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La mitad de la vida es suerte; la otra mitad debe ser disciplina, pues sin esta no sabremos administrar la

buena suerte.
Voltaire

Con la moral corregimos los errores de nuestros instintos y con el amor corregimos los errores de nuestra
moral.

José Ortega y Gasset

La sabiduria suprema era tener suefios bastante grandes para no perderlos de vista mientras se persiguen.
Wiliam Faulkner

La venganza es una herencia de las almas débiles; nunca se cobija en los corazones fuertes.
Karl Kémer

No hay criatura sin amor,
ni amor sin celos,
ni celos libres de engafrios,
ni engarios sin fundamentos.
Tirso de Molina

La libertad es como la vida, sélo la merece quien sabe conquistarla todos los dias.
Goethe
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1.0 RESUMEN

Las hormonas esteroides sexuales juegan un papel muy importante en la
diferenciacién, el desarrollo y la funcidn del cerebro de los mamiferos. Los
estrégenos inducen la formacion de vias neuronales durante la vida fetal y
neonatal, que modulan la actividad de las conexiones neuronales en el adulto.

El objetivo del presente estudio fue determinar el patrén de expresion de la
proteina del receptor a progesterona (RP) en el drea predptica-hipotaldmica
anterior (POA-AHA) y en la region del hipotdlamo posterior (HYP) después de la
administracién de 17p-estradiol (E2) y testosterona (T} durante el periodo critico de
la diferenciacién postnatal del cerebro de la rata hembra. Ratas de 3 dias de
edad (n = 24) recibieron por via subcutdnea una dosis Unica de Ez (200 ug) o de
enantato de T {200 pg) o aceite de maiz (ratas control). El POA-AHA y el HYP de
estos animales tratados a los 3 dias de edad, se obtuvieron el dia de la apertura
vaginal (AV}). Un grupo de animales previamente tratados (n = 12), se les
administré por via intraperitoneal Ez (5 pg) en el tiempo de la AV; el HYP y el POA-
AHA de estos animales se obtuvieron 3 horas después. Mediante la técnica
inmunohistoquimica se detectd y se cuantificd la expresion de la proteina del RP
en la regidn del POA-AHA (que incluye el nUcleo predptico medial (NPM) vy el
nUcleo paraventricular (PVN}) y en la regién del HYP (que incluye el nucleo
ventromedial (VMN) y el ndcleo arcuato (ARC})); estas dreas estan involucradas en
el proceso de la diferenciacién sexual. Los resultados muestran que las ratas
tratadas a los 3 dias de edad con Ty Ez presentan un incremento en la expresion
de la proteina del RP en las diferentes regiones a estudiar, en el dia de la AV, en
comparacién con los animales controles. En contraste, los animales
desfeminizados con T que recibieron el tratamiento agudo de E; por via
intraperitoneal en el dia de la AV, no mostraron modificacion en la expresidn de la
proteina del RP. Resulta interesante que en los animales desfeminizados con Ezse
observd una disminucion significativa de la expresién del RP al estimulo agudo con
E2. Estos resultados demuestran que la administracién temprana de hormonas
esteroides sexuales en el periodo critico de la diferenciacidon sexual del cerebro,
produce cambios bioquimicos y moleculares que alteran la expresidén de la
proteina del RP en las regiones del POA-AHA y del HYP.



2.0 INTRODUCCION

Las hormonas esteroides desempenan un papel importante en la
regulacion de multiples procesos bioldgicos de los mamiferos, entre los que se
destaca la homeostasis, el dimorfismo sexual, la funcién reproductiva y la
respuesta al estrés. Entre las hormonas esteroides sexuales son encuentran los
estrogenos, las progestinas y los andréogenos.

Estas hormonas modifican la actividad celular al interactuar con sus
receptores especificos. Los receptores a hormonas esteroides sexuales son
moléculas proteicas, que se locdalizan en el ndcleo de la célula y son parte de la
familia de factores de la transcripcién, que inducen o inhiben la expresién de
genes especificos a través de su interaccidon con distintas secuencias especificas
en el DNA, denominadas elementos de respuesta esteroides (EREs)(Litwack y
Schmidt, 2001).

Las hormonas esteroides gonadales participan en diversas funciones del
Sistema Nervioso Central (SNC) de los mamiferos, tales como la diferenciacién
neuronal, la organizaciéon sexual del cerebro, la reproduccion, la conducta sexual
y la excitabilidad neuronal. En el SNC los estrogenos regulan la expresién de
multiples genes, entre los cuales se encuentran: el que codifica para su propio
receptor, para el RP y para enzimas de sintesis de neurotransmisores vy
neuropéptidos. (McEwen y Alves, 1999)

Se ha demostrado que el gen del RP es regulado a la alta por estrégenos
en el HYP y el POA de la rctq, esta regulaciéon estd mediada por el elemento de
respuesta a estrogenos (ERE) localizado en la regidn promotora de este gen.
Estudios ontogénicos en la rata indican que el RNAmM vy la proteina del RP se
expresan durante el periodo neonatal en el HYP, el POA vy las regiones de la
corteza cerebral, y esta expresion cambia en estas dreas durante el desarrolio.
Estudios como el de Kato y colaboradores han demostrado que el RP es requerido
para la conducta sexual de la hembra normal en los mamiferos. (Kato y Onouchi,
1983).

Se conoce que la exposicion de roedores a altos niveles de E2 o T durante
los primeros cinco dias de vida postnatal producen cambios en la fisiologia



reproductiva de animales en etapas adultas. La administracién de E2 o T, en el
periodo critico postnatal de la diferenciacidon sexual del cerebro de la rata induce
desfeminizacién. Los animales desfeminizados presentan un sindrome de estro
persistente caracterizado por: desarrollo anormal de genitales externos,
cornificacién vaginal, anovulacién, alteracién permanente en la secrecién de

gonadotropinas, supresion de la conducta sexual de la hembra. (Gorski, 1968).




3.0 ANTECEDENTES
3.1 Estructura y funcién de las hormonas esteroides.
3.1.1 Generalidades.

Las hormonas esteroides son lipidos no saponificables, solubles en diversos
disolventes orgdnicos; estructuraimente presentan un nidcleo guimico bdsico: el
ciclo pentanoperhidrofenantreno (hidrocarburo ciclico constituido por diecisiete
atomos de carbono, dispuestos en tres anillos de seis dtomos de carbono y otro
anillo con cinco dtomos de carbono). El término esteroide se deriva de la palabra
griega estéreos = sdlido. La mayoria de estos esteroides son sintetizados en el
ovario, el testiculo y las glandulas adrenales utilizando al colesterol como
precursor (Zhang et al., 1996).

El estrogeno natural mds potente en los seres humanos es el E2, seguido por
la estrona y el estriol. Cada una de esas moléculas es un esteroide de 18 dtomos
de carbonos, que contiene un anillo fendlico A {un anillo aromdatico con un grupo
hidroxilo en el carbono 3). y un grupo B-hidroxilo o cetona en la posicidn 17 del
anillo D. El anillo fendlico A es la principal caracteristica estructural, de la cual
depende la unién selectiva y de alta afinidad a su receptor. El Ez2 es sintetizado en
el ovario por células de la granulosa a partir de andrégenos proporcionados por
la células de la teca. El Ez2 secretado se oxida de manera reversible hasta
generar estrona mediante la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa, y esos dos
estrégenos pueden convertise en estriol. Esas transformaciones ocumren
principalmente en el higado (Shoham y Schachter, 1996).

La T es secretada en los testiculos y es el principal andrégeno en el plasma
de los machos. En las hembras, tanto los ovarios como las gldndulas suprarrenales
sintetizan pequenas cantidades de esta hormona. En muchos tejidos blanco para
andrégenos, la T se reduce en la posicidon 5a hacia dihidrotestosterona {DHT), que
sive como mediador intracelular de todos los efectos de T. La T, pero no la DHT
también puede aromatizar hacia Ez2 en diversos tejidos extraglandulares, como
algunas dreas del SNC, via que explica la mayor parte de la sintesis de estrégenos
en los machos y las mujeres postmenopdusicas {Simpson, 2002).



La progesterona (4-pregnen-3,20-diona) (P4) pertenece al grupo de las
hormonas esteroides, su nombre se deriva del latin pro = a favor y gestare = llevar,
lo que denota el efecto de llevar o sostener el producto de la concepcidén (Pérez-
Palacios, et al.,, 1985). La estructura quimica de la P4 y de sus metabolitos
(derivados hidroxilados o reducidos) estd constituido por 21 dtomos de carbono.
La P4 se sintetiza principalmente en el reticulo endopldsmico liso, de las células del
cuerpo IUteo en el ovario durante el ciclo menstrual (Hsueh, et al.,1984; Hutchison,
et al.,1986). Su sintesis estd regulada por numerosas hormonas como la hormona
luteinizante (LH), la hormona foliculo estimulante (FSH), las prostaglandinas y los
agentes B-adrenérgicos (Graham y Clarke 1997). Otros érganos donde también se
ha demostrado la sintesis de P4 en la corteza suprarrenal, la placenta (Pomata et
al., 2000} y el testiculo este Ultimo que biosintetiza la P4 como intermediario de la
formacidén de otras hormonas esteroides (Weisz y Ward,1980). Ver Figura 1.

Figura 1 (Pagina siguiente). Sintesis de los principales esteroides sexuales. 1) 20, 22
Desmolasa; 2) 3a-OH-esteroide deshidrogenasa. 3) 17a-hidroxilasa, 4) 17, 20-esteroide liasa
(desmolasa), 5) aromatasa, 6) 17a-OH-esteroide deshidrogenasa 7) 16-a-hidroxilasa. En el
recuadro se encuentra la estructura del pregnano al igual que de las letras con las que se
denominan a cada uno de los anillos de la estructura principatl de las homonas esteroides (A,
B, C, D) (Gore-Langton, 1988).
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3.2 Estructura y funcién de los recepiores a hormonas esteroides.

Las hormonas esteroides ejercen su efecto a través de su unibn con
receptores especificos. Estos receptores estan localizados en el nicleo y el
citoplasma de las células blanco, regulan la transcripcidn de complejas redes de
genes y por lo tanto controlan diversos aspectos del crecimiento, el desarrollo y la
homeostasis. Se han caracterizado receptores a hormonas esteroides, hormonas
tiroideas, acido retinoico, vitamina D, asi como una gran variedad de proteinas
de las cudles se desconoce su ligando, los llamados receptores
huérfanos{Graham y Clarke, 1997).

Se han redlizado estudios estructurales y funcionales de los receptores a
hormonas esteroides con el objetivo de entender cémo regulan la transcripcion
de genes especificos. Todos los miembros de receptores a hormonas esteroides
comparten caracteristicas estructurales y funcionales. Los receptores de esta
familia tienen tres dominios estructuralmente conservados, localizados en el
extremo carboxi-terminal, estos dominios son: 1) el de unidén ala hormona llamado
Hormone Binding Domain (HBD), que es importante para la regulacién de la
transcripcidon del receptor; 2) el dominio de unién al DNA llamado DNA Binding
Domain (DBD), gue es una regidn allfamente conservada enfre los miembros de la
familia de receptores a hormonas esteroides, ademds es importante para la
integridad estructural y la funcién de unidén al DNA; y 3) el dominio de unién a
proteinas de choque térmico llamado Heat shock protein Binding Domain
{HspBD) cuya funcidn es la localizacién nuclear del receptor (Evans, 1988).

En el extremo amino-terminal del receptor se encuentra un dominio
variable [(A/B). Este dominio varia tanto en tamafio como en secuencia y esta
involucrado en la regulacidn de la transcripcion génica tejido y promotor
especifico {Berry y Pescovitz, 1990), asi como en la formacién de homodimeros y
heterodimeros con otros factores de trascripcidn {Landers y Spelsberg, 1992). Ver
Figura 2.
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Figura 2. Modelo del gen que codifica para un receptor a hormona esteroide. El extremo
amino-terminal (N) es una region variable (A/B) que activa la transcripcion; el extremo
carboxilo-terminal (C) comparte homologia con la superfamilia de receptores a hormonas
esteroides (HBD); también contiene el sitio de unién al DNA (DBD), el de unién a proteina

de choque térmico {HspBD) y la regidon de senalizaciéon nuclear. (Evans, 1988).
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3.3 Mecanismo de acclén de las hormonas esteroides.

Los mecanismos moleculares por medio de los cuales los esteroides
sexuales realizan sus efectos bioldgicos son los siguientes:

El esteroide libre se difunde pasivamente dentro su célula blanco hasta
llegar al ndcleo, ahi es retenido por medio de la formaciéon de un complejo de
alta dafinidad con el receptor especifico. La unidén del esteroide con su receptor
genera cambios conformacionales en este Ultimo. Estos cambios en la estructura
permiten que el complejo hormona-receptor se una con aita afinidad a los ERE.
Estos elementos reguladores son secuencias palindromicas de DNA de 15-20 pares
de bases localizadas en el extremo 5 (o incluso dentro del gen) de genes
regulados por hormonas. Se han caracterizado cuatro clases de ERH: 1) el
elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE), 2)el elemento de respuesta a
andrégenos (ERA), 3) el elemento de respuesta a progesterona (ERP), 4) el
elemento de respuesta a mineralocorticoides (ERM), todos estos tienen una
secuencia consenso comun, GTACANNNTGTICT, por medio de la cual actian. La
secuencia consenso del ERE, AGGTCANNNTGACCT, es muy parecida al elemento
de respuesta a hormonas tiroideas (ERHT), solamente que ésta no tiene los
nucledtidos separadores (TCAGGTCA TGACCTGA) (Fuller, 1991).

La unidn del complejo hormona-receptor al ERH activa la transcripciéon de
genes regulado por hormonas, generando la sintesis de RNA mensajero, que
posteriormente se traducird en una proteina, y ésta ejercerd su efecto en su
propia célula o fuera de ella. Ver Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo de accién de las hormonas esteroides. En este modelo la hormona
(H) difunde a través de la membrana citoplasmatica hacia el nicleo uniéndose a su
receptor (R). Este complejo hormona-receptor (L) se une a secuencias especificas en el
DNA activando la transcripcion de genes regulados por esteroides. El RNAmM es traducido
a una nueva proteina. (Adaptado de Chan y O'Malley, 1976).

3.4 Receptor a progesterona
3.4.1 Generalidades.

La P4 lleva a cabo sus efectos en la célula blanco a través de la interaccion
con su receptor, el cual pertenece a la superfamilia de receptores a . hormonas
esteroides (Kastner et al., 1990). El RP es un factor de transcripcién que regula la
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expresion de genes a través de la interaccidn con consecuencias especificas en
el DNA.
El RP es codificado por un solo gen locdlizado en el cromosoma 11g22-23,
el tamafno del cDNA es de aproximadamente 36 kb y comprende 5 exones y 4
intrones en la rata (Szabo et al., 2000).
Estructuralmente, el RP estd compuesto por 5 dominios que llevan a cabo
diferentes funciones:
{1) Dominio de transactivacién (A/B}: exon 1 (393 pb). Participa en la
regulacién de la transcripcién de genes blanco.
{2) Dominio de unién al DNA (C): exones 2 (209 pb). Participa en la
dimerizacién con otro receptor y en la unidon al DNA a través de la presencia de
dedos de zinc. '
{3) Dominio de unidén a proteinas de choque térmico (Hsp?0; D): exon 3 (155
pb). Participa en procesos de estabilizacidn del receptor y en la transiocacion
al ndcleo.
(4) Dominio de unién al esteroide (E): exones 4 y 5 {175 pb). Interaccién con el
ligando y funcién de transactivacion (Kraus etal., 1993 y 1994) . Ver Figura 4

s 3

Exones lReglén promotord E, | | E» Ai-Eil___ Es /E% _
3683 a 2263 .. 33648 -1970 | (1674 -988 ;481w 636 .- 2068 a 2243, pb

RP Transactivacién A/ II)NAC D ] Esteroide E
|

Proteina 1 315 535 728 931 an

Figura 4. Estructura del gen del RP de rata. El gen del RP estd constituido por una regién
promotora, una regidn terminal de transactivacion {A/B). una regién de unién al DNA (C),
una regién de unidn a Hsp (D) y una regidn de unidon a la hormona (E). Este gen

constituido por 5 exones (Kraus et al., 1993 y 1994).
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Se ha detectado la presencia del RP en diferentes tejidos del aparato
reproductivo de distintas especies de vertebrados (aves, roedores, conejos,
perros, vacas, primates superiores); en células de la granulosa del ovario {Milgrom
y Baulieu, 1970; Feil et al., 1972), en las trompas de Falopio, vagina (Graham y
Clarke, 1997), testiculo (Terner et al., 1977); en células de musculo de arterias
uterinas (Perrot-Applanat et al.., 1988); asi como en el oviducto y bolsa de Fabricio
del pollo (Ylikomi et al., 1985; Gonzdlez-Moran y Camacho-Arroyo, 1998). El RP se
localiza también en la glandula mamaria tanto en tejido normal como en
neopldsico (Pollow et al., 1977; Horwitz y McGuire 1975)., asi como en distintas
dreas del cerebro tales como el HYP ventromedial, POA y la corteza cerebral
(Warembourg et al., 1989; Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000). También se
encuentra en el timo (Fuji-Hanamoto et al., 1990}, islotes pancredticos (Green et
al., 1978); en células osteobldasticas (graham y Clarke, 1997) vy pulmoén
(Camacho-Arroyo et al., 1998).

El mecanismo general de accidén del RP activado por el ligando es el
siguiente:

En ausencia del Iligando especifico, e RP se encuentra
transcripcionalmente inactivo, formando complejos oligoméricos con proteinas
de choque térmico (Hsp). Cuando la hormona circulante entra por difusion a
través de las membranas citopldsmica y nuclear (Jensen, 1994} se une al receptor,
causando los distintos cambios conformacionales que promueven la fosforilaciéon
de éste (en residuos dependiente de ciclina A) y la disociacién de Hsp {Allan et
al., 1992; Mirashi et a., 1993; Clemm et al., 2000)

El receptor fosforilado presenta una alta afinidad por sitios en el DNA
denominados elementos de respuesta, la formacidn de esta unidén permite
reclutar factores de trascripcion hacia la regién promotora para iniciar y regular la
sintesis de RNA mensagjero (Mahesh et al., 1996; Beato et al., 1989%). Una vez que se
ha llevado a cabo la trascripcién del gen, el RP y la maquinaria de la
transcripcién se desensamblan del gen blanco y el receptor regresa a la fase de

inactivaciéon (Rodriguez et al., 1990).
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El RP es regulado transcripcionalmente a la alta por estrégenos y a la baja
por P4 en muchos tejidos blanco, como el Utero de mamiferos (Graham y Clarke,
1997; Mendoza-Rodriguez et al., 1999).

3.4.2 Papeidel RP en el SNC

Las hormonas esteroides tienen una participacion muy importante en el
funcionamiento del SNC, dentro de sus principales efectos se encuentran su
participaciéon en la regulacién de la reproduccién y la conducta sexual, la
diferenciacién, la excitabilidad y la proliferacion neuronal (Mc Ewen vy Alves,
1999).

Las hormonas esteroides modulan estas funciones al actuar sobre sus
células blanco y modificar la expresion de diferentes genes. Las hormonas
esteroides actian en las neuronas a través de su interaccidn con: receptores
intracelulares especificos, sitios de regulacién presentes en los receptorés a
neurotransmisores y canales idnicos. Por ejemplo, la Ps ejerce su accion
principalmente a nivel nuclear y estd mediada por la activacién de receptores
intracelulares, modificando el funcionamiento de distintas regiones del SNC a
corto, mediano y largo plazo (Camacho-Arroyo et al., 1995).

En la corteza cerebral de la rata se ha detectado el RNA mensajero del RP
a los dos dias de edad y estudios realizados en ratones de ocho dias de edad
indican un dimorfismo sexual en el contenido del RP en corteza cerebral y POA,
siendo mayor en las hembras que en los machos (Shughrue et al.,1991). Diversos
trabagjos redlizados en cerebro de la rata muestran diferencias en la expresién del
RP en diversas etapas del desarrollo, observadndose que exisfén niveles
significativos del RP en la hipéfisis y el nicleo arcuato (ARC) en animales
prepUberes mientras que en el POA y el nicleo ventromedial (VMN]} el mayor nivel
del RP se encuentra en etapas adultas de las hembras mientras que en los
machos no hay diferencias significativas de los niveles del RP en diversas
estructuras del SNC (Bogic et al., 1988; Kato et al., 1983; Williams y Blaustein, 1988).

Se ha estudiado la expresion del gen del RP en diversas etapas del
desarrollo prenatal y postnatal ‘en el cerebro de la rata hembra Jbservandose -
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cambios muy marcados en la expresidn del RP en el HYP y en el POA, asi como
en la corteza cerebral. El RNA mensajero del RP en el cerebro es detectable
alrededor de dos dias antes del nacimiento incrementando sus niveles en etapas
postnatales tempranas. Estos datos sugieren que la expresidon del gen de RP
depende de laregidn y de la etapa del desarrollo especifica (Kato et al., 1983).

En los ratones hembra transgénicos para el gen de ERB (ERBKO), se ha
encontrado la influencia del estrégeno en la induccién en cambios en células
inmunoreactivas para el ER y el RP en diversas regiones del cerebro. La
inmunoreactividad para RP en hembras silvestres se ve incrementada con la
administracién de Ea. tanto en POA como en VMN; en contraste, ERBKO hembras
no responden a esta hormona, mientras los machos presentan mayor
inmunoreactividad en el ARC, POA y VMN, salvo que los machos silvestres tienen
cambio de reactividad considerable en el nicleo ARC {Temple et al., 2001).

En el modelo de ratas ovariectomizadas (OVX) tratadas con benzoato de
estradiol (BE), P4 vy las antiprogestinas RU38486 y ZK98299, se demostré que estos
animales presentan lordosis; en este mismo estudio usaron oligonucledtidos
sentido y antisentido para RP administrados en el tercer ventriculo cerebral para
demostrar que el antisentido suprimia la conducta sexual facilitada por Pa,
aunque el mecanismo de accidn del oligonucledtido no estd claro. Esta
secuencia también inhibe la accién del E2 cuando es administrado para inducir
RP. en células hipotaldmicas. El E2 actia a nivel de DNA nuclear para incrementar
la expresidn del gen de RP en el VMN del hipotdlamo; la lordosis facilitada por
estradiol estd mediada por P4 y la activacién de su receptor (Mani et al., 1994).
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3.5 Efecto de las hormonas gonadales sobre la diferenciacién sexual del
hipotalamo.
3.5.1 Regulacién neuroenddécrina durante la diferenciacién sexual del cerebro

Con base a los pardmetros morfoldgicos y fisioldgicos, el desarrollo de la
rata hembra se ha dividido en 4 fases (Ojeda et al., 1986):
1) Neonatal. Se inicia en el nacimiento y termina a los 7 dias de vida
postnatal.
2) Infantil. Se extiende desde el dia 8 hasta el 21.

3) Prepuber o juvenil. Termina alrededor de los 32-39 dias de edad. El limite

mas preciso es que se presenten las primeras manifestaciones del aumento

de la actividad estrogénica, expresada por la presencia del liquido en la

luz del (tero (Ojeda et al., 1985). El final de la fase juvenil puede ser
considerado por el establecimiento de diferencias matutinas y vespertinas
en la liberacién pulsatil de hormona luteinizante (LH).

4) Peripuberal. Tiene una duracién variable e incluye los dias que preceden y
suceden la primera ovulacioén.

En la fase neonatal, el ovario es relativamente insensible a las
gonadotropinas, por lo menos hasta los cuatro o cinco dias y no secreta
estréogenos. Al parecer, la falta de respuesta del ovario a gonadotropinas se debe
al bajo contenido de receptores a gonadodotropinas o a la deficiencia de
enzimas esteroidogénicas (Funkenstein et. al., 1980)

La castracion en el animal recién nacido no provoca el aumento de las
concentraciones plasmaticas e hipofisarias de las gonadotropinas, por lo que los
efectos inhibitorios que en el animal adulto ejercen los estrégenos sobre la
secreciéon de las gonadotropinas, no son efectivas en esta fase de la vida. Esta
falta de respuesta no se debe a la ausencia de receptores a estrégenos en el
hipotdlamo y la hipdfisis, sino a la deficiencia de la alfafetoproteina en
concentraciones elevadas en el suero y los tejidos. La alfafetoproteina es una
molécula que tiene la capacidad de unirse a los estrégenos e impedir que estén
disponibles para unirse a sus receptores. Este hecho permite postular que la
alfafetoproteina protege al cerebro de los efectos de los estrégenos en el cerebro
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y regula la disponibilidad de éstos a los sistemas neuronales sensibles a ellos
(Ojeda et al.,1986).

En la fase infantil ocurre una serie de cambios en el eje hipotdlamo- hipdfisis
que presentan los primeros eventos neuroenddcrinos que se producen y tienen un
impacto directo sobre el momento en el que se inicia la pubertad. Las
concentraciones séricas de la hormona foliculo estimulante {FSH) se incrementan
hasta alcanzar valores maximos alrededor del dia 12 y declinan progresivamente
hasta llegar a valores muy bagjos, poco antes del primer proestro. La FSH induce la
actividad de la enzima aromatasa en el ovario, lo que se traduce en la liberacién
de estrégenos (Ojeda et al., 1986).

La concentracion de la hormona foliculo estimulante (FSH) plasmatica
parece que se eleva de manera ténica, el incremento de la LH es de manera
pulsatil (Doler et al., 1975). Este modelo de secrecién de FSH y la LH que
caracteriza a la fase infantil de la rata hembra, puede ser interpretado como el
efecto de los eventos de maduracién que ocurren en el SNC y la adenohipdfisis, y
se asume que los estrégenos juega un papel definitivo en la modulacion de tales
eventos (Ojeda et al.,1986).

Hacia el dia 16 de edad disminuye la concentracidon sérica de la
alfafetoproteina y porlo tanto aumenta la concentracién de estrégenos libres en
la circulacién y en el SNC (Andrews et. al., 1981). Este cambio posibilita que los
estrégenos ejerciten su accion inhibitoria, lo que puede explicar la disminucién de
la concentracién de la FSH plasmdatica después del dia 12 de vida postnatal
(Andrews y Ojeda, 1977).

Conforme aumenta el nimero de foliculos en crecimiento también lo hace
la concentracién plasmdatica de estradiol, lo que es seguido de un breve
incremento en la liberacidon de progesterona adlrededor del dia 15 de edad, que
declina antes que termine la fase infantil. Durante esta fase el Utero se sensibiliza a
la estimulacidn estrogénica (Ojeda et al.,1985).

Debido a que en la fase infantil de los ovarios de la rata producen
androstenediona y T, se sugiere que el inicio de la retroalimentacion .inhibitoria
ejercida por los esteroides sobre la secrecidén de las gonadotropinas, se readliza por
medio de los andrégenos aromatizables. No se conoce si el efecto de la T es
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debido a su capacidad androgénica o porque es aromatizada a estrégenos en
el HYP (Andrews et al., 1981). Sin embargo, se ha observado que entre los dias 16 y
20 dias de vida posfnctol'se requiere que aumente la secrecién de esteroides
para que aumente la secrecidn de LH (Ojeda et al.,19885).

En la fase juvenil desaparece la secrecion pulsatil de la LH, disminuyen las
concentraciones plasmdaticas de la FSH y sobre todo las de la alfafetoproteina y
hay mdas estrégenos libres (Ojeda et al., 1986).

Con el inicio de la fase juvenil o prepuber (dia 22 de edad) el animal
responde al aumento de las concentraciones plasmdticas de estrégenos, con la
liberacidon de LH en cantidades similares a las del proestro {Andrews et. al., 1981).
En este tiempo, la secrecidén hipotaldmica de ia hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) es regulada de manera inhibitoria por los estrégenos, los
gue reemplazan a los andrégenos aromatizables que juegan un papel
predominante durante la fase infantil, aunque los andrégenos siguen
contribuyendo en este proceso.

Por otro lado, adn cuando en esta fase se presentan ondas de crecimiento
y atresia folicular, los foliculos todavia no alcanzan el estado ovulatorio. La
adquisicidon de esa capacidad en el momento de la pubertad esta regulada por
multiples factores hormonales y neurogénicos que operan bajo la direccién del
SNC (Ojeda et al., 1986).

Ademds de la FSH y la LH, la adenohipdéfisis secreta otras hormonas, la
prolactina y la hormona del crecimiento o somatotropina, las cuales juegan un
papel importante en la pubertad de la rata hembra. Al inicio de la fase juvenil, la
secrecion de ambas hormonas es baja pero va incrementando graduaimente
(Doler y Wuttke, 1975; Andrews y Ojeda, 1977).

En la fase peripuberal, conforme se alcanza la pubertad, los ovarios
adqguieren gradualmente la capacidad para secretar estrégenos en respuesta a
la estimulacion gbnodoirépico (Ojeda et al., 1986). Este cambio estd asociado
con dos eventos: el primero, es un incremento en el nOmMero de receptcres ala LH,
que aunque ya se manifestd durante el desarrollo de la fase infantil, la cantidad
de receptores aumenta hacia la cuarta semana de vida; y el segundo, es una
disminucién en el nUmero de receptores a la GnRH que se inicia durante la
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segunda mitad de la fase juvenil (Dalkin et. al., 1981) y es mds pronunciado
durante los dias que acompanan a la primera ovulacion. Dado que la GnRH
inhibe la funcidn gonadal se puede sugerir que la disminuciéﬁ en el contenido de
receptores a la GnRH refleja una disminucidn de la influencia inhibitoria del
péptido sobre el desarrollo folicular. Asi, el incremento simultdneo de los
receptores a la LH provee la amplificacién necesaria para su accién estimulatoria
(Ojeda et al., 198¢).

El inicio de Ila pubertad estd determinado por manifestaciones
neuroendocrinas que tienen su origen durante la fase infantil, y que se mantienen
después de la cuarta semana de vida. En este tiempo (fase peripuberal) las
concentraciones plasmaticas de la prolactina y la hormona del crecimiento se
incrementan significativamente respecto a las observadas durante la fase juvenil,
lo mismo que la secrecidon de estrogenos por el ovario en respuesta al estimulo
gonadotrépico (Advis et. al., 1979; Andrews y Ojeda, 1977:0jeda et al. , 1986).

Los cambios diurnos en el patron de secrecién de la LH que no son
detectables en ratas juveniles de 22 a 24 dias de edad, son demostrables en las
de 28 6 29 dias y son facimente detectables entre los 35 y 39 dias de vida.
Alrededor de la quinta semana de vida postnatal aumenta la magnitud de los
pulsos vespertinos, asi como la liberacién de la LH basal, lo que estimula la
secrecion de los esteroides (Urbanski y Ojeda, 1985). '

El hecho de que las concentraciones preovulatorias de Ez pueden estimular
la liberacién de LH, tan temprano como se inicia la fase juvenil (dia 21), parece
indicar que e! tiempo de la pubertad depende de que el ovario adquiera la
capacidad de producir concentraciones altas de Ez. En contraste, el cambio en
la liberacién de la LH pulsatil, que sefala el inicio de la pubertad, es originado en
el SNC vy es un evento independiente de las gonadas(Adyvis et. al., 1981; Fink,
1986).

De acuerdo con los criterios de clasificacion morfolégica, la pubertad en la
rata hembra estd dividida en las siguientes fases: 1) Anestro. Pertenece a la fase
juvenil tardia; comienza la liberacién de LH; ocurre alrededor del dia 30.de vida
postnatal, las ratas son pequefias(menos de 100 g peso corporal); no se detecta
fluido intrauterino, la vagina estda cerrada. 2) Proestro temprano. En esta fase el
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Utero se agranda y hay presencia de fluido intraluminail; la vagina estd cerada. 3)
Proestro tardio. Es el dia del primer proestro; el Utero esta lleno de fivido; la vagina
estd cerrada. 4) Estro. Es en el dia de la primera ovulacion, el fluido uterino no es
abundante; el cuerpo I0teo es faciimente distinguible, la vagina estd abiertay en
la citologia vaginal predomina la presencia de células cornificadas. 5) Primer
diestro. La citologia vaginal presenta en mayoria leucocitos, asi como la
presencia de cuerpo 10teo maduro en los ovarios (Ojeda y Urbanski, 1994). La
apertura vaginal se presenta como la presencia de fluido en la vagina (3613 dias)
(Ojeda et al., 1986).

Todos estos eventos inducen la aceleracién del crecimiento y la
maduracidén folicular que culmina con la ovulacidn (Advis et. al., 1981; Fink, 1986).

En estudios realizados en las décadas de loa anos sesentas y setentas, se
demostré que los andrégenos capaces de inducir la diferenciacion sexual de los
mecanismos de regulacién de la secrecion gonadotrdpica, son oquIlos que
pueden ser aromatizados y convertidos a estrégenos. Esto se basa en el hecho de
que una inyeccién de estradiol a ratas hembras neonatales, también causa
esteriidad anovulatoria conocido como sindrome de estrogenizacidén o
desfeminizacién; que se caracteriza con la pérdida de la capacidad de liberar ia
GnRH de manera ciclica en respuesta al esﬁmulo_ con estrégenos y de la
capacidad de presentar respuesta de lordosis (Feder, 1981; Gorski, 1963)}. Esto es
apoyado por el hecho de que un antiestrédgeno sintético bloquea la accién
masculinizante de los andrégenos sobre el modelo de secrecidn de las
gonadotropinas (McDonald y Doughty, 1972}. Los androgenos que pueden ser
convertidos a estrégenos (andréogenos aromatizables) son mas efectivos en la
induccién de la virlizacidn del sistema regulador de las gonadotropinas
(McDonald y Doughty, 1974).

3.5.2 Modelo farmacolégico de la desfeminizacién hipotdlamica

La diferenciacién sexual del cerebro es el proceso durante el cual las
hembras y los machos, experimentan transformaciones celulares y anatdmicas,
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que determinan diferencias en la actividad cerebral de ambos sexos. El
establecimiento de dichas diferencias no es sélo el resultado directo de la
expresidn gendmica, sino que depende en gran medida del medio hormonal en
el cual esté en contacto el cerebro durante un periodo critico de su desarrollo.
(Gorski, 1968).

Las acciones de las hormmonas esteroides son de dos tipos: 1)
activacionales, son aquelios efec’ros que ejercen las hormonas dentro de un
organo blanco, ya consolidado, activando aigin mecanismo especifico; y 2)
organizacionales, son aquelias acciones que ejercen las hormonas sobre un tejido
en desarrollo, para dirigir permanentemente la organizacién de dicho tejido
(Armnold y Gorski, 1984).

La diferenciacién sexual del cerebro es una consecuencia de la acciéon
organizacional de hormonas esteroides; es decir, las hormonas esteroides ejercen
su efecto sobre dreas especificas del SNC, como es el POA y el HYP que se
manifiestan en el animal adulto en dlteraciones permanentes de su fisiologia
reproductiva {Kato y Onouchi, 1983 ).

En estudios readlizados hace mds de tres décadas, se mostré que las
hormonas esteroides tienen efectos en el desarrollo del POA y del HYP, que se
manifiestan en el animal adulto como alteraciones permanentes en la fisiologia
reproductiva como son: cambios en la receptividad sexual, alteraciones vaginales
y actividad ovdarica, asi como variaciones en los niveles de hormona liberadora
de GnRH en las hembras {Herrenkohl y Scott, 1984; Pinilla et al., 1993). En el caso
de los machos se impide la androgenizacion de estructuras cerebrales que
determinan la secreciodn fasica de la GnRH (Van der Schoot y Zeilmaker, 1972).

La diferenciacidon sexual de los mamiferos, es un proceso dindmico,
secuencial, ordenado, el cual se lleva a cabo en varias etapas consecutivas: el
establecimiento del sexo cromosémico durante la fertilizacién, la etapa
pregonadal, el desarrollo del sexo gonadal y la definicién de los genitales internos
y externos, que condicionan el sexo fenotipico. La determinaciéon sexual es
primordiaimente genética y el control de la diferenciacién estd dada por el

cromosoma Y (Lopez-Lépez et al, 1996). Sin embargo, la diferenciacion sexual
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depende de la presentacién de los eventos moleculares y morfolégicos en el
momento y en la secuencia adecuados durante la ontogenia.

Muchas de las diferencias que se manifiestan entre ambos sexos durante el
desarrollo dependen del medio hormonal al cudl estan expuestos, no solo los
tejidos reproductivos sino también el SNC durante el periodo critico del desarrollo.
En roedores se ha observado que existe un periodo critico entre 25-35 dias post-
fertilizacidon en el cual la presencia o ausencia de hormonas esteroides determina
de manera irreversible el tipo de patrén de liberacion de la GnRH (Arnold y Gorski,
1984) .

La desfeminizacién neonatal de la hembra se manifiesta en el animal
adulto como estro continuo, falta de ovulacion ciclica, disminucién del peso
ovdrico y aumento del peso corporal. La falta de ovulacién ciclica provocada
por la desfeminizacién neonatal es debida a alteraciones en la sensibilidad del
HYP y ARC al igual que en el POA a los estimulos que provocan normalmente
ovulacidn. Se sabe que se induce la anovulacidon permanente al implantar
esteroides en el HYP pero no en el POA o en la formacién reticular mesencefdlica
{(Wagner et al., 1966).

En los primeros estudios sobre el papel de las hormonas esteroides en la
diferenciacion sexual se emplearon diversos andrégenos, como la T o el
propionato de testosterona (PT), los cuales inducen desfeminizacion en ciertas
dreas del SNC. Posteriormente se administraron Ez o benzoato de estradiol (BE), los
cudles inducen desfeminizacién a nivel del HYP (Christensen y Groski, 1978).
Estudios subsecuentes sugirieron que el compuesto desfeminizante es el estrogeno
derivado de la aromatizacién de Ty no el andrégeno mismo.

En la actudlidad se sabe que: 19 compuestos androgénicos no
aromatizables no son virilizantes mientras que los aromatizables si virilizan, 2) los
estrégenos naturales o sintéticos inducen desfeminizacion alun en dosis menores
que los andrégenos, 3) la administracidn simultdnea de los estrégenos y
antiestrégenos asi como los inhibidores de la aromatizacidn bloguean la acciéon
desfeminizante de los estrégenos, v 4) en la etapa perinatal existen enzimas
responsables de la aromatizacién de los andrégenos en el HYP y en el sistema

limbico de ambos sexos. En la etapa postnatal la actividad de esas enzimas
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disminuye y en el nicleo de las neuronas hipotaldmicas de ambos sexos hay
expresion de receptores a E2 y a P4 (RP) {MacLusky et al., 1981; McEwen, 2002).
Hasta el momento se desconoce qué genes participan en el proceso de
diferenciacién sexual hipotaldmica regulado por hormonas esteroides. Los
mecanismos moleculares exactos involucrados en los efectos fisioldgicos a corto y
a largo plazo de las hormonas esteroides sexuales administradas durante el
periodo critico del desarrollo postnatal, también se desconocen. En este trabajo
se estudiaron los efectos del Ez2 y la T administrados durante el periodo critico del
desarrollo postnatal sobre la expresion de la proteina del RP en el HYP y el POA-

AHA de ratas hembras.
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4.0 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion de la proteina del RP total a largo plazo en el HYP y
POA-AHA de ratas hembras tratadas neonatalmente con hormonas esteroides

sexuales durante el desarrollo.

4.1 Objetivos particulares

¢ Determinary evaluar ia expresion de la proteina del RP en el dia de ia AV, en
las regiones del POA-AHA (PVN y NPM)} y del HYP (VMN y ARC) de ratas
hembras tratadas neonatalmente con vehiculo o con Ez .

0 Determinary evaluar la expresion de la proteina del RP en el dia de la AV, en
las regiones del POA-AHA (PVN y NPM} y del HYP (VMN y ARC)l de ratas
hembras tratadas neonatalmente con vehiculoo con T .

¢ Determinar y comparar la expresion de la proteina del RP total de las
diferentes regiones a estudiar en el tiempo de la AV a la administracion
aguda de Ez2 en ratas desfeminizadas.
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5.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que la presencia del RP en el HYP es importante para
que se lleve a cabo la conducta sexual en los mamiferos; y que la expresion de la
proteina del RP en esta d@rea del cerebro es inducida por estrégenos. Se sabe, que
la administracidon de hormonas esteroides sexuales en el periodo critico del
desarrollo postnatal de la rata hembra produce cambios morfolégicos y
conductuales en dreas cerebrales relacionadas con la diferenciaciéon sexual en
los roedores. Sin embargo, no existe hasta el momento ningun estudio a nivel
molecular que demuestre la participacidon de la proteina de RP en un modelo
farmacoldgico de diferenciacion sexual del cerebro.

Utilizando la técnica de inmunohistoquimica se pretende demostrar la
presencia del RP en los nUcleos relacionados con la diferenciacion sexual
cerebral, siendo diferente la inmunoreactividad entre cada tratamiento y entre
cada nucleo.
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6.0 HIPOTESIS

La expresidn de la proteina del receptor a progesterona en el hipotalamo
serd mayor en las ratas tratadas con E2 y con T en el periodo critico de la
diferenciacion sexual del cerebro, en comparacién con las ratas control en el

tiempo de la apertura vaginal.
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7.0 MATERIALES Y METODOS.

7.1 Animales de experimentacién

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague Dawley de tres dias de edad

(Harlan, México). Las cuales se organizaron en tres diferentes grupos, constituido

cada grupo por ocho animales.

7.2 Diseiio experimental

Los diferentes grupos de animales fueron tratados como se muestra en la siguiente

tabla:
Sexo Tratamiento al dia Dosis de administracion
postnatal tfres hormonal

Hembra Control (C) Aceite de maiz (vehiculo) 100 pL

(n=8)
Hembra Testosterona (T) Propionato de 200 png/100 mL

(n=8) testosterona

Hembra Estradiol (E) 17-p-estradiol 200 ng/100 mL
(n=8)

Un grupo de cuatro animales de cada tratamiento fue sacrificado en el

tiempo de la AV. A un grupo de animales {n = 12) al tiempo de la AV, se le

administré por via intraperitoneal una dosis Unica de Ez2 {5 pg por cada 100 g de

peso corporal), sacrificdndolas 2 horas después de la administracion.
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7.3 Obtencién de tejidos.

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital a una dosis {1 mg por
cada 100 g de peso corporal) por via intraperitoneal e inmediatamente
perfundidos por puncidn cardiaca, en el ventriculo izquierdo, utilizando una aguja
de calibre 21, conectada a una bomba de perfusién a una velocidad constante
de 2mL/min; para la salida delas soluciones se realizé un corte en la arteria aorta
del corazén. Para la perfusiéon se usd primero la solucién de cloruro de sodio al
0.9% (250 mL) y después, la solucién fijadora de paraformaldehido al 4% en PBS
{250 mL).

Al término de la perfusion, se obtuvieron los cerebros y los ovarios. Los
cerebros se postfijaron en paraformaldehido 24-72 horas y posteriormente en KPBS
sacarosa al 10%, 24-72 horas, previo al corte por congelacion.

Se seleccionaron algunos cortes para identificacion de los diferentes
nucleos a estudiar, para ello fueron tehidos con violeta de cresilo. Las referencias
anatémicas con las coordenadas Bregma -0.26 mm a Bregma -3.60 mmm,
basadas en un Atlas (Pellegrino et al., 1979; Paxinos y Watson, 1998} del cerebro
de la rata, estudidndose el POA (figura 5), PVN {figura 6) y el HYP (figura 7).

Para esto se realizaron cortes a nivel del POA-AHA y del HYP, de 50 pm en
cridstato y colocados en una solucidn anticongelante para su amacenamiento
a —-20° C, hasta su uso.

Los ovarios fueron deshidratados, posteriormente se incluyeron en parafina
para cortes en microtomo de 8 um y se colocaron en portaobjetos tratados con
poly-L-lisina. Estos cortes se tineron con hematoxilina-eosina para observar su
morfologia.

En el dia de AV, a los animales se les tomd un frotis vaginal para confirmar
el estado de estro permanente (presente en animales desfeminizados). se
sacrificaron las ratas por decapitacién y se recolectd la sangre para determinar
los niveles hormonales de P4y E2 en suero por radicinmunoensayo.
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Figura 5. Descripcién histolégica de la regién del drea preéplica medial (POA).
A)Fotomicrografia de una seccidn coronal representativa del POA tomada de Pellegrino et
al., 1979. B) Representacion esquematica modificada del POA (a, en la zona blanca se
observa el ndcleo predptico medial) tomada de Paxinos y Watson, 1998. €) Fotomicrografias
de una seccion coronal representativa del POA localizada en microscopio de luz en un corte

de 30 um tenido con violeta de cresilo (4X), [bara=200um]. D) (10X) [bara=100 um]. E) {(20X)
[bara=25 um]. F) (40X) [bamra=25 pm)].

30



Figura é.Descripcién histolégica de la regién hipotaldmica anterior (AHA). A) Fotomicrografia
de una seccidn coronal representativa de AHA tomada de Pellegrino et al., 1979. B)
Representacion esquematica modificada de AHA (b, en la zona blanca se observa el PVN)
tomada de Paxinos y Watson, 1998. C) Fotomicrografia de seccion coronal representativa de
PVN localizada en microscopio de luz en un corte de 30 um tefRido con de violeta de
cresilo[barra=200pm] (4X). D) [bara=100um] (10X). E€) (20X) [bara=25um]. F) (40X)
[bara=25um].
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Figura 7. Descripcién histolégica de la regién del hipotdlamo posterior (HYP). A)
Fotomicrografia de seccidén coronal representativa de HYP tomada de Pellegrino et al.,
1979. B) Representacion esquemdtica modificada de HYP (e. en la zona blanca se
observa el ARC y d, el VMN) tomada de Paxinos y Watson, 1998. C) Fotomicrografia de
seccion coronal representativa del VMN y del ARC localizada en microscopio de luz en un
corte de 30 um tefiido con violeta de cresilo (4X) [barra=200um]. D) VMN y ARC(10X)
[barra= 100um]. E) ARC (20X) [barra= 25 um]. F) VMN (20X} [barra= 25 pm]. G) ARC (40X)
[barra=25 um]. H) VMN (40X) [bara=25 um)].
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7.4 Andlisis Inmunohistoquimico

Una vez que se identificé el nivel del nicleo a estudiar, se procedié a
seleccionar cortes para la evaluacion de la expresidon de la proteina del RP.

La técnica de inmunohistoquimica se realizé en cortes por flotacién,
utilizando el siguiente protocolo:
1) Lavar con KPBS dos v.eces por 10 minutos.
2) Agregar solucién de perdxido de hidrégeno al 1% en agua desionizada o KPBS
por 10 minutos.
3) Lavar con KPBS dos veces por 10 minutos.
4) Agregar solucidn de borohidruro de sodio al 1% en KPBS por 6-8 minutos.
5) Lavar en KPBS cada 5 minutos hasta que no haya burbujas.
6) Agregar el tejido en anticuerpo primario a una dilucién 1:50 por 48 h a 4°C
7) Lavar en KPBS dos veces por 10 minutos.
8) Agregar Anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-conejo (Vector
Vectastain), a una dilucién 1:100 por 2 h a temperatura ambiente.
?) Lavar en KPBS dos veces por 10 minutos.
10) Agregar complejo Avidina-Biotina por 2 h a temperatura ambiente.
11) Lavar en KPBS 2 veces por 10 minutos.
12) Revelar con una solucion de DAB a temperatura ambiente de 2 a 5 minutos.
13) Inactivar la reaccién con agua destilada dos veces por 5 minutos.
Inmediatamente se procedié a la deshidratacién. Los cortes se colocaron en
laminilias tratadas con poly-L-lisina, se secaron a 37 °C por 2h. La deshidratacién
consistié en lavados de 15 segundos en agua destilada, etanol 50%, 70%, 90%.
96%, absoluto, etanol/xilol, xilol, xilol y se cubrieron con resina.

Se procedid a observar los cortes en el microscopio éptico para determinar
el drea de interés. Se cuantificaron las regiones inmunoreactivas para RP en las
diferentes dreas a estudiar, a través del analizador de imagenes KS300 (Karl Zseiss).
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8.0 RESULTADOS
Caracteristicas fenotipicas de los animales desteminizados.

En este trabgjo se estudid el patrén de expresidon de la proteina del RP en
diferentes dareas del SNC en ratas desfeminizadas.

Los valores obtenidos de la tailla y el peso de las ratas tratadas con E2 y T
durante el periodo critico de la diferenciacién sexual postnatal del cerebro no se
modifica en comparacion con las ratas controles. En cambio, la longitud de la
vulva en las ratas desfeminizadas con E2 y T es mds grande que en los controles. A
pesar de que en la distancia ano genital no existen diferencias estadisticamente
significativas, se observa una tendencia a ser ligeramente mayor en las ratas
desfeminizadas que en los controles. Ver Tabla 1.

Tabla 1.Caracteristicas fenotipicas de las ratas en el tiempo de la apertura vaginal
(AV).

Tratamiento Talla (cm) Peso (g) Genitales(cm) | Distancia ano-

genitales (cm)
CAV 17.6+1.239 164+ 19.46 0.28+ 0.02 1.32+ 0.09
EAV 16.6£18.71 134+ 4.69 0.44+ 0.04* 1.48+0.08
TAV 17.88+ 0.55 173.3+4.68 0.55+0.12* 1.6+ 0.08
CAV + E; 19.13+1.23 178.8 £18.22 0.38+ 0.047 1.55+0.03
EAV+E: 16.0+0. 06 136.7+ 3.52 0.4+ 0.0* 1.7+ 0.06
TAV+E:2 17.63+0.71 178.0+ 14.43 0.65+ 0.03* 1.93+0.25

Los animales fueron tratados con vehiculo (CAV), estradiol (EAV) y testosterona (TAV) a los
tres dias de edad y sacrificados en el dia de la AV. Los mediciones fueron realizadas
minutos antes de sacrificar a los animales. Los datos son expresados como el promedio *ES
de 4 animales por grupo. *p < 0.05, se compard los grupos con el fratamiento agudo de E2

{CAV+E2, EAV+E2 y TAV+E)) con los grupos sin tratamiento agudo de Ez (CAV, EAV y TAV),
respectivamente.

En los animales tratados con T {ratas testosterona, TAV), la AV ocurre de
manera temprana (30+£3 dias, después de la administracion) comparada con los
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vehiculo (ratas control, CAV) (38+2 dias) o Ez (ratas estradiol, EAV) (37+2 dias).
Tanto en las ratas CAV como las tratadas fueron estudiados durante el dia del
estro, bajo las condiciones experimentales antes descritas, la AV ocurre en la fase
temprana del estro. Esto fue confirmado mediante un andiisis citoldgico (frotis), el
cual presentd una predominancia de células epiteliales cornificadas. También se
demostrd la anovulacidn de los animales desfeminizados., mediante un andlisis
histolégico del ovario. Ver Tabla 1

Deteccién del patrén de la proteina del RP.

El patrédn de la expresidon de la proteina del RP se detectd utilizando la
técnica de inmunohistoquimica; observdndose un aumenio en Ia
inmunoreactividad en las regiones del POA-AHA y del HYP de las ratas EAV y TAV,
sacrificadas en el dia de la AV, en comparacién con las ratas CAV.

La administracién aguda de Ez en el dia de la AV produce un incremento
significativo de la expresion de la proteina del RP en el grupo control en las
regiones del POA-AHA y del HYP (CAV+E2). Ver Figuras 8 y 9. Interesantemente, la
expresion de RP no es inducida por la administracidén aguda de E2 en los animales
desfeminizados. El grupo desfeminizado con E2 muestra una disminucidén en la
expresion de la proteina del RP en ambas regiones del cerebro (EAV+ E2).Ver
Figuras 8 y 9. En cambio, las ratas desfeminizadas con T no presentan cambios en
la expresidon de fa proteina del RP al estimulo agudo (TAV+ Ez2 ). Ver Figuras 8y 9.

El andlisis cuantitativo estimado para la inmunoreactividad del RP en toda
la regidn del POA-AHA y del HYP muestra un incremento estadisticamente
significativo en las ratas EAV y TAV. Ver Figuras 10 y 11. Mientras que los animales
EAV no solo no responden, sino que disminuye la expresion de la proteina del RP
al estimulo agudo. Ver Figuras 10 y 11. Con respecto a las ratas TAV no hubo
cambios estadisticamente significativos. Ver Figuras 10y 11. '
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Figura 8. Expresion de la proteina de RP en el POA-AHA de ratas
desfeminizadas en el dia de la apertura vaginal (AV). Los animales fueron
tfratados con vehiculo {CAV), estradiol (EAV) y testosterona (TAV) a los 3
dias de edad vy sacrificados el dia de la AV (a, ¢, e). Otro grupo de
animales fueron inyectadas i.p. con 17-B-estradiol {5 pg) en el dia de la
apertura vaginal y sacrificadas dos horas después del tratamiento agudo
(b, d, f). Todas las fotografias fueron tomadas a partir de un objetivo 20X.
(barra= 50 um). Las flechas sefalan ndcleos inmunoreactivos.
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Hipotalamo

Figura 9. Expresion de la proteina de RP en el HYP en el dia de la
apertura vaginal (AV). Los animales fueron tratados con vehiculo (CAV),
estradiol (EAV) y testosterona (TAV) alos 3 dias de edad y sacrificados el
dia de la AV (a, ¢, e}). Otro grupo de animeles fueron inyectadas i.p.
con 17-g-estradiol {5 ug) en el dia de la apertura vaginal y sacrificadas
dos horas después del tratamiento agudo (b. d, f). Todas las fotografias
fueron tomadas a partir de un objetivo 20X. (barra= 50 um). Las flechas
senalan nUcleos inmunoreactivos.
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Figura 10. Andlisis cuantitativo de la expresién de la proteina de RP en ratas
desfeminizadas en el dia de la apertura vaginal (AV). NUmero estimado de células
inmunoreactivas por rata en el drea del POA-AHA. Los animales fueron tratados con
vehiculo (C), estradiol (E2) y testosterona (T) a los 3 dias de edad y sacrificados en el dia
de la AV. Otfro grupo de animales desfeminizados fueron inyectados i. p. Con 17-8-
estradiol {5ug) y sacrificados dos horas después de la administracion aguda (AV+E2). Los
resultados son expresados como el promedio + ES (n= 4) por rata. *p < 0.05 comparado
con C. **p<0.05 comparados con C y E2 en el dia de la AV.

38



No. estimado de células

HYP

—1C
% 6000- . H E;
a8 R wok T ST
% 4000+ § = Q
\ \
é 2000 § ” §
Iinl | BN

AV

AV+E,

Figura 11. Andlisis cuantitativo de la expresiSn de la proteina de RP en ratas

desfeminizadas en el dia de la apertura vaginal (AV). NUOmero estimado de células

inmunoreactivas por rata en el drea del HYP. Los animales fueron tratados con vehiculo

(C). estradiol (E2) y testosterona (T) a los 3 dias de edad y sacrificados en el dia de la AV.

Otro grupo de animales desfeminizados fueron inyectados i. p. Con 17-p-estradiol {Sug) vy

sacrificados dos horas después de la administracion aguda (AV+E2). Los resultados son

expresados como el promedio + ES (n=4) por rata. *p < 0.05 comparado con C. **p <0.05

comparados con Cy E2 en el dia de la AV.
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Determinacién de Hormonas Esteroldes en suero de animales desfeminizados.
Para determinar que el incremento en la expresion de la proteina del RP en

animales EAV y TAV, no se debe a los altos niveles circulantes de Ezenddgeno ; se

llevé a cabo la cuantificacién, por RIA, de Ez2 y P4 en el suero de esos animales.

No se observan cambios en los niveles de hormonas esteroides
esteroides (E2y Ps) en el suero de animales desfeminizados en comparacién con
los controles en el dia de la AV. Sin embargo, los animales que recibieron el
tratamiento agudo (AV + Ez) si se observa un incremento en los niveles hormonales

circulantes.

Tabla 2. Niveles de esteroides sexuales en el suero de ratas en el dia de la

apertura vaginal (AV).

Tratamiento Estradiol Progesterona
(pg/mil) (ng/ml)
CAvV 77.86 + 6.202 5.053 +£0.5753*
EAV 79.33 + 4.079 1.608 + 0.5069
TAV 81.61 £ 3.461 2.542 +0.3845
CAV+E2 117.9 £ 9.615* 5.560+0.9125
EAV+E; 211.9 + 18.88* 3.968 + 0.8940*
TAV+E: 145.7 £ 16.07* 2.275 +0.5234

Los animales fueron tratados con vehiculo (CAV), estradiol (EAV) y testosterona
(TAV) a los tres dias de edad y sacrificados en el dia de la AV. Los niveles de los
esteroides fueron determinados por radicinmunoensayo. Los datos son expresados
como el promedio + ES de é animales por grupo. *p < 0.05, se compard los grupos
con el tratamiento agudo de Ez: (CAV+E;, EAV+E2 y TAV+E2) con los grupos sin
tratamiento agudo de Ez2 (CAV, EAV y TAV), respectivamente.
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9.0 DISCUSION

Los resultados indican que la administracién temprana de E2 y T durante el
periodo critico postnatal de la diferenciacién sexual cerebral induce importantes
cambios en la expresidn de la proteina del RP, que es sensible a estrégenos, en el
POA-AHA e HYP de la rata en el dia de la AV. Esto demuestra que la proteina del
RP participa en el establecimiento de los mecanismos celulares involucrados en la
regulacién de la fisiologia reproductiva y conductual normal de la rata hembra.

Los efectos a largo plazo de la administracidén del E2 durante el periodo
critico postnatal de la diferenciaciéon sexual del cerebro sobre la expresion de la
proteina del RP no habia sido previamente estudiada.

Para estudiar la sensibilidad a estradiol del RP en animales desfeminizados,
se realizaron una serie de experimentos en el dia de la AV administrando una dosis
Unica aguda de Ez2. Se encontrd que las ratas control expresan mayor cantidad
de proteina del RP en el POA-AHA y en el HYP, esto permitié confirmar estudios
previos donde se ha demostrado que el Ez regula a la alta el gen y la proteina del
RP en diversas dreas del SNC (Blaustein et al., 1988; Romano et al, 1988). Sin
embargo, se observdé que los animales desfeminizados con Ez2 no sélo no
responden al estimulo agudo del Ez, sino que disminuye significativamente dicha
expresion, lo que ha derivado en proponer que la regulacion a la alta en el
modelo de ratas desfeminizadas, que se lleva a cabo a nivel de la transcripcién,
se expresa deficientemente a nivel de la traduccién; esto puede deberse a que
en el POA-AHA existen diferentes ndcleos, como el NPM y el PYN, que responden
diferente al estimulo con E2 en condiciones fisiolégicas normales (Kato y Onouchi,
1983}, En cuanto a las ratas tratadas con T, no se observé cambios
estadisticamente significativos en la expresiéon de la proteina de RP. Estos datos
sugieren que la impronta con hormonas esteroides (E2 o T) en el periodo critico de
la diferenciacién sexual de! cerebro ejerce efectos moleculares y bioquimicos
diferentes, esto significa que no es lo mismo desfeminizar con E2 que con T, como
ya se ha demostrado en genes hormono-regulados, por ejemplo el trabgjo
redlizado por Arrieta y colaboradores en este mismo modelo de ratas en el gen
de c-fos, en el POA y el HYP de ratas desfeminizadas (Arrieta et al., 2000). Sin
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embargo, se observd una regulaciéon diferencial de la expresion de la proteina del
RP al tratamiento agudo con E2 en el tiempo de la AV entre los animales
desfeminizados con E2 y los desfeminizados con T. Esto sugiere que las vias
moleculares y celulares que dan lugar a la expresidon de la proteina del RP podrian
estar alteradas a nivel de la transcripcién o de la traduccidn.

Estudios realizados en paralelo con el gen del RP son congruentes con lo
encontrado en la expresion de ia proteina del RP en los animales tratados en el
periodo critico postnatal. Sin embargo, los animales que recibieron tratamiento
agudo el dia de la AV presentan datos contradictorios a nivel de la trancripcién
con respecto a la traduccidn. Con la técnica de RT-PCR, se ha encontrado una
mayor expresion del gen del RP con el tratamiento agudo en los animales control
(CAV+ E2), sin cambios significativos en los animales tratados con E2 (EAV+ Ez) v
una expresidon a la baja en los animales tratados con T (TAV + E2). Esto puede
deberse a que el RNA obtenido estd constituido por todos los ndcleos de las areas
a estudiar. Y por lo tanto, la técnica inmunohistoquimica permite localizar con
precisidon los nUcleos de interés. Para la técnica de RT-PCR se disecciona POA e
HYP por separado lo que no impide el tener parte de algin otro nicleo cerebral
que daltere los resultados; lo que lleva o proponer la técnica de
inmunohistoquimica como la indicada para diferenciar y evaluar la expresiéon de
receptores a hormonas esteroides en el modelo usado para este estudio. En
estudios posteriores en este mismo modelo se usard la técnica de hibridacién in
situ, que permitird detectar la expresion del RNAmM en los nicleos del POA-AHA y
del HYP, para confirmar los resultados de la expresiéon de la proteina del RP por
inmunohistoquimica.

Aunque en este estudio, tanto los animales control como los tratados,
presentaron AV en el dia del estro, varios reportes han demostrado cambios en la
secrecidon de gonadotropinas y esteroides sexuales en ratas desfeminizadas
(Pilina, et al., 1993), sugiriendo que los valores enddgenos de estrégenos
circulantes en el dia de la AV podrian ser diferentes entre las ratas control y las
desfeminizadas. Sin embargo, para confirmar que la expresiéon de la proteina del
RP en los animales desfeminizados no se debia a la concentracién de E.
enddgeno; se cuantificd los niveles de Ez y P4 en suero, encontrdndose que las
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cantidades de estas hormonas es similar en los animales controles vy
desfeminizados. Esto sugiere que la administracién de E2 y T postnatal en el
periodo critico del desarrolio, deja una impronta permanente en el POA-AHA y en
el HYP de estos animales.

La expresidon de la proteina del RP estd regulada a la alta por
estrogenos, los resultados obtenidos en el grupo de ratas desfeminizadas con T,
sugiere que la hormona es aromatizada a Ez, ejerciendo asi un efecto en la
transcripcidn de genes regulados por estrégenos como es el RP, participando en
la diferenciacién sexual del cerebro.

Los resultados contribuyen para entender el marcado efecto que se
observa en los roedores que han sido manipulados hormonalmente en el periodo
critico postnatal de la diferenciacién sexual del cerebro. La presencia de
hormonas esteroides durante dicho periodo, altera de manera permanente el
desarrollo del sistema nervioso en hembras, las cuales presentan una tipica
conducta de machos en la etapa adulta (Cooke et al., 1998).

Nuestros resultados apoyan datos recientes sobre la expresion del RP en el
macho, donde se demuestra la dependencia a E2y T (que es aromatizada a E}
de la expresion de RP y la diferenciaciéon sexual del cerebro. Asi como el cambio
de los voliumenes y la expresidon de la proteina del RP similar a las ratas
desfeminizadas en comparacién con machos controles; y en machos castrados y
tratados con E2 y T donde se cobserva un cambio contrario en la expresién de la
proteina de RP comparando con el modelo que se utilizé en este estudio.
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10. CONCLUSIONES

1. La cantidad de |la expresién de la proteina del RP es mayor en los nUcleos del
POA-AHA e HYP en las ratas desfeminizadas con estradiol que en las ratas

control en el dia de la AV.

2. La cantidad de la expresidn de la proteina del RP es mayor en los nUcleos del
POA-AHA e HYP en las ratas desfeminizadas con testosterona que en las ratas

control en el dia de la AV.

3. La cantidad de la expresidon de la proteina del RP aumenta en los ndcleos del
POA-AHA e HYP después de la administracién del tfratamiento agudo con

estradiol en las ratas control en el dia de la AV.

4. La cantidad de la expresiéon de la proteina del RP disminuye en los nUcleos del
POA-AHA e HYP después de la administracion del tratamiento agudo con
estradiol en las ratas desfeminizadas con estradiol en el dia de la AV.

5. La cantidad de la expresion de la proteina del RP no cambia en los nucleos
del POA-AHA e HYP después de la administracidn del tratamiento agudo con
estradiol en las ratas desfeminizadas con testosterona en el dia de la AV.
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12.0 APENDICE

Alcohol-dcido
99 m! de etanol 70% y 1 mL de HCI concentrado.

Solucién anticongelante.

SOACAIOSA..uurieceeerrecsiraseacsnnriosnrosssrasees 300 g
Buffer de fosfatos de sodio 0.05 M ....... 1L
EtilengliCOl...vvvemiiiiveiriiiiieiinenns 600 mL
H20 desionizada.........ccccveeenennee c.b.p.2L

Almacenara 4°C

Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M
NazHPO40.2 M(27.6 g/L H20)........115 mL
NaH2PO40.2 M(28.4 g/L H20)........ 385 mL
H20 desionizadd......cccceeeceennnnane c.b.p. 1L

Deshidratacion de ovarios
» Lavar con agua por 3 h
-« Etanol 50% por 2h*
« FEtanol 70% por 1h*
- Etanol 80% por 1h*
« Etanol 96% por 1h*
« FEtanol 96% por 1h*
« Etanol 100% por 1h*
« Etanol 100% por 1h*
« Etanol/xilol por 1 h*
« Xilol porih*
» Xilol pori2 h*.
« Parafina fiquida (60 °C) por 2 h
+ Parafina liquida {60 °C) por é6 h

* con agitacién constante
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Eosina

Solucidn stock

Eosina Y..ooeveviiiiiiiinnnn. 10g
Agua destilada.............. 200 mL
Etanol 96%...cccccuvivveenrvenns 800 mL

Se mezcla en frio y se filtra, filtrar cada que se utilice.
Para usarse: 375 mL de etano! 80%, 25 mL de la solucién stock y 2.5 mL de &cido
acético gtacial 5% v/v.

Hematoxilina de Harris
Hematoxilina.......cccoooevvvvnnnnes 1g
Oxido rojo de mercurio......0.5 g

Alumbre (sulfato de aluminio, amonio o potasio).......... 20g
Etanol absoluto..........ee...... 10mL
Agua destilada..............c.eeet 200 mL

Disolver la hematoxilina en el etanol a bafo Maria y tapado; por aotra parte
disolver el alumbre en la mitad de agua destilada, se mezcian ambas soluciones y
se les adiciona el reto del agua. Al hervir se le adiciona el éxido de mercurio
{cuidado) hasta coloracién rojo-puUrpura; enseguida se enfria con hielo y se filtra
10 veces. Se le agregan 3-5 gotas de acido acético por cada 10 mL de solucién.

Filtrar antes de usar.

KPBS

KzHPOs ... 0.45g
KH2PO..........3.81 g
Nacl.............20g

H20 desionizada.......c.b. p. 1L
pH 7.4
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PBS

NaCl.............8.0g
KCl...............0.2 g
NazHPO........1.44 g
KH2POu.......... 0.24 g

H20 destilada.......c. b. p. 1L
pH 7.4

Solucién de poly-L-lisina
50 pg/mL de poly-Ldisina en Tris-HCI 10 mM (1.5764g en 1000 mL de agua
destilada o desionizada) a pH 8. almacenar a 4° C, se recomienda utilizar en los

15 dias siguientes de su preparacion.

Tincién de hematoxilina-eosina

Desparafinar por 20 min a 60° C

Enfriar por 5 seg*

Xilol por 2 min*

Xilol por 2 min*

Etanol-xilol por 2 min *

Etanol 100% por 2 min*

Etanol 100% por 2 min *

Etanol 96% por 2 min *

Etanol 96% por 2 min *

Etanol 70% por 2 min *

Etanol 50% por 2 min *

Agua destilada por 15 seg

Hematoxilina por 4 min

Agua destilada hasta el cambio de color azu!
Agua destilada por 5 seg

Soluciédn de etanol 70% con HCI% (99:1)

Agua desﬁlcdo hasta el cambio de color café-rosado
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=  Solucién saturada de carbonato de litio hasta cambio de color azul

= Agua destilada por § seg

=  FEtanol 70% por 1 min

= Eosina por 6 min

= Agua destilada por 5 seg

= FEtanol 50% por 15 seg

= Ftanol 70% por 15 seg

= Etanol 96% por 15 seg

= FEtanol 96% por 15 seg

= FEtanol 100% por 15 seg

= Ftano! 100% por 15 seg

s Ftanol-xilol por 15 seg

= Xilol por 15 seg

»  Xilol por 2 min

= Medio de montgje

Tincién de violeta de cresilo

Desparafinar por 20 min a 60° C *
Enfriar por 5 seg*

Xilol por 15 seg*

Xilol por 15 seg*

Etanol-xilol por 15 seg*

Etanol 100% por 15 seg*
Etanol 100% por 15 seg*
Etanol 96% por 15 seg*

Etanol 96% por 15 seg*

Etanol 70% por 15 seg*

Etanol 50% por 15 seg*

Agua destilada por 15 seg
Violeta de cresilo por 5-10 min
Agua destilada por 15 seg
Etanol 50% por 15 seg
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= Etanol 70% por 15 seg

= Etanol 96% por 15 seg

. Etahol ?6% por 15 seg

= Etanol 100% por 15 seg

=  Etanol 100% por 15 seg

= Etanol-xilol por 15 seg

= Xilol por 15 seg

« Xilol por 15seg

« Medioc de montagje
*No aplica en cortes en congelacion
Se utilizé agua destilada para la preparacién de las soluciones con etanol



13.0 ABREVIATURAS

ARC

AV

CAV
CAV + E2
DBD
DNA
DTH

E2

EAV
EAV + E2
ERA

ERE

ERG
ERH
ERHT
ERP
ERBKO
FSH
GnRH
HBD
HYP

i. p.

LH

NPM
OovX

P4

POA
POA-AHA
PVN
RFC

Nucleo arcuato

Apertura vaginal

Control apertura vaginal

Control apertura vaginal con administracion aguda de 17-B-estradiol
DNA binding domain

Acido desoxirribonucleico

Dihidrotestosterona

17-B-estradiol
Estradiol apertura vaginal ,
Estradiol apertura vaginal con administracion aguda de 17-p-estradiol
Elemento de respuesta a andrégenos
Elemento de respuesta a estrégenos

Elemento de respuesta a gonadotropinas

Elemento de respuesta a hormonas
Elemento de respuesta a hormonas tiroideas

Elemento de respuesta a progesterona

Animal transgénico para el gen de receptor a estrégenos
Hormona foliculo estimulante

Hormona liberadora de Gonadotropinas

Hormone binding domain

Hipotdlamo

Intraperitoneal

Hormona luteinizante

NUcleo Predptico Medial

Ratas ovarectomizadas

Progesterona

Area predptica

Area predptica hipotaldmica anterior

Nucleo paraventricular

Receptores a factores de crecimiento
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RNA Acido ribonucleico

RNAM Acido ribonucleico mensajero
RP Receptor a progesterona

SNC Sistema nervioso central

T Testosterona

TAV Testosterona apertura vaginal

TAV + E2 Testosterona apertura vaginal con administracion aguda de 17-B-
estradiol
VMN NGcleo ventromedial del hipotdlamo
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