cual se encuentra recubriendo la porcién caudal de la CA En B se

muestia un acercamiento del 4rea seftalada en el recuadro negro {A)
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2.4¢ Comisura anterior y dimorfismo sexual

Aungue la CA presenta una estructura relativamente sencilla (axones mielinicos y
amielinicos, glia y capilares), reviste interés puesto que su tamafio varia significativamente
ent funcién del sexo (Noonan, et al, 1998) Se ha propuesto que la CA presenta variacidén
entre ambos sexos, puesto que las neuronas que proyectan a través de ella proceden de
nicleos que captan y metabolizan esteroides gonadales, ademas de tener estrecha relacion
con las funciones reproductivas {Larriva-Sahd, et al . 1998).

Sobre la CA se ha hecho poco al respecto, Allen y Gorski en 1991, describieron la
existencia de diferencias sexuales neuroanatémicas en cortes sagitales de cerebros humanos,
en los cuales se observa que la hembra posee un drea 12% mayor que la del macho, a pesar
de que el peso total del cerebro completo es hasta 6 7% mayor en las hembras, sin embargo
el significado funcional de esta diferencia se desconoce En trabajos recientes se ha
demostrado, que al igual que en el humano (Allen y Gorski, 1991), la CA presenta
dimorfismo sexual en cuanto al area, proponiéndose que tal diferencia resulte del efecto
organizacional de las hormonas gonadales sobre los cuerpos neuronales cuyos axones
proyectan a través de ella, ya que se ha demostrado que dichas neuronas captan y
metabolizan hormonas esteroides (Nishizuka y Arai, 1981; Roos, et al, 1988) Si bien
algunos trabajos realizados sobre esta estructura demuestran que es factible que ciertos
factores ambientales, tales como la exposicién al alcohol y/o la desnutricién durante la vida
temprana (Noonan. et al | 1998; Zimmerberg y Mickus, 1990), asi como el estrés (Jones, et
al, 1997) pueden influir sobre las dimensiones de la CA, pocos autores han tratado de
demostrar que las hormonas gonadales pudieran estar involucradas en el proceso de
diferenctacion de esta estructura (Larriva-Sahd, et al, 1998). Sin embargo, a partir de los
trabajos mencionados anteriormente, no se ha podido establecer si la diferencia sexual en el
area de la CA resulta de diferencias en tamafio y niimero axonal o bien en la densidad de las
células gliales y/o vasos sanguineos

Se ha propuesto que las variaciones que pudieran ser encontradas en ¢l area de la CA,
resultan del efecto organizacional de los esteroides gonadales sobre los cuerpos neuronales
cuyos axones proyectan a través de ella, ya que se ha demostrado que dichas neuronas

captan y metabolizan T y E (Simerly, et al, 1990)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como ha sido comentado, las hormonas sexuales ejercen sus efectos sobre estructuras
involueradas con aspectos reproductivos al actuar de dos distintas maneras; durante la vida
prenatal y postnatal temprana estas hormonas organizan los sustratos neuroanatomicos, los
cuales son activados posteriormente durante la vida adulta en presencia de estas mismas
hormonas. Los trabajos realizados en la CA muestran que las dimensiones de esta estructura
pueden variar dependiendo de una gran diversidad de factores presentes en la vida prenatal
vgr exposicién al alcohol, desnutricién y niveles de hormonas tiroideas (Guadaiio-Ferraz, et
al, 1994) entre otros Sin embargo, el papel de las hormonas esteroides sexuales de origen
gonadal en el proceso de diferenciacion de esta estructura ha sido poco estudiado (Larriva-
Sahd, et al, 1998) Dado que un gran nimero de estructuras del SNC relacionadas con
funciones reproductivas muestran dimorfismo sexual como resultado de los efectos
organizacionales de las hormonas esteroides de origen gonadal durante la vida prenatal, en
este trabajo se analiza la posibilidad de que la CA sea una estructura sexualmente diméifica
Esto fundamentado en el hecho de que los axones que proyectan a través de ella provienen
de neuronas localizadas en areas relacionadas con los procesos reproductivos Asimismo, en
este trabajo se analizara el papel de los esteroides gonadales en el proceso de diferenciacion
de esta estructura

A excepeidn del nucleo espinal det bulbo cavernoso, en el que se conoce el nimero de
neuronas (Breedlove y Arnold, 1980), el resto de las estructuras sexualmente dimérficas del
SNC estan representadas por diferencias en el tamafio de algunos nicleos, densidad sinaptica
y fasciculos de axones poco definidos lo que ha dado lugar a divergencias de apreciacién,
cuestionando asi la reproducibilidad de las observaciones Ejemplos de ello lo son el
volumen del llamado NSD-APo {Gorski, et al, 1978), de la amigdala (Nishizuka y Arai,
1981), de la porcidn ventrolateral del NVMEH (Matsumoto, 1992} v del nicleo arcuato (Arai
y Matsumoto, 1978), entre otros; lo mismo resulta cierto para la densidad axonal de los
tractos hipotalémo-periventricular (Simerly, et al , 1984) y las fibras del nicleo lecho de la
ET hacia el nicleo anteroventral periventricular (Hutton, et al, 1998) A este respecto, el
modelo de la CA ofrece la ventajosa caracteristica de estar claramente circunscrita Asi, en

cortes sagitales esta delimitada posteriormente por el III ventriculo y rostralmente por
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neuropilo y neuronas septo-predpticas (Larriva-Sahd, et al , 1998) Mas aun, la CA contiene
un nimero definible de axones, lo cual favorece la evaluacion de los cambios inducidos por
las vatiables experimentales y su reproducibilidad Por las razenes enumeradas, hemos
escogido el modelo de la CA para evaluar ¢l posible efecto de la T en el establecimiento y

diferenciacion de tractos interhemisféricos
4, HIPOTESIS

La estructura de la comisura anterior de la rata presenta diferencias estructurales entre los
sexos, ¥ éstas dependen de las hormonas sexuales esteroides de origen gonadal durante la

etapa perinatal

5. OBJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES

Generales

¢ Describir las caracteristicas moifolégicas de la CA de la rata

Particulares

# Determinar la existencia de posibles diferencias cualitativas y/o cuantitativas en funcion
del sexo

¢ Establecer la dependencia hormonal de estas diferencias mediante la supresidén (control
negativo) y la supresidn y restitucion (control positivo) de testosterona en ratas macho

¢ Determinar el efecto del tratamiento perinatal con testosterona sobre el area de la CA en
ratas hembra

e Investigar el papel de la aromatizacién de la testosterona en el establecimiento de esta

estructura
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. GRUPOS EXPERIMENTALES

Con el propdsito de describir las caracteristicas histolégicas y ultraestructurales de la
CA, asi como determinar el posible efecto de las hormonas sexuales esteroides sobre el
establecimiento de las caracteristicas estructurales propias de cada sexo, se utilizaron 82
ratas de la cepa Sprague Dawley, las cuales fueron divididas en los siguientes grupos

expertmentales:

1. Hembras control (HC) n=10
Machos control (MC) n=10

Machos gonadectomizados al nacimiento (Mgx) n=10

=T

Machos gonadectomizados al nacimiento y tratados con propionato de testosterona
(MgxT) n=20

Hembras tratadas perinatalmente con propionato de testosterona (PT)} (HT) n=20

h

6 Hembras tratadas con ATD (inhibidor para aromatasa :1,4,6-androstiatreno-3.17 diona)
(H+AID) n=6
7 Machos tratados con ATD (M+ ATD) n=6

Para la formacion de estos grupos se requirieron machos de la cepa Sprague Dawley en
edad reproductiva y sexualmente experimentados; estos fueron usados para fecundar a
hembras de la misma cepa de entre 10 a 12 semanas de edad y con un peso de entre los 290 y
320 gr Los animales usados provinieron de Ja colonia del Centro de Neurobiologia Las
ratas se mantuvieron en cajas individuales en un cuarto del bioterio con temperatura (23-25°
C) y humedad (50-60% h r } controlados y con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas cada uno
Fueron alimentados con alimento Purina y agua ad libitum Para determinar la etapa del ciclo
estral de las hembras se observaron al microscopio de luz fiotis vaginales tefiidos con azul de
toluidina. Los animales en estro se aparearon durante la noche y al dia siguiente se realizd
nuevamente otro frotis para determinar la presencia de espermatozoides, con lo que se

establecié el inicio de la gestacion y la duracidn de ésta  En todos los grupos
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experimentales, las crias nacieron el dia 23 de gestacién (dia PO) Cada camada se ajustd con
sdlo 8 2 10 crias A partir del nacimiento, las crias de cada grupo experimental recibieron un
tipo particular de tratamiento E! destete de las crias se realizé en el dia 25 posterior al
nacimiento para todos los grupos. Todos los animales fueron sacrificados a las 12 semanas
de edad (P 84)

1. Hembras control (HC)

1.0s animales de este grupo (n=10) fueron tratados diariamente a partir de su nacimiento
(P0) con 0 Im! de aceite de girasol mediante una inyeccion subcutinea (SC) hasta el dia 10
postnatal (P10) A las 12 semanas de edad se realizaron frotis vaginales para determinar la
etapa del ciclo en la que se encontraban y sacrificarlas durante la etapa de estro a fin de
restringir la posibilidad de diferencias anatdmicas en la CA a lo largo de este ciclo; por lo

que necesariamente hubo una variacion de edad de 1 2 3 dias

2. Machos control (MC)

De manera similar al grupo anterior, los MC (n=10) fueron tratados con el mismo

volumen de aceite de girasol a partir de PO a P10 mediante inyecciones SC
3. Machos genadectomizados al nacimiento (Mgx)

Las crias machos, dentro de una misma camada (n=10), fueron castradas el mismo dia de
su nacimiento dejando un intervalo de alrededor de 2 horas posteriores al nacimiento Las
castraciones se realizaron bajo crioanestesia, a lo largo de un periodo ne mayor a 10
minutos Una vez anestesiada la cria, y con ayuda de un microscopio de diseccion (modelo
GZ4. Leica), se realizo una incisién suprapibica, de manera cuidadosa se disecd por planos,
se identificod y cortd a cada lado el testiculo, disecandolo desde su porcidn hiliar Finalmente

se dieron 2 puntos de sutura en el lugar de fa incisién
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4. Machos gonadectomizados al nacimiento y tratados con PT (MgxT)

En este grupo, 10 ratas fueron tratadas diariamente con inyecciones subcutineas (SC) de
02mg de PT (Sigma) disuelto en aceite de maiz durante los 10 dias posteriores al
nacimiento, mediante una jeringa tipo Hamilton Un segundo grupo (n=10) recibié una dosis
mayor (1mg), aplicada por la misma via y a lo largo del mismo lapso De manera analoga al
grupo anterior, los machos fueron castrados aproximadamente a las 2 horas posteriores al
nacimiento, siguiendo el protocolo arriba detallado

Una vez terminada la cirugia se inici6 el tratamiento con PT por via SC En el caso del
grupo que recibio la dosis de 0 2mg de PT se administrd a cada animal una cantidad de
0 0lml a partir de una dilucidén de 20 mg de PT en 1ml de aceite de girasol , equivalente a
una dosis de 0 2mg de PT Esta misma dosis se continud aplicando diariamente hasta los 10

dias de edad
5. Hembras tratadas perinatalmente con PT (HT)

Dentro de este grupo también se incluyeron dos dosis diferentes en animales obtenidos
mediante el tratamiento in ufero aplicado a hembras prefiadas. las cuales recibieron en uno
de los grupos (n=10) 1 mg de PT (Sigma) SC desde el dia 18 de gestacion (E18) hasta el dia
0 Al finalizar la gestacion (E23), las madres se anestesiaron con pentobarbital y se
obtuvieron a las crias mediante cesirea, debido a que el parto en estos animales no se
desencadend de manera espontanea; posteriormente, las crias fueron tratadas diariamente
hasta P10 con 0 2 mg de PT, SC

Un segundo grupo (n=10) se obtuvo de la misma manera que el anterior, excepto que la
dosis se incrementd a 2mg in utero y porque las inyecciones posteriores a la cesarea fueron
de 1 mg

Dada la imposibilidad de las madres para continuar con la lactancia, de manera paralela

se obtuvieron nodrizas que offecieron lactancia a las crias de estos grupos
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6. Hembras tratadas con ATD (inhibidor para aromatasa :1,4,6 androstiatreno-3,17-

diona)

Hembras prefiadas recibieron implantes SC de cépsulas de silastic rellenas con ATD
{Steraloids, Inc) (20 x 1 Smm de didmetro interior) a partir del dia E16 Posteriormente, los
recién nacidos (n=6) fueron inyectados una vez al dia via SC con ATD (lmg/cria), disuelto

en una solucidn de propilenglicol al 90% y etanol al 10% los dias P1, P3, P5, P7 y P9
7. Machos tratados con ATD

De manera similar al grupo anterior, este grupo se obtuvo mediante el tratamiente de
hembras prefiadas que recibieron durante la gestacion ATD mediante implantes SC de

cipsulas de silastic De igual manera, las crias macho (n=6) en este caso fueron inyectadas
los dias P1, P3, P5, P7y P9
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62. OBIENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Una vez que los sujetos cumplieron las 12 semanas de edad fueron anestesiados con una
sobredosis de pentobarbital, administrado intraperitonealmente, y sacrificados mediante
perfusién a través del ventriculo izquierdo, previa heparinizacién intracardiaca, con
aproximadamente 200ml de una solucién fijadora consistente en: paraformaldehido al 4% y
glutaraldehido 2% disueltos en buffer de fosfatos al 0 15 M pH 74 Los cerebros fueron
disecados e inmersos en fijador fresco, donde se mantuvieron durante una noche a 4°C Al
dia siguiente, los cerebros fueron transferidos a un amortiguador de fosfatos 0 15M pH 7 4
Sobre estos cerebros se realizaron cortes setiados de 120 um con un vibratomo (Vibratome
series 1000, Technical Products International Inc ) en el plano sagital Para asegurar un
plano consistente de corte, solo fueron incluidos aquellos cortes en los que la CA se
encontraba cubierta en su parte posterior por el epitelio ependimario del HI ventriculo De
cada corte se obtuvo €l area correspondiente a la CA con la ayuda de un microscopic de
diseccidn; cada bloque de tejido que mostrd la estructura de interés se marced en uno de sus
extremos con la finatidad de orientarle de manera adecuada al realizar la inclusién en plano
Posteriormente, los tejidos se colocaron en viales individuales y fueron postfijados durante
una hora en tetrdoxido de osmio al 1% disuelto en el mismlo amortiguador, seguido de la
deshidratacié_n de los tejidos en acetona diluida al 60%, 70%, 80%, 90% y absoluta Una vez
deshidratados, los tejidos se infiltraron e incluyeron usando resinas epdxicas Los bloques
incluidos fueron polimerizados en un hormo a 60 °C por un periodo de 24 a 48 horas

Posteriormente, una vez talladas las piramides, sobre cada bloque de tejido se realizaron
cortes gruesos hasta Hegar a semifinos (450 um) usando para ello cuchillas de vidrio Los
cortes obtenidos de cada blogue fueron montados, tefiidos con azul de toluidina y analizados

bajo el microscopio de tuz (BXS0, Olympus)
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6.3. MORFOMETRIA
6.3a Microscopia de luz

Mediante la observacidn de los cortes semifinos se seleccionaron los campos
mibxoscépicos de cortes sagitales mostrando la totalidad de la CA El andlisis morfométrico
de cada una de las muestras se realizd en la unidad de Imagenes de este Centro Para el
andlisis morfométrico, las imagenes de la CA fueron capturadas a un aumento de 10x y
analizadas sobre un monitor usando el programa de IPLab A partir de estas imagenes
capturadas se obtuvieron las mediciones en pm® del area total de los componentes: rostral
{CAr), caudal (CAc) y total De igual manera, para evaluar la posible participacion del
componente vascular, se realizé una estimacion del 4rea capilar en los componentes rostral y
caudal de la CA Este procedimiento permitié evaluar las posibles diferencias en el area

sagital de la CA a expensas del componente neural contenido en la propia CA
6.3b. Estadistica

Las diferencias de area entre cada uno de los grupos control y experimental fueron
analizadas mediante un andlisis de varianza {ANOVA) de una via para cada variable
dependiente A aquellas variables que resultaron ser significativas entre grupos mediante
ANOVA (p < 003) se les realizaron pruebas a posteriori “Newman-Keuls” para saber entre
qué grupos se encontraban las diferencias Los valores de p < 005 fueron considerados

como estadisticamente significativos
6.3c. Microscopia electrénica

Por otro lado, de los mismos bloques de tejidos correspondientes a los grupos de: HC,
MC, Mgx, HATID y MATD se realizaron cortes finos de 800 a 900 nm, los cuales fiueron
montados en rejillas de cobre de una perforacion cubierta previamente con una membrana
de formvar Los cortes finos fileron contrastados con sales de uranio y plomo v se

observaron con el microscopio electronico de transmisioén (Zeiss EM-10 A) El analisis
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morfométrico se realizé sobre impresiones en papel de ta CA correspondientes a un area de
299 um? Dado que la CA muestra cierto grado de heterogeneidad en el diametro -de sus
fibras, se obtuvieron aleatoriamente 6 impresiones de campos microscopicos para cada parte
de la CA (Fig 13), lo cual permiti6 visualizar todos los tipos de poblaciones axonales que la
contienen Sobre cada impresion se hizo un conteo directo de todos los axones mielinicos
para obtener la densidad axonal para cada animal

Los seis valores obtenidos para cada region de la CA se promediaron para obtener un
valor que representara una media rostral y caudal para cada sujeto experimental Asimismo,
para hacer una inferencia acerca del numero total de axones para cada una de las porciones
de la CA se tomd en cuenta el area total calculada para cada una de estas porciones v,
posteriormente, la razén de ésto fue muhtiplicada por la media calculada para cada regién de

la CA Esto se ejemplifica de la siguiente manera;

Area 1ostral o caudal en pmz Media del # de axones = Numero total
X rostrales o caudales de axones

299 tm?
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Fig 13. Fotomicrografia de luz, a un aumento de 10x, en donde se seffalan las dreas

seleccicnadas en cada porcion de la CA para hacer el conteo sobre impresiones en papel del
numero de axones mielinicos (A). En (B), se muestra una impresién de una fotomicrografia
de la CA, tomada en el microscopio electrdnico, que muestra los axones mielinicos en ambas

porciones de la CA.

6.3d. Estadistica

Los resultados fueron analizados mediante pruebas estadisticas de ANOVA de una sola
via Las diferencias fueron consideradas como estadisticamente significativas cuando p<
005 Aquellas pruebas que resultaron ser significativas fueron sometidas a pruebas a

posteriori (post hoc), como la mencionada anteriormente

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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7. RESULTADOS
7.1 ANALISIS HISTOLOGICO
7.1a Estructura microscépica de la CA

La descripcién que a continuacién se presenta se aplica a todos los grupos
experimentales

El analisis de cortes sagitales de la CA bajo el microscopio de luz y electrénico muestra
que esta estructura de forma semieliptica se encuentra compuesta de dos grupos axonales,
los cuales se agrupan entre si formando dos areas claramente discernibles La poreién caudal
protruye hacia el TII ventriculo y se caracteriza por estar cubierta en todo su contorno
posterior por el epitelio ependimario (Figs 14, 15 vy 16 ) La porcion rostral, que es por regla
de mayor dimensién que la porcidn caudal, se caracteriza por ser mas osmofilica, lo cual se
explica por la presencia de numerosos axones cubiertos por una gruesa capa cie mielina;
ademas de contener oligodendrocitos con niicleos de forma ovalada de 7 a 10 um con escaso
citoplasma (Figs 14 y 15) En contraste, la CAc se encuentra compuesta por un menor
numero de finos axones que se encuentran cubiertos por una delgada capa de mielina, lo cual
le da un aspecto relativamente palido a esta porcidn de la CA; ademas de contener
oligodendrocitos de menor tamaiio con nuclecs de 4 a 5 pm Aunado a lo anterior, entre
ambas porciones de la CA se encuentran olidodendrocitos alineados, lo cual contribuye de
manera adicional a la clara demarcacion que existe entre ambas regiones

Dentro de la CAc, en una region circunscrita adyacente al epitelio ependimario, se
observa una poblacion axonal distinta del resto de la porcidén caudal caracterizada por una
mayor densidad de axones pequefios moderadamente mielinizados y con una escasez relativa
de fibras amielinicas Lo anterior condiciona una mayor osmofilia en esta region con
respecto al resto de la CAc y le permite su clara identificacion Este conglomerado de fibras
que se aprecia mas cromofilo que el resto de la CAc corresponde a las fibras procedentes de
la EI (Figs 14y 15)
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Fig. 14 Fotomicrografia de luz de 1um de grosor a un aumento de 10x  Se muestra un corte
sagital representativo de la CA procedente de un animal hembra control, en el cual se puede
apreciar las porciones rostral (CAr) y caudal (CAc) de la comisura anterior Notese que la
potcion caudal, 1a cual protruye hacia el III ventriculo(III V) y que se encuentra cubierta por
el epitelio ependimario, se observa menos cromofila que la CAr También se identifica,
dentro de CAc, una regiéon mas cromofila correspondiente a las fibras decusantes de la ET

Los asteriscos (*) corresponden a capilares sanguineos

A
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Fig 15 Fotomicrografia de luz de 1um de grosor a un aumento de 40x Se muestra un corte

sagital representativo de la CA procedente de un animal macho gonadectomizado, en ol cual
se puede apreciar las porciones rostral (CAr) y caudal (CAc) de la comisura anterior Notese
que la porcion caudal, la cual protruye hacia el Il ventriculo y que se encuentra cubierta por
el epitelio ependimario, se observa menos cromoéfila que la CAr También se identifica,

dentro de CAc, una region mas cromofila, correspondiente a las fibras decusantes de la ET
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Fig 16 Fotomicrografia de luz de ipum de grosor 2 un aumento de 100x Se muestra un corte
sagital representativo de la CA procedente de un macho gonadectomizado Se puede apreciar
que la porcidn caudal, la cual protruye hacia el III ventriculo se encuentra cubierta por el
epitelio ependimario {cabeza de flecha) También se identifica, dentro de la CAc, una region

mas cromofila correspondiente a las fibras decusantes de fa ET
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El estudio morfométrico de la CA se realizé en tejidos procedentes de 82 ratas de la cepa
Sprague Dawley Los animales se agruparon con una n=10 para cada uno de los siguientes
grupos: HC, MC, MGx, MGxT y HT Dentro de los dos Gltimos grupos, como va se ha
comentado en la seccidn de materiales y métodos, se incluyeron dos subgrupos que
recibieron dos dosis diferentes de PT (n=10) Los grupos MATD y HATD cuentan con una
n=6 Todos los animales fueron perfundidos a las 12 semanas de edad y en el caso de las
hembras, todas éstas se encontraban en una misma etapa del ciclo estral (estro) Las
muestran fueron obtenidas y procesadas de la misma maneta paia todos los grupos Las
observaciones bajo el microscopio de luz y electronico demuestran que todos los tejidos
incluidos en el analisis se encontraban en un buen estado de preservacidn, lo cual se
determind con base en los siguientes criterios: 1)} Ausencia de células retraidas o
hipercromaéticas 2} Células de contornos regulares y ausencia de espacios intracelulares,
perivascualres y pericelulares 3) Fasciculos compactos de fibras mielinicas 4) Aspecto
compacto en el neurdpilo de los nucleos vecinos 5) Anulos de mielina de forma regular y
concéntricos, asi como ausencia de células hematicas en los capilares sanguineos (Peters, et
al, 1976)

Para el anilisis morfoldgico sélo fueron tomados en cuenta aquellos cortes en los cuales
la CA se encontraba cubierta en toda su extension ventricular por el epitelio ependimario,
asegurandose de esta manera de incluir un solo plano de corte La precisién en el plano de
corte transversal de la CA se definié con base en los siguientes criterios de inclusidn: 1)
Presencia del epitelio cabico simple del epitelio ventricular en la porcion caudal de 1a CA; 2)
Presencia de vasos retrocomisurales cortados longuitudinalmente; 3) Identificacion de las
neuronas del area septo-predptica en la parte rostral de la CA A partir de las observaciones
en estas condiciones se determind que el tamafio y forma de la CA varian de manera
importante entre los diferentes grupos experimentales e incluso entre sujetos de un mismo
grupo, ademas de que la porcion correspondiente a la ET presenta una apariencia distinta

entre sujetos de los diferentes grupos
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7.2. MICROSCOPIA DE LUZ
7.2a Area total de la comisura antetior

El analisis estadistico de las 4reas obtenidas en los grupos de hembras y machos control,
muestra que éstas son significativamente distintas entre los sexos, encontrandose una mayor
4rea en la totalidad de la CA en el caso del macho (Fig 17); en el cual la media del drea total
para cada uno de los grupos es de 200 y 230 um’ x 10 %, respectivamente Por otro lado, se
observa que la gonadectomia del macho al nacimiento tiende a producir una disminucidn en
el area total de la CA, debido a que no se encuentran diferencias significativas cuando se
compara a este grupo con el de HC Sin embargo, la reduccidn en el area total de la CA en el
grupo Mgx no es tan severa, debido a que cuando este mismo grupo es comparado con ¢l de
MC no se observan diferencias significativas, por lo que pareceria que la castracion tiende a
producir una reduccién de esta 4rea, pero no lo suficientemente grande para llegar a ser
significativamente distinta del grupo control (Fig 17 A). Adicionalmente, se observa que
cuando el grupo Mgx es tratado de manera exdgena con PT (MgxT), el tratamiento es capaz
de revertir los efectos de la gonadectomia sobre las dimensiones de esta estructura, siendo
comparables a los parametros morfologicos observados en el caso de los MC (Fig 17 A).
Asimismo, se observa que cuando la hembra es tratada durante la etapa perinatal con PT
(HT), se produce un incremento en el area total de la CA, sin embargo, este cambio no llega
a ser significativo debido a que no se encuentran diferencias estadisticas al compararlas con
el grupo de hembras control (Fig 17 B) Sin embargo, se observa que no existen diferencias
entre HI y MC, con lo que nuevamente se demuestra que el tratamiento con PT tiene como
tendencia producir un aumento de esta estructura Al aumentar la dosis de PT en los grupos
MgxT y HT no se produce un mayor incremento en el drea total de la CA en comparacion
con aquellos que recibieron una dosis menor (Fig 17 Ay B)

Los grupos experimentales de machos y hembras tratados con ATD muestran que, en el
caso de los machos, el tamafio de esta estructura puede disminuir de manera significativa
llegando a ser comparable a las dimensiones observadas en el caso de las HC v siendo

significativamente distintos a los grupos MC (Fig 17 A) y MgxT En el caso de las hembras
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tratadas con ATD se observa que el tamafio de la CA no se modifica con relacién al

observado en las hembras control (Fig 17 B)
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7 2b. Area rostral de la comisura anterior

Las mediciones correspondientes al 4rea rostral de la CA, muestran que las diferencias
entre los grupos controles de cada sexo estan determinadas principalmente por esta porcién
de la CA (Fig 18) Asimismo, puede observarse que la castracion tiene como resultado una
tendencia a la disminucién en el 4rea rostral de la CA, sin llegar a ser significativamente
distinta de la de los MC (Fig. 18 A) De manera similar a lo que sucede en el caso del 4rea
total, el efecto del tratamiento con PT tanto en el grupo de MgxT (Fig 18 A) como en el HT
{Fig 18 B) provocd un incremento en el area, ain cuando ésta no fue diferente
significativamente Obsérvese inclusc que el tratamiento con PT tiende a producir un
incremento en el drea de esta porcion de la CA con relacién al MC, sin embargo, esta
diferencia sutil en la dimensidn de la CAr no es estadisticamente significativa de la que se
observa en el grupe MC (Fig 18 A) El grupo HI, no obstante que muestra un incremento
significativo en el area de esta porcion de la CA, evidenciado por su analogia con el grupo
MC, la dimensiébn de esta estructura no llega a aumentar tanto como para ser
significativamente distinta del grupo HC (Fig 18 B), es decir, sus dimensiones tienen una
mayor tendencia a analogar 2 las del MC que a las de la HC Por otro lado, se observa que
los grupos HT* y MgxT* muestran una tendencia al aumento en esta region de la CA, sin
embargo éste es muy pequefio como para llegar a ser significativamente distinto de los
grupos que recibieron la dosis menor (Fig 18 A y B) Eil grupo de animales pertenecientes al
grupo MATD muestra una disminucidn en el area de esta porcion de la CA, sin embargo, a
diferencia de lo observado en los grupes HC y MC (Fig 18 B), la diferencia que se observa
en la disminucion del area total de esta estructura, no parece estar dada a expensas del area

rostral
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7.2¢c. Area caudal de la comisura anterior

Fl anélisis de las dimensiones de esta porcion de la CA es similar entre todos los grupos
experimentales, a excepcion de aquellos animales que fueron tratados con un inhibidor de la
aromatasa durante la etapa prenatal tardia y postnatal temprana (Fig 19 A). El grupo de
animales macho que recibieron tratamiento con ATD muestra una disminucién dramatica en
las dimensiones de la porcion caudal de la CA, lo cual no sélo simula las condiciones
femeninas, sinc que incluse estos animales desarrollan una CA mas pequedia que las HC
(Fig 19 A) Por otro lado, también puede observarse en el grupo HATD, que esta droga
reduce el tamafio de esta porcidn comisural, pero sin legar a ser significativamente distinto
de las HC (Fig 19 B) Dado que los dos grupos tratados con ATD muestran las dimensiones
més pequefias, &stos presentan diferencias significativas cuando son comparados con
aquellos animales expuestos a T durante la vida prenatal y postnatal, va sea en condiciones
fisiolégicas, como sucede en el grupo MC (Fig 19 B) o bien cuando se administra PT de
manera exégena, como en el caso de los grupos MgxT y HT Con relacidn a los grupos
control se observa que si bien en los machos el area caudal de la CA es mayor que en las
hembras, esta diferencia no es significativamente distinta Por otro fado, se puede observar
que de la misma forma que sucede con el area rostral, el grupo Mgx presenta una tendencia a
disminuir la dimension en esta porcion de la CA (Fig 19 A), llegando a ser comparables a
las de la hembra y a las del grupo MATD, per'b nuevamente, sin llegar a set
significativamente distintas a las del macho (Fig 19 A) Sin embargo, puede observarse que
el tratamiento con PT al grupo Mgx subsana el efecto de la castracion sobre el area caudal
sagital de esta estructura (Fig 19 A) El tratamiento con T en el grupo HI tiende a producir
un incremento en el drea caudal produciendo condiciones similares a las observadas en los
MC, pero no lo suficiente como para producir diferencias significativas al compararlas con
su grupo control (Fig 19 B} De la misma manera que sucede en condiciones anteriores, se
observa que los grupos que recibieron una dosis mayor de PT no muestran un
incrementoadicional en las dimensiones de esta estructura en comparacidn con aquellos

animales que recibieron una dosis menor (Figs 19 Ay B)
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Fig. 19 Ay B. A: Efecto de la gonadectomia, del tratamiento hormonal de reemplazo con
PT, asi como del tratamiento con ATD en ratas macho sobre el 4rea caudal de la CA B:
Efecto del tratamiento con PT a ratas hembras durante la vida perinatal sobre el area caudal
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p<0 001} * Diferente significativamente con relacién al grupo control (de acuerdo a la

prueba de Newman- Keuls, p< 0 05)
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7.2d. Area capilar

Con el objeto de establecer con mayor precision los elementos neurales responsables de
las diferencias encontradas entre los grupos controles y experimentales y de evaluar una
posible participacidn vascular en el proceso de diferenciacion sexual estructural del encéfalo,
se realizaron las mediciones correspondientes al area capilar para cada una de las porciones
de la CA (Figs 20 y 21) Posteriormente, las areas capilares de cada seccién comisural fueron
sumadas y luego sustraidas del area total calculada para cada seccion De esta manera, las
diferencias que pudieran ser encontradas reflejan la posible participacion preponderante del
parénquima neural, mas que por la vascularizacion de la misma La estimacién del area
capilar en cada porcion de la CA, demuestra que aun extrayendo el area capilar para cada
seccion, las diferencias encontradas y descritas anteriormente se presentan de la misma

marnera en cada condicion experimental, asi como para las dos porciones de esta estructura
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7.3. MICROSCOPIA ELECTIRONICA

Con base en los resultados obtenidos en el estudio morfométrico del 4rea sagital de la
CA y con el objeto de determinar una posible participacién de la densidad numérica de los
axones mielinicos en el dimorfismo sexual encontrado en la CA, se realizd una
cuantificacion de los axones mielinicos contenidos en esta estructura Los grupos incluides
en este andlisis fueron aquellos que mostraron diferencias en el estudio descrito
anteriormente: HC (n= 7), MC (n= 6 ), Mgx (n= 4) y MAID (n=4) Tal y como se ha
descrito en la seccidén de material y métodos, una vez que fueron identificadas y definidas
seis regiones para cada porcion de fa CA a un aumento inicial de 5000 X, las imagenes
fueron impresas en papel para postetiormente realizar sobre éstas el conteo de fibras
mielinicas. en un area correspondiente a 299 um’ por fotomicrografia y poder determinar
posteriormente la densidad axonal total para cada corte de la CA Los seis valores obtenidos
para cada region de la CA fueron promediados para obtener un valor que representara una
media rostral y caudal para cada sujeto experimental Asimismo, para hacer una inferencia
acerca del nimero total de axones para cada una de las porciones de la CA, fue dividida el
drea total calculada para cada una de estas porciones sobre el drea muestreada para la
cuantificacion axonal y este cociente fue multiplicado por la media calculada para cada

regién de la CA Esto se expresa en la siguiente formula:

Area rostral o caudal en um? Media del # de axones — Namero total
X rostrales o caudales de axones

299 Lim?

7.3a. Numero de axones mielinicos en la comisura anterior

Los resultados del estudio morfométrico ultraestructural no revelan diferencias
significativas en el numero total de axones mielinicos en la CA, tanto en su componente

rostral como en el caudal (Figs 22 y 23)
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3. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados presentados confirman la hipotesis que fue planteada al inicio de este
estudio Uno de nuestros resultados demuestran la existencia de dimorfismo sexual en la CA
de la rata, siendo mayor el area de la CA en las ratas macho con respecto a la de las hembras
Estos resultados difieren de los reportados por Jones y cols en 1997 y por Zimmerberg y
Mickus en 1990 Jones y cols demuestran que el area coronal de la CA de las hembras es
mayor que la de los machos, sin embargo, ellos no evalian la totalidad de la CA sino
simplemente una porcidn de la CAr (Jones, et al, 1997), mientras que Zimmerberg y Mickus
no encuentran diferencias en el area de la CA entre machos y hembras (Zimmerberg y
Mickus, 1990) No obstante, nuestros resultados apoyan los resutados obtenidos por Noonan
y cals en 1998, quienes demuestran que el drea de la CA es mayor en el macho con respecto
al area de la CA de la hembra {Nocnan, et al, 1998) Asimismo, a partir del trabajo
realizado en esta tesis, observamos que las diferencias encontradas en el area de la CA entre
ambos sexos parecen depender de la presencia de hormonas estercides de origen gonadal
durante la etapa perinatal Si bien los pocos trabajos que han sido realizados en la CA de 1a
rata se han enfocado a determinar la existencia de dimorfismo sexual en esta estructura, no
se han logrado establecer los mecanismos que operan en el establecimiento de estas
diferencias En la mayoria de estos estudios se ha usado el alcohol o el estrés prenatal como
modelos para estudiar los cambios en la formacidén y establecimiento de los sistemas
comisurales y su repercusion sobre la conducta sexual principalmente A través de estos
trabajos se ha propuesto que el estrés prenatal tiene efectos sobre la expresidn de receptores
a opiaceos en diferentes niicleos que proyectan a través de la CA hacia el hemisferio
contralateral, tal como sucede en el caso del cuerpo calloso (Juraska y Kopcick, 1998), v
sobre la dindmica de secrecién de una gran variedad de hormonas involucradas con la
reproduccion, proponiendo que los cambios que ocurren como consecuencia del estrés
prenatal resultan ser importantes en el establecimiento de estas diferencias (Ward y Weisz,
1984; Ward y Weisz, 1980) También se ha asociado al estrés prenatal con una disminucion
significativa en la actividad de la enzima aromatasa, con la consecuente disminucion en la
conversion de E a partir de T (Weisz, et al, 1982) Si bien mediante el uso de estos modelos

se pueden hacer inferencias acerca de los factores que participan en el establecimiento del
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dimorfismo sexual en la CA de la rata, estos modelos no ofrecen una informacidn precisa
acerca de los mecanismos implicados en el establecimiento de estas diferencias Por esta
razén, consideramos importante que para analizar el posible papel de las hormonas sexuales
esteroides de origen gonadal en el establecimiento de las diferencias sexuales estructurales
en la CA de una manera més directa, debe de usarse un modelo en el cual se evalie
selectivamente el papel de estas hormonas sobre el tamafic de la CA Por ello, en el presente
trabajo, utilizamos un modelo clasico en el estudio de la reproduccion, el cual consiste en
privar a un animal de una determinada fuente de hormona mediante la extirpacién de la
glandula encargada de su secrecién, y posteriormente administrar de manera exogena esta
misma hormona, para determinar de objetiva su posible participacion en el proceso
estudiado El modelo antes descrito ha sido utilizado por un gran numero de investigadores
paia tratar de establecer la participacion de las hormonas gonadales en el proceso de
diferenciacion de diversas estructuras que se encuentran ligadas a los procesos relacionados
con la reproduccién (Arnold y Gorski, 1984; Gorski, 1986; Harris, 1964; Matsumoto, 1992;
Nishizuka y Arai, 1981; Raisman y Field, 1973)

Uno de los objetivos del trabajo que aqui se presenta fue determinar si la CA de la rata
presenta diferencias estructurales entre los sexos y adicionalmente, si la manipulacion del
ambiente hormonal durante el periodo critico de diferenciacion del SNC produce cambios en
las caracteristicas observadas bajo condiciones control La evidencia que existe acerca de la
posibilidad de que esta estructura sea sexualmente dimoérfica entre ambos sexos y de que
dicho dimorfismo se encuentre determinado por la presencia de hormonas de origen gonadal
¢s, en primer lugar, ¢l hecho de que las areas cerebrales que proyectan sus axones al
hemisferio contralateral a través de la CA estan constituidas por grupos neuronales que se
encargan de controlar las funciones reproductivas en los mamiferos, y en segundo lugar, el
hecho de que las neuronas localizadas en estas estructuras expresan receptores a esteroides
gonadales Ejemplo de ello lo constituyen las estructuras que se encuentran relacionadas con
el procesamiento de la informacion olfatoria, la cual tiene un papel fundamental en las
conductas reproductivas El primer relevo de la via olfatoria se realiza en el bulbo olfatorio,
el cual manda colaterales hacia el NOA, y este ultimo a su vez, envia fibras hacia el NOA vy
bulbo olfatoric contralateral a través de la porcién rostral de la CA (Jouandet v Hartenstein,

1983) Adicionalmente, a través de un gran nimero de trabajos, se ha logrado establecer que
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la mayoria de las diferencias estructurales del SNC de la rata entre ambos sexos resultan de
la interaccion entre las hormonas sexuales esteroides de origen gonadal y las neuronas en
proceso de diferenciacion (Arnold y Gorskt, 1984; Davis, et al, 1996; Nishizuka y Arai,
1981; Oppenheim, 1991) Se ha considerado que en este proceso de diferenciacion la T tiene
un papel fundamental, debido a que esta hormona al ser aromatizada intraneuronalmente a E
induce la expresién del fenotipo masculino, mientras que la ausencia de E intracelular resulta
en la expresion del fenotipo femenino (MacLusky y Naftolin, 1981, McEwen y Alves,
1999) Este fenémeno de induccidn hormonal presupone la presencia de receptores
especificos a esteroides sexuales en las areas que procesan informacion sexualmente
dimorfica, por lo que una caracteristica considerada exclusiva de las diferencias sexuales
estructurales es la de ser inducidas o suprimidas perinatalmente por la presencia o ausencia
correspondiente, de hormonas estercides de origen gonadal durante el periodo de
diferenciacion del SNC (Arnold y Gorski, 1934)

Existe un trabajo previo, realizado en la CA de la rata, que busca la relacidén descrita
anteriormente En 1998, Larriva-Sahd y cols analizaron mediante cortes sagitales de la CA
el drea de esta estructura en ratas macho y hembras control, en machos gonadectomizados al
nacimiento con y sin tratamiento de reemplazo con PT, asi como en hembras tratadas
perinatalmente con PT Adicionalmente, dado que los esteroides gonadales pueden modificar
la morfologia de grupos neuronales y la conducta reproductiva al actuar no sélo durante el
periodo critico de diferenciacion del SNC, analizaron el posible efecto de la T en ratas
jovenes adultas sobre el area de la CA Los resultados muestran que no existen dimorfismo
sexual en el area total de la CA y que la gonadectomia al nacimiento no disminuye sus
dimensiones, mientras que el tratamiento con PT en machos gonadectomizados y en hembras
produce un incremento en el area de la CA con relacién al macho y hembra control
respectivamente Por otro lado, observaron que el tratamiento con PT en ambos sexos
durante la vida adulta no modifica el area de esta estructura Los resultados obtenidos a
partir de este trabajo muestran que el tratamiento perinatal con T modifica el area de una
estructura que al parecer no lleva a cabo un proceso de diferenciacién sexual (Larriva-Sahd,
et al, 1998) Por lo que, los resultados obtenidos en esta tesis son diferentes a los obtenidos

por Larriva y cols en 1998 Sin embargo, es importante hacer notar que existieron algunas
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diferencias técnicas entre ambos experimentos, tal como la cepa de ratas utilizadas en estos
experimentos

En el presente trabajo, el establecimiento del dimorfismo sexual en la CA fue evaluado,
por un lado, mediante la castracion de animales al nacimiento y mediante la restitucion de la
hormona T en alguncs de ellos Los resultados muestran que la gonadectomia tiende a
disminuir las dimensiones de esta estructura, aunque no lo suficiente para ser distinto del
grupo de machos control (Figs 17A y 19A) Esto puede ser explicado por un efecto prenatal
de la T, ya que los animales son gonadectomizados hasta el dia de su nacimiento, quedando
de esta manera expuestos a la accion organizadora de la T o sus productos de aromatizacién
y/o reduccién vgr E y DHT, respectivamente en la vida prenatal Se ha descrito que, durante
el desarrollo fetal, ia T comienza a ser secretada hacia el dia 18 y 19 de gestacién (Baum, et
al. 1991). pot lo que en el modelo que nosotros empleamos el macho queda expuesto a la
accion organizacional de la hormona T desde el dia E18-19 hasta el dia E23. que fue la fecha
de nacimiento Posteriormente, en la vida postnatal, en los machos ocurre un incremento en
los niveles de T durante las dos primeras horas de nacimiento, para posteriormente declinar a
tas 6 horas postnatales (Baum, et al , 1988) Tomando en cuenta la dindmica de secrecidén de
la T, las gonadectomias fueron realizadas en todos los animales alrededor de las dos horas
posteriores al nacimiento El hecho de que en los machos gdnadectomizados tiende a haber
una reduccidn en el drea de la CA sin ser distinta significativamente de los machos control,
debido a un efecto prenatal de la T sobre la CA en los machos gonadectomizados, se
fortalece cuando se analizan a los animales machos que han sido tratados con AID, durante
la vida pre y postnatal, en los cuales se observa que la CA disminuye significativamente sus
dimensiones, siendo comparables a las observadas en las hembras control (F igs 17C y 19C)
En el grupo de animales que fueron tratados con ATD, las crias son privadas de E desde la
vida intrauterina (E16) y continlan su tratamiento por 10 dias después de nacidas, por 1o que
los resultados obtenidos en este grupo resultan ser mas claros v especificos con relacién al
grupo de machos gonadectomizados Asimismo, los resuitados obtenidos en el grupo de
machos tratados con ATD son fundamenteales ya que nos dan informacidén acerca del
mecanismo implicado en el proceso de diferenciacion de la CA. Ei AID es un farmaco que
inhibe de manera selectiva la aromatizacion de la T, evitando de esta manera la utilizacién

intraneuronal de E (McEwen, et al, 1982) Se ha considerado que el E, como producto de
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aromatizacién de la 1, se encuentra implicado en los procesos de diferenciaciéon de
estructuras del sistema nervioso relacionadas con la reproduccion, que son sexualmente
dimorficas entre ambos sexos De esta manera. el hecho de que la CA de los machos
disminuya como consecuencia del tratamiento prenatal con ATD, sugiere que las diferencias
encontradas entre machos y hembras se deben a la presencia de E durante la etapa perinatal
en el macho. esto debido a que el ATD se encuentra blogueando la conversion de E a partir
de T De manera paradojica, la hembra secreta una gran cantidad de E proveniente de
diversas fuentes, sin embargo, el E se une con una gran afinidad a la c-feto-proteina,
evitando de esta manera que sea utilizado intraneuronalmente. Asimismo, esto sugiere que la
hormona responsable de inducir estas diferencias no es la T por si misma, ¢ a través de la
50-DHT, la cual es producida mediante un proceso de reduccidon de la T (McEwen, et al,
1982; McEwen, 1981), si no al E, debidoc a que el ATD inhibe selectivamente la
aromatizacidn de la T Sin embargo. la T por si misma y la DHT siguen estando presentes
en los machos, pero al parecer no tienen efectos manifiestos sobre la diferenciacidon
estructural de la CA

En la rata, el efecto organizacional de las hormonas sexuales esteroides abarca desde el
dia 14 prenatal hasta el dia 10 postnatal (Baum 1979) Este papel organizacional se le ha
atribuido a la hormona gonadal masculina T, y en particular al E como producto de la
aromatizacién intraneuronal de T Este hecho ha sido fundamentado mediante distintos
experimentos en los que se ha demostrado que, ante la administracién de grandes cantidades
de T durante el periodo critico, el cerebro de la hembra se masculiniza y durante la vida
adulta el animal es capaz de mostrar conductas sexuales heterotipicas Por lo que, para
probar el papel del E como producto de aromatizacion de la T en el establecimiento de las
diferencias encontradas entre machos y hembras control, ratas hembras fueron tratadas tanto
prenatal como postnatal con inyecciones subcutaneas de PT Asimismo, ratas macho que
fueron gonadectomizadas al nacimiento recibieron PT exdgena con el propdsito de
comprobar si la disminucion en el area de la CA consecuente a la falta de T, observada en el
grupo de machos gonadectomizados. es susceptible de ser revertida al administrarse esta
hormona de manera exégena En cuanto a la androgenizacién de las hembras y de los
machos posterior a la gonadectomias, se observa que en ambos grupos tiende a haber un

incremento en el area de la CA En el caso de los machos que han sido tratados con T, se
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observa que el area de la CA es igual a la encontrada en los machos control, mientras que en
el caso de las hembras androgenizadas, se produce un aumento en el area de esta estructura
pero sin llegar a ser de las mismas dimensiones a las encontradas en los machos control
Finalmente, con el objeto de mostrar que el efecto observado fuera dependiente de la dosis,
se incrementd la dosis de PT, sin embargo la tendencia antes observada no se modificd (Figs
16, 17 v 18) Lo anterior sugiere, que en el caso de las hembras, la dosis usada inicialmente
es de una magnitud suficiente para “saturar” el modelo experimental aqui utilizado Con
relacidn a los resultados encontrados en las hembras androgenizadas, se esperaba que el area
de la CA fuera similar a la encontrada en los machos control, sin embargo, los resultados
muestran que st bien.tiende a haber un aumento en las dimensiones de esta estructura, éste
no ¢s lo suficientemente significativo para ser comparable a las del macho y diferentes de las
de las hembras control Una posible explicacién a este resultado puede deberse a una
actividad diferente en el proceso de aromatizacidn de la T en estos animales con relacion al
macho control lo cual pudiera estar correlacionado con el posible estrés prenatal y postnatal
temprano, consecuente al tratamiento hormonal en grandes dosis e inyecciones subcutineas
Al respecto, los trabajos de Weisz y cols en 1982, muestran que cuando las madres son
expuestas a estrés, las crias muestran una disminucién en la actividad del sistema de
aromatizacion {Weisz, et al. 1982) Si bien esta puede ser una posible explicacién, nuestros
resultados no muestran evidencias que apoyen o descarten este hecho Asimismo. aunado a
la posibilidad de que la T administrada a las hembras este siendo aromatizada en pequeiias
cantidades debido a lo comentado anteriormente, puede existir la posibilidad de que esta
hormona esté siendo preferentemente metabolizada a DHT por la enzima So-reductasa, con
lo cual no se produciria un aumento considerable en area de esta estructura similar al que se
observa en los machos control

En resumen, se cbserva que la gonadectomia en los machos y el tratamiento con PT a
hembras modifica las dimensiones de la CA, sin embargo los cambios observados no son
una simulacién exacta de lo que sucede en las hembras y en los machos control
respectivamente Esto se pudiera explicar de manera adicional a lo que se ha comentado
anteriormente, debido a: 1) Existencia de otros factores, posiblemente no hormonales, que
influyan sobre la diferenciacién de la CA 2) Requerimiento de una mayor, mis temprana o

prolongada a exposicion de PT en las hembras 3) Una gonadectomia mas temprana en el
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caso de los machos 4) Existencia de otros periedos criticos durante ¢l desarrollo perinatal
importantes en el desarrollo de esta estructura, los cuales contribuyan al establecimiento de
estas diferencias

Con relacidn a los tres ultimos puntos, se ha reportado que las estructuras que proyectan
sus axones a través de la CA difieren en el tiempo en el cual comienzan su desarrollo; la
neurogénesis en el NOA y bulbo olfatorio comienza a partir de E13, mientras que en los
nucleos amigadalinos y en la corteza entorrinal sucede entre E13 y E16 (Bayer y Altman,
1987 en Guadaiio-Ferraz, et al, 1994) Tomando en cuenta estos hechos y dado que las
gonadectomias y el tratamiento perinatal con PT se realizaron al nacimiento y en el dia E16
respectivamente, queda un periodo en los machos (E13-E23) en el cual la T sigue estando
presente, y probablemente sea debido a esto que la disminucion en el area de la CA no es tan
importante, mientras que en las hembras existe un periodo de tres dias (E13-E16) durante el
cual la T pudiera estar consolidando las tendencias encontradas

A partir de los resultados obtenidos en microscopia de luz, los cuales muestran que la
CA del macho es mas voluminosa que la de la hembra, consideramos importante detetminar,
mediante un analisis més fino y preciso. los substratos neuroanatomicos que contribuyen al
establecimiento de estas diferencias mediante una estimacidon del ndimero de axones
mielinicos contenidos en la CAr y CAc de machos y hembras control, machos
gonadectomizados y machos tratados con ATD Se considerd importante hacer una
valoracion de la cantidad de axones mielinicos en estos grupos debido a que diversos
trabajos han mostrado que las hormonas esteroides tienen un papel muy importante en los
procesos de mielinizacion del SNC y SNP (Baulieu, 1991; Baulieu y Schumacher, 1997,
Jung-Testas, et al, 1994} Mediante estos trabajos se analizaron los efectos de la
progesterona y el E en cultivos primarios de células gliales y se observd que el crecimiento
celular es inhibido por la progesterona, v estimulado con el tratamiento con E (Jung-I'estas?
et al, 1992) Adicionalmente, se determiné que ambas hormonas inducen cambios
morfoldgicos importantes asi como un incremento en la sintesis de proteinas relacionadas
con la sintesis de mielina (Jung-Testas, et al , 1994)

En cuanto a los resultados obtenidos mediante el analisis de imdgenes en microscopia
electronica, no se encontraron diferencias en el niimero de axones mielinicos, ain cuando

mediante microscopia de luz se observan diferencias en el 4rea total de la CA entre ambos
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sexos Una perspectiva que surge a partir de estos datos es la de analizar las caracteristicas
ultraestructurales de los demds componentes que conforman a la CA, particularmente. el
numero y diametro de las fibras amielinicas, asi como. de forma complementaria, la
determinacidn del grado de mielinizacidén (espesor de la vaina de mielina) como indice del
efecto de las hormonas esteroides sexuales de origen gonadal y cerebral (neuroesteroides)
sobre la mielinizacion de este tracto comisural

El hecho de que las diferencias en el area de la CA entre ambos sexos no se encuentren
dadas por el nimero de axones mielinicos ni por el area ocupada por vasos sanguineos (Fig
19 v 20), platea las siguientes posibilidades: 1) El numero de axones mielinicos es el mismo
en ambos sexos, pero el espesor de la vaina de mielina es distinto para cada grupo, y de esta
manera, el macho posee una mayor drea de la CA a expensas de tener axones con un mayot
grado de mielinizacién o bien estos axones poseen el mismo espesor de vaina de mielina
que las hembras pero que son axones con un mayor didmetro 2) Existe una diferencia en el
numero y/o diametro de los axones amielinicos 3) Existe un incremento en el nimero y/o
tamafio de las células gliales ”

Este estudio fue enfocado hacia el estudio de las caracteristicas morfologicas de la CA en
ratas hembra y machos control, asi como hacia el esclarecimiento del mecanismo por el cual
se establecen estas diferencias morfolégicas entre ambos sexos Si bien en este trabajo nos
dedicamos a evaluar el efecto de hormonas gonadales sobre la estructwia de la CA, es
importante sefialar que probablemente tanto la gonadectomia en los machos como el
tratamiento con PT a las hembras durante la vida perinatal modifique la actividad sexual en
ambos grupos Esto ha sido demostrado en diversos trabajos en los cuales se ha evaluado la
repercusion de la gonadectomia y el tratamiento perinatal con ATD en ratas macho y el
tratamiento con PT en ratas hembras sobre la conducta sexual {Pfeiffer, 1936 en Arnold v
Gorski, 1984; De Jonge, et al, 1989; Kondo, et al, 1990; Houtsmuller, et al, 1994)
Asimismo, se sabe que ademds de la conducta sexual, existen otras conductas que son
sexualmente dimérficas Ejemplo de ello son la conducta de juego y de exploracion, en las
cuales el olfato y la T también juega un papel importante (Meaney y McEwen, 1986) Asi. se
logro establecer que la privacidn olfatoria unilateral en el dia P3 incrementa las conductas de
Jjuego y exploracion en ratas en ambos sexos, mientras que el incremento en la estimulacién

olfatoria del dia P3 a P19 produce una disminucién significativa en estas conductas en ratas
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hembras y no tiene ningiin efecto sobre ratas macho Estos resultados sugieren que durante fa
vida temprana los mecanismos implicados en el establecimiento de estas conductas son
sensibles a las manipulaciones neonatales, en donde sefiales olfatorias participan de manera

importante en la regulacién de este tipo de conductas (Loranca y Salas, 2001)

CONCLUSIONES

De esta manera, los resultados obtenidos a partit de este trabajo muestran como

conclusiones que:

e Existen diferencias significativas en funcidon del sexo en el area total de la CA,
basicamente a expensas de la porcidn rostral de dicha estructura

s La gonadectomia del macho recién nacido tiende a disminuir las dimensiones de la CA;
sin embargo, la diferencia no es estadisticamente significativa con respecto al control

s FEl tratamiento de reemplazo con PT a los machos gonadectomizados revierte la
disminucion en el area de la CA observada en los machos castrados sin tratamiento

¢ En las hembras androgenizadas la T tiende a aumentar el tamafio de la CA sin producir
diferencias significativas con relacién al control

¢ En los machos y hembras tratados con PT no se observd un efecto dependiente de la
dosis , ya que el aumento en la dosis administrada de T no produjo cambios adicionales
en el area total de la CA

e El tratamiento con ATD en ratas macho disminuye el area total de la CA con respecto al
control

¢ El mecanismo por el cual se producen las diferencias encontradas entre hembras y
machos control parecen deberse al E a través de la aromatizacién de la T

¢ El nimero de axones mielinicos es el mismo para cada grupo experimental analizade No

obstante, se demostrd que el area total de la CA es sexualmente diferente
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