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1.0 RESUMEN 

Las hormonas esteroides sexuales juegan un papel muy importante en la 

diferenciación, el desarrollo y la función del cerebro de los mamíferos. Los 

estrógenos inducen la formación de vías 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 patrón de expresión de la 

proteína del receptor a progesterona (RP) en el área preóptica-hipotalámica 

anterior (POA-AHA) y en la región del hipotálamo posterior (HYP) después de la 

administración de 1713-estradiol (E2) y testosterona (T) durante el periodo crítico de 

la diferenciación postnatal del cerebro de la rata hembra. Ratas de 3 días de 

edad (n = 24) recibieron por vía subcutánea una dosis única de E2 (200 µg) o de 

enantato de T (200 µg) o aceite de maíz (ratas control). El POA-AHA y el HYP de 

estos animales tratados a los 3 días de edad, se obtuvieron el día de la apertura 

vaginal (AV). Un grupo de animales previamente tratados (n = 12), se les 

administró por vía intraperitoneal E2 (5 µg) en el tiempo de la AV; el HYP y el POA­

AHA de estos animales se obtuvieron 3 horas después. Mediante la técnica 

inmunohistoquímica se detectó y se cuantificó la expresión de la proteína del RP 

en la región del POA-AHA (que incluye el núcleo preóptico medial (NPM) y el 

núcleo paraventricular (PVN)) y en la región del HYP (que incluye el núcleo 

ventromedial (VMN) y el núcleo arcuato (ARC)); estas áreas están involucradas en 

el proceso de la diferenciación sexual. Los resultados muestran que las ratas 

tratadas a los 3 días de edad con T y fa presentan un incremento en la expresión 

de la proteína del RP en las diferentes regiones a estudiar, en el día de la A V, en 

comparación con los animales controles. En contraste, los animales 

desfeminizados con T que recibieron el tratamiento agudo de fa por vía 

intraperitoneal en el día de la AV, no mostraron modificación en la expresión de la 

proteína del RP. Resulta interesante que en los animales desfeminizados con fase 

observó una disminución significativa de la expresión del RP al estímulo agudo con 

E2. Estos resultados demuestran que la administración temprana de hormonas 

esteroides sexuales en el periodo crítico de la diferenciación sexual del cerebro, 

produce cambios bioquímicos y moleculares que alteran la expresión de la 

proteína del RP en las regiones del PO A-AH A y del HYP. 
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2.0 INTRODUCCION 

Las hormonas esferoides desempeñan un papel importante en la 

regulación de múltiples procesos biológicos de los mamíferos, entre los que se 

destaca la homeostasis. el dimorfismo sexual. la función reproductiva y la 

respuesta al estrés. Entre las hormonas esteroides sexuales son encuentran los 

estrógenos. las progestinas y los andrógenos. 

Estas hormonas modifican la actividad celular al interactuar con sus 

receptores específicos. Los receptores a hormonas esteroides sexuales son 

moléculas proteícas, que se localizan en el núcleo de la célula y son parte de la 

familia de factores de la transcripción, que inducen o inhiben la expresión de 

genes específicos a través de su interacción con distintas secuencias específicas 

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 mamíferos. tales como la diferenciación 

neuronal, la organización sexual del cerebro, la reproducción. la conducta sexual 

y la excitabilidad neuronal. En el SNC los estrógenos regulan la expresión de 

múltiples genes, entre los cuales se encuentran: el que codifica para su propio 

receptor. para el RP y para enzimas de síntesis de neurotransmisores y 

neuropéptidos. (McEwen y Alves, 1999) 

Se ha demostrado que el gen del RP es regulado a la alta por estrógenos 

en el HYP y el POA de la rata, esta regulación está mediada por el elemento de 

respuesta a estrógenos (ERE) localizado en la región promotora de este gen. 

Estudios ontogénicos en la rata indican que el RNAm y la proteína del RP se 

expresan durante el periodo neonatal en el HYP, el POA y las regiones de la 

corteza cerebral, y esta expresión cambia en estas áreas durante el desarrollo. 

Estudios como el de Kato y colaboradores han demostrado que el RP es requerido 

para la conducta sexual de la hembra normal en los mamíferos. (Kato y Onouchi, 

1983). 

Se conoce que la exposición de roedores a altos niveles de E2 o T durante 

los primeros cinco días de vida postnatal producen cambios en la fisiología 
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reproductiva de animales en etapas adultas. La administración de E2 o T, en el 

periodo crítico postnatal de la diferenciación sexual del cerebro de la rata induce 

desfeminización. Los animales desfeminizados presentan un síndrome de estro 

persistente caracterizado por: desarrollo anormal de genitales externos, 

cornificación vaginal, anovulación, alteración permanente en la secreción de 

gonadotropinas, supresión de la conducta sexual de la hembra. (Gorski. 1968). 
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3.0 ANTECEDENTES 

3.1 Estructura y función de las hormonas esferoides. 

3.1.1 Generalidades. 

Las hormonas esteroides son lípidos no saponificables, solubles en diversos 

disolventes orgánicos; estructuralmente presentan un núcleo químico básico: el 

ciclo pentanoperhidrofenantreno (hidrocarburo cíclico constituido por diecisiete 

átomos de carbono, dispuestos en tres anillos de seis átomos de carbono y otro 

anillo con cinco átomos de carbono). El término esteroide se deriva de la palabra 

griega estéreos = sólido. La mayoría de estos esteroides son sintetizados en el 

ovario. el testículo y las glándulas adrenales utilizando al colesterol como 

precursor (Zhang et al., 1996). 

El estrógeno natural más potente en los seres humanos es el E2, seguido por 

la estrena y el estriol. Cada una de esas moléculas es un esteroide de 18 átomos 

de carbonos, que contiene un anillo fenólico A (un anillo aromático con un grupo 

hidroxilo en el carbono 3), y un grupo 13-hidroxilo o cetona en la posición 17 del 

anillo D. El anillo fenólico A es la principal característica estructural, de la cual 

depende la unión selectiva y de alta afinidad a su receptor. El E2 es sintetizado en 

el ovario por células de la granulosa a partir de andrógenos proporcionados por 

la células de la teca. El E2 secretado se oxida de manera reversible hasta 

generar estrona mediante la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa. y esos dos 

estrógenos pueden convertirse en estriol. Esas transformaciones ocurren 

principalmente en el hígado (Shoham y Schachter, 1996). 

La T es secretada en los testículos y es el principal andrógeno en el plasma 

de los machos. En las hembras, tanto los ovarios como las glándulas suprarrenales 

sintetizan pequeñas cantidades de esta hormona. En muchos tejidos blanco para 

andrógenos, la T se reduce en la posición 5a. hacia dihidrotestosterona (DHT), que 

sirve como mediador intracelular de todos los efectos de T. La T, pero no la DHT 

también puede aromatizar hacia E2 en diversos tejidos extraglandulares, como 

algunas áreas del SNC, vía que explica la mayor parte de la síntesis de ~strógenos 

en los machos y las mujeres postmenopáusicas (Simpson. 2002). 
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La progesterona (4-pregnen-3,20-diona) (P4) pertenece al grupo de las 

hormonas esteroides, su nombre se deriva del latín pro = a favor y gestare = llevar. 

lo que denota el efecto de llevar o sostener el producto de la concepción (Pérez­

Palacios, et al., 1985). La estructura química de la P4 y de sus metabolitos 

(derivados hidroxilados o reducidos) está constituido por 21 átomos de carbono. 

La P 4 se sintetiza principalmente en el retículo endoplásmico liso, de las células del 

cuerpo lúteo en el ovario durante el ciclo menstrual (Hsueh, et al .. 1984; Hutchison, 

et al., 1986). Su síntesis está regulada por numerosas hormonas como la hormona 

luteinizante (LH), la hormona folículo estimulante (FSH). las prostaglandinas y los 

agentes J3-adrenérgicos (Graham y Clarke 1997). Otros órganos donde también se 

ha demostrado la síntesis de p4 en la corteza suprarrenal. la placenta (Pomata et 

al .• 2000) y el testículo este último que biosintetiza la P4 como intermediario de la 

formación de otras hormonas esteroides (Weisz y Ward, 1980). Ver Figura 1. 

Figura 1 (Póglna siguiente). Síntesis de los principales esferoides sexuales. 1) 20, 22 

Desmolasa; 2) 3a-OH-esteroide deshidrogenasa. 3) 17a-hidroxilasa, 4) 17, 20-esteroide liosa 

(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 principal de las homonas esteroides (A, 

B. C. D) (Gore-Langton, 1988). 
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3.2 Estructura y función de los receptores a hormonas esferoides. 

Las hormonas esteroides ejercen su efecto a través de su unión con 

receptores específicos. Estos receptores están localizados en el núcleo y el 

citoplasma de las células blanco, regulan la transcripción 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, ácido retinoico, vitamina D, así como una gran variedad de proteínas 

de las cuales se desconoce su ligando, los llamados receptores 

huérfanos(Graham y Clarke, 1997). 

Se han realizado estudios estructurales y funcionales de los receptores a 

hormonas esteroides con el objetivo de entender cómo regulan la transcripción 

de genes específicos. Todos los miembros de receptores a hormonas esteroides 

comparten características 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 unión a la hormona llamado 

Hormone Binding Domain (HBD), que es importante para la regulación de la 

transcripción del receptor; 2) el dominio de unión al DNA llamado DNA Binding 

Domain (DBD). que es una región altamente conservada entre los miembros de la 

familia de receptores a hormonas esferoides, además es importante para la 

integridad estructural y la función de unión al DNA; y 3) el dominio de unión a 

proteínas de choque térmico llamado Heat shock protein Binding Domain 

(HspBD) cuya función es la localización nuclear del receptor (Evans, 1988). 

En el extremo amino-terminal del receptor se encuentra un dominio 

variable (A/B). Este dominio vaña tanto en tamaño como en secuencia y está 

involucrado en la regulación de la transcripción génica tejido y promotor 

específico (Berry y Pescovitz, 1990). así como en la formación de homodímeros y 

heterodímeros con otros factores de trascripción (Landers y Spelsberg. 1992). Ver 

Figura 2. 
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Figura 2. Modelo del gen que codifica para un receptor a hormona esferoide. El extremo 

amino-terminal (N) es una región variable (A/B) que activa la transcripción; el extremo 

carboxilo-terminal (C) comparte homología con la superfamilia de receptores a hormonas 

esferoides (HBD); también contiene el sitio de unión al DNA (DBD). el de unión a proteína 

de choque térmico (HspBD) y la región de señalización nuclear. (Evans, 1988). 
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3.3 Mecanismo de acción de las hormonas esferoides. 

Los mecanismos moleculares por medio de los cuales los esteroides 

sexuales realizan sus efectos biológicos son los siguientes: 

El esteroide libre se difunde pasivamente dentro su célula blanco hasta 

llegar al núcleo, ahí es retenido por medio de la formación de un complejo de 

alta afinidad con el receptor específico. La unión del esteroide con su receptor 

genera cambios conformacionales en este último. Estos cambios en la estructura 

permiten que el complejo hormona-receptor se una con alta afinidad a los ERE. 

Estos elementos reguladores son secuencias palindrómicas 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 

andrógenos (ERA), 3) el elemento de respuesta a progesterona (ERP), 4) el 

elemento de respuesta a mineralocorticoides (ERM), todos estos tienen una 

secuencia consenso común, GT ACAnnnTGTICT, por medio de la cual actúan. La 

secuencia consenso del ERE, AGGTCAnnnTGACCT, es muy parecida al elemento 

de respuesta a hormonas tiroideas (ERHT). solamente que ésta no tiene los 

nucleótidos separadores (TCAGGTCA TGACCTGA} (Fuller, 1991). 

La unión del complejo hormona-receptor al ERH activa la transcripción de 

genes regulado por hormonas, generando la síntesis de RNA mensajero, que 

posteriormente se traducirá en una proteína, y ésta ejercerá su efecto en su 

propia célula o fuera de ella. Ver Figura 3. 
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Figura 3. Mecanismo de acción de las hormonas esferoides. En este modelo la hormona 

(H) difunde a través de la membrana citoplasmática hacia el núcleo uniéndose a su 

receptor (R). Este complejo hormona-receptor (L) se une a secuencias específicas en el 

DNA activando la transcripción de genes regulados por esferoides. El RNAm es traducido 

a una nueva proteína. (Adaptado de Chan y O'Malley, 1976). 

3.4 Receptor a progesterona 

3.4.1 Generalidades. 

La P 4 lleva a cabo sus efectos en la célula blanco a través de la interacción 

con su receptor, el cual pertenece a la superfamilia de receptores a . hormonas 

esteroides (Kastner et al., 1990). El RP es un factor de transcripción que regula la 
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expresión de genes a través de la interacción con consecuencias específicas en 

el DNA. 

El RP es codificado por un solo gen localizado en el cromosoma 11 q22-23. 

el tamaño del cDNA es de aproximadamente 36 kb y comprende 5 exones y 4 

intrones en la rata (Szabo et al .• 2000). 

Estructuralmente. el RP está compuesto por 5 dominios que llevan a cabo 

diferentes funciones: 

(1) Dominio de transactivación (A/B): exon (393 pb). Participa en la 

regulación de la transcripción de genes blanco. 

(2) Dominio de unión al DNA (C): exones 2 (209 pb). Participa en la 

dimerización con otro receptor y en la unión al DNA a través de la presencia de 

dedos de zinc. 

(3) Dominio de unión a proteínas de choque térmico (Hsp90; D): exon 3 (155 

pb). Participa en procesos de estabilización del receptor y en la translocación 

al núcleo. 

(4) Dominio de unión al esteroide (E): exones 4 y 5 (175 pb). Interacción con el 

ligando y función de transactivación (Kraus et al .• 1993 y 1994) . Ver Figura 4 

s· 3• 

Exones Reglón promotor 

-3683 • -2263 ... -2364 • -1970 pb 

.. 
RP Transactlvaclón A/B DNAc D Esteroide E 

Proteína 315 535 728 931 ªª 

Figura 4. Estructura del gen del RP de rata. El gen del RP está constituido por una región 

promotora, una región terminal de transactivación (A/B}. una región de unión al DNA (C). 

una región de unión a Hsp (D) y una región de unión 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). testículo (Temer et al., 1977); en células de músculo de arterias 

uterinas (Perrot-Applanat et al, .• 1988); así como en el oviducto y bolsa de Fabricio 

del pollo (Ylikomi et al., 1985; González-Moran y Camacho-Arroyo, 1998). El RP se 

localiza también en la glándula mamaria tanto en tejido normal como en 

neoplásico (Pollow et al .. 1977; Horwitz y McGuire 1975)., así como en distintas 

áreas 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 (Fujii-Hanamoto et al., 1990), islotes pancreáticos (Green et 

al., 1978); en células osteoblásticas (graham y Clarke, 1997) y pulmón 

(Camacho-Arroyo et al .. 1998). 

El mecanismo general de acción 

siguiente: 

En ausencia del ligando 

del RP activado por el ligando es el 

específico, el RP se encuentra 

transcripcionalmente inactivo, formando complejos oligoméricos con proteínas 

de choque térmico (Hsp). Cuando la hormona circulante entra por difusión a 

través de las membranas citoplásmica y nuclear (Jensen. 1996) se une al receptor, 

causando los distintos cambios conformacionales que promueven la fosforilación 

de éste (en residuos dependiente de ciclina A) y la disociación 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 formación de esta unión permite 

reclutar factores de trascripción hacia la región promotora para iniciar y regular la 

síntesis de RNA mensajero (Mahesh et al., 1996; Beato et al., 1989). Una vez que se 

ha llevado a cabo la trascripción del gen. el RP y la maquinaria de la 

transcripción se desensamblan del gen blanco y el receptor regresa a la fase de 

inactivación (Rodríguez et al., 1990). 
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El RP es regulado transcripcionalmente a la alta por estrógenos y a la baja 

por P4 en muchos tejidos blanco, como el útero de mamíferos (Graham y Clarke, 

1997; Mendoza-Rodríguez et al., 1999). 

3.4.2 Papel del RP en el SNC 

Las hormonas esferoides tienen una participación muy importante en el 

funcionamiento del SNC, dentro de sus principales efectos se encuentran su 

participación en la regulación de la reproducción y la conducta sexual, la 

diferenciación, la excitabilidad y la proliferación neuronal (Me Ewen y Alves, 

1999). 

Las hormonas esferoides modulan estas funciones al actuar sobre sus 

células blanco y modificar la expresión de diferentes genes. Las hormonas 

esferoides actúan en las neuronas a través de su interacción con: receptores 

intracelulares específicos, sitios de regulación presentes en los receptores a 

neurotransmisores y canales iónicos. Por ejemplo, la P4 ejerce su acción 

principalmente a nivel nuclear y está mediada por la activación 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 días de edad y estudios realizados en ratones de ocho días 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 

trabajos realizados en cerebro de la rata muestran diferencias en la expresión del 

RP en diversas etapas del desarrollo, observándose que existen niveles 

significativos del RP en la hipófisis y el núcleo arcuato (ARC) en animales 

prepúberes mientras que en el POA y el núcleo 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 eta/., 1988; Kato eta/., 1983; Williams y Blaustein, 1988). 

Se ha estudiado la expresión del gen del RP en diversas etapas del 

desarrollo prenatal y postnatal en el cerebro de la rata hembra observóndose 
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cambios muy marcados en la expresión del RP en el HYP y en el POA, así como 

en la corteza cerebral. El RNA mensajero del RP en el cerebro es detectable 

alrededor de dos días antes del nacimiento incrementando sus niveles en etapas 

postnatales tempranas. Estos datos sugieren que la expresión del gen de RP 

depende de la región y de la etapa del desarrollo específica (Ka to et al., 1983). 

En los ratones hembra transgénicos para el gen de ERJ3 (ERj3KO), se ha 

encontrado la influencia del estrógeno en la inducción 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 

administración de E2, tanto en POA como en VMN; en contraste, ERJ3KO 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 núcleo ARC (Temple et al., 2001 ). 

En el modelo de ratas ovariectomizadas (OVX) tratadas con benzoato de 

estradiol (BE). P4 y las antiprogestinas RU38486 y ZK98299, se demostró que estos 

animales presentan lordosis; en este mismo estudio usaron oligonucleótidos 

sentido y antisentido para RP administrados en el tercer ventrículo cerebral para 

demostrar que el antisentido suprimía la conducta sexual facilitada por P4. 

aunque el mecanismo de acción del oligonucleótido no está claro. Esta 

secuencia también inhibe la acción del E2 cuando es administrado para inducir 

RP, en células hipotalámicas. El E2 actúa a nivel de DNA nuclear para incrementar 

la expresión del gen de RP en el VMN del hipotálamo; la lordosis facilitada por 

estradiol está mediada por P4 y la activación de su receptor (Maní et al., 1994). 
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3.5 Efecto de las hormonas gonadales sobre la diferenciación sexual del 

hlpotálamo. 

3.5.1 Regulación neuroendócrlna durante la diferenciación sexual del cerebro 

Con base a los parámetros morfológicos y fisiológicos, el desarrollo de la 

rata hembra se ha dividido en 4 fases (Ojeda et al., 1986): 

l) Neonatal. Se inicia en el nacimiento y termina a los 7 días de vida 

postnatal. 

2) Infantil. Se extiende desde el día 8 hasta el 21. 

3) Prepúber o juvenil. Termina alrededor de los 32-39 días de edad. El límite 

más preciso es que se presenten las primeras manifestaciones del aumento 

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

luz del útero (Ojeda et al., 1985). El final de la fase juvenil puede ser 

considerado por el establecimiento de diferencias matutinas y vespertinas 

en la liberación pulsátil de hormona luteinizante (LH). 

4) Peripuberal. Tiene una duración variable e incluye los días que preceden y 

suceden la primera ovulación. 

En la fase neonatal, el ovario es relativamente insensible a las 

gonadotropinas, por lo menos hasta los cuatro o cinco días y no secreta 

estrógenos. 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 castración en el animal recién nacido no provoca el aumento de las 

concentraciones plasmáticas e hipofisarias de las gonadotropinas, por lo que los 

efectos inhibitorios que en el animal adulto ejercen los estrógenos sobre la 

secreción 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 estrógenos en el 

hipotálamo y la hipófisis, sino a la deficiencia de la alfafetoproteína en 

concentraciones elevadas en el suero y los tejidos. La alfafetoproteína es una 

molécula que tiene la capacidad de unirse a los estrógenos e impedir que estén 

disponibles para unirse a sus receptores. Este hecho permite postular que la 

alfafetoproteína protege al cerebro de los efectos de los estrógenos 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 hipotálamo- hipófisis 

que presentan los primeros eventos neuroendócrinos que se producen y tienen un 

impacto directo sobre el momento en el que se inicia la pubertad. Las 

concentraciones séricas de la hormona folículo estimulante (FSH) se incrementan 

hasta alcanzar valores máximos alrededor del día 12 y declinan progresivamente 

hasta llegar a valores muy bajos. poco antes del primer proestro. La FSH induce la 

actividad de la enzima aromatasa en el ovario. lo que se traduce en la liberación 

de estrógenos (Ojeda et al .. 1986). 

La concentración de la hormona folículo estimulante (FSH) plasmática 

parece que se eleva de manera tónica. el incremento de la LH es de manera 

pulsátil (Doler et al .• 1975). Este modelo de secreción 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 maduración que ocurren en el SNC y la adenohipófisis, y 

se asume que los estrógenos juega un papel definitivo en la modulación de tales 

eventos (Ojeda et al., 1986). 

Hacia el día 16 de edad disminuye la concentración sérico de la 

alfafetoproteína y por lo tanto aumenta la concentración de estrógenos libres en 

la circulación y en el SNC (Andrews et. al., 1981). Este cambio posibilita que los 

estrógenos ejerciten su acción inhibitoria, lo que puede explicar la disminución de 

la concentración de la FSH plasmática después del día 12 de vida postnatal 

(Andrews y Ojeda, 1977). 

Conforme aumenta el número de folículos en crecimiento también lo hace 

la concentración plasmática de estradiol. lo que es seguido de un breve 

incremento en la liberación de progesterona alrededor del día 15 de edad, que 

declina antes que termine la fase infantil. Durante esta fase el útero se sensibiliza a 

la estimulación estrogénica (Ojeda et a/., 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 retroalimentación .inhibitoria 

ejercida por los esferoides sobre la secreción de las gonadotropinas, se realiza por 

medio de los andrógenos 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 estrógenos en 

el HYP (Andrews et al., 1981). Sin embargo. se ha observado que entre los días 16 y 

20 días de vida postnatal se requiere que aumente la secreción de esteroides 

para que aumente la secreción de LH (Ojeda et al., 1985). 

En la fase juvenil desaparece la secreción pulsátil de la LH, disminuyen las 

concentraciones plasmáticas de la FSH y sobre todo las de la alfafetoproteína y 

hay más estrógenos libres (Ojeda et al., 1986). 

Con el inicio de la fase juvenil o prepúber (día 22 de edad) el animal 

responde al aumento de las concentraciones plasmáticas de estrógenos. con la 

liberación de LH en cantidades similares a las del proestro (Andrews et. al., 1981 ) . 

En este tiempo, la secreción hipotalámica de la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH) es regulada de manera inhibitoria por los estrógenos. los 

que reemplazan a los andrógenos aromatizables que juegan un papel 

predominante durante la fase infantil, aunque los andrógenos siguen 

contribuyendo en este proceso. 

Por otro lado, aún cuando en esta fase se presentan ondas de crecimiento 

y atresia folicular, los folículos todavía no alcanzan el estado ovulatorio. La 

adquisición de esa capacidad en el momento de la pubertad está regulada por 

múltiples factores hormonales y neurogénicos que operan bajo la dirección del 

SNC (Ojeda et al., 1986). 

Además de la FSH y la LH, la adenohipófisis 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, ta 

secreción de ambas hormonas es baja pero va incrementando gradualmente 

(Doler y Wuttke, 1975; Andrews y Ojeda, 1977). 

En la fase peripuberal, conforme se alcanza la pubertad, los ovarios 

adquieren gradualmente la capacidad para secretar estrógenos en respuesta a 

la estimulación gonadotrópica (Ojeda et a/., 1986). Este cambio está asociado 

con dos eventos: el primero, es un incremento en el número de receptores a la LH, 

que aunque ya se manifestó durante el desarrollo de ta fase infantil, la cantidad 

de receptores aumenta hacia la cuarta semana de vida; y el segundo, es una 

disminución en el número de receptores a ta GnRH que se inicia durante ta 
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segunda mitad de la fase juvenil (Dalkin et. al.. 1981) y es más pronunciado 

durante los días que acompañan a la primera ovulación. Dado que la GnRH 

inhibe la función gonadal se puede sugerir que la disminución en el contenido de 

receptores a la GnRH refleja una disminución de la influencia inhibitoria del 

péptido sobre el desarrollo folicular. Así. el incremento simultáneo de los 

receptores a la LH provee la amplificación necesaria para su acción estimulatoria 

(Ojeda et al .. 1986). 

El inicio de la pubertad está 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 plasmáticas de la prolactina y la hormona del crecimiento se 

incrementan significativamente respecto a las observadas durante la fase juvenil. 

lo mismo que la secreción de estrógenos por el ovario en respuesta al estímulo 

gonadotrópico (Advis et. al.. 1979; Andrews y Ojeda. l 9l7;0jeda et al . • 1986). 

Los cambios diurnos en el patrón de secreción de la LH que no son 

detectables en ratas juveniles de 22 a 24 días de edad, son demostrables en las 

de 28 ó 29 días y son fácilmente detectables entre los 35 y 39 días de vida. 

Alrededor de la quinta semana de vida postnatal aumenta la magnitud de los 

pulsos vespertinos. así como la liberación de la LH basal. lo que estimula la 

secreción de los esteroides (Urbanski y Ojeda. 1985). 

El hecho de que las concentraciones preovulatorias de E2 pueden estimular 

la liberación de LH. tan temprano como se inicia la fase juvenil (día 21 ). parece 

indicar que el tiempo de la pubertad depende de que el ovario adquiera la 

capacidad de producir concentraciones altas de fa. En contraste. el cambio en 

la liberación de la LH pulsátil. que señala el inicio de la pubertad, es originado en 

el SNC y es un evento independiente de las gónadas(Advis et. al.. 1981; Fink. 

1986). 

De acuerdo con los criterios de clasificación morfológica. la pubertad en la 

rata hembra está dividida en las siguientes fases: l) Anestro. Pertenece a la fase 

juvenil tardía; comienza la liberación de LH; ocurre alrededor del día 30. de vida 

postnatal. las ratas son pequeñas(menos de l 00 g peso corporal); no se detecta 

fluido intrauterino. la vagina está cerrada. 2) Proestro temprano. En esta fase el 
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útero se agranda y hay presencia de fluido intraluminal; la vagina está cerrada. 3) 

Proestro tardío. Es el día del primer proestro; el útero está lleno de fluido; la vagina 

está cerrada. 4) Estro. Es en el día de la primera ovulación, el fluido uterino no es 

abundante; el cuerpo lúteo es fácilmente distinguible. la vagina está abierta y en 

la citología vaginal predomina la presencia de células cornificadas. 5) Primer 

diestro. La citología vaginal presenta en mayoría leucocitos, así como la 

presencia de cuerpo lúteo maduro en los ovarios (Ojeda y Urbanski, 1994). La 

apertura vaginal se presenta como la presencia de fluido en la vagina (36±3 días) 

(Ojeda et al .• 1986). 

Todos estos eventos inducen la aceleración del crecimiento y la 

maduración folicular que culmina con la ovulación (Advis et. al., 1981 ; Fink. 1986). 

En estudios realizados en las décadas de loa años sesentas y setentas, se 

demostró que los andrógenos capaces de inducir la diferenciación sexual de los 

mecanismos de regulación de la secreción gonadotrópica, son aquellos que 

pueden ser aromatizados y convertidos a estrógenos. Esto se basa en el hecho de 

que una inyección de estradiol a ratas hembras neonatales. también causa 

esterilidad anovulatorio conocido como síndrome de estrogenización o 

desfeminización; que se caracteriza con la pérdida de la capacidad de liberar la 

GnRH de manera cíclica en respuesta al estímulo con estrógenos y de la 

capacidad de presentar respuesta de lordosis (Feder, 1981; Gorski. 1963). Esto es 

apoyado por el hecho de que un antiestrógeno sintético bloquea la acción 

masculinizante de los andrógenos sobre el modelo de secreción de las 

gonadotropinas (McDonald y Doughty, 1972). Los andrógenos que pueden ser 

convertidos a estrógenos (andrógenos aromatizables) son más efectivos en la 

inducción de la virilización del sistema regulador de las gonadotropinas 

(McDonald y Doughty, 1974). 

3.5.2 Modelo farmacológico de la desfemlnlzaclón hlpotálamlca 

La diferenciación sexual del cerebro es el proceso durante el cual l<::JS 

hembras y los machos. experimentan transformaciones celulares y anatómicas. 

21 

- -- -------------- ---~~~~--



que determinan diferencias en la actividad cerebral de ambos sexos. El 

establecimiento de dichas diferencias no es sólo el resultado directo de la 

expresión genómica, sino que depende en gran medida del medio hormonal en 

el cual esté en contacto el cerebro durante un periodo crítico de su desarrollo. 

(Gorski, 1968). 

Las acciones de las hormonas esferoides son de dos tipos: 1 ) 

activacionales, son aquellos efectos que ejercen las hormonas dentro de un 

órgano blanco, ya consolidado, activando algún mecanismo específico; y 2) 

organizacionales, son aquellas acciones que ejercen las hormonas sobre un tejido 

en desarrollo, para dirigir permanentemente la organización de dicho tejido 

(Arnold y Gorski, 1984). 

La diferenciación sexual del cerebro es una consecuencia de la acción 

organizacional de hormonas esferoides; es decir, las hormonas esferoides ejercen 

su efecto sobre áreas específicas del SNC, como es el POA y el HYP que se 

manifiestan en el animal adulto en alteraciones permanentes de su fisiología 

reproductiva (Kato y Onouchi, 1983 ). 

En estudios realizados hace más de tres décadas, se mostró que las 

hormonas esferoides tienen efectos en el desarrollo del POA y del HYP, que se 

manifiestan en el animal adulto como alteraciones permanentes en la fisiología 

reproductiva como son: cambios en la receptividad sexual, alteraciones vaginales 

y actividad ovárica, así como variaciones en los niveles de hormona liberadora 

de GnRH en las hembras (Herrenkohl y Scott, 1984; Pinillo et al., 1993). En el caso 

de . los machos se impide la androgenización de estructuras cerebrales que 

determinan la secreción fásica de la GnRH (Van der Schoot y Zeilmaker, 1972). 

La diferenciación sexual de los mamíferos, es un proceso dinámico, 

secuencial, ordenado, el cual se lleva a cabo en varias etapas consecutivas: el 

establecimienfo del sexo cromosómico durante la fertilización, la etapa 

pregonada!, el desarrollo del sexo gonadal y la definición de los genitales internos 

y externos, que condicionan el sexo fenotípico. La determinación sexual es 

primordialmente genética y el control de la diferenciación está dada por el 

cromosoma Y (López-López et a/., 1996). Sin embargo, la diferenciación sexual 
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depende de la presentación de los eventos moleculares y morfológicos 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 cuál están expuestos, no sólo los 

tejidos reproductivos sino también el SNC durante el periodo crítico del desarrollo. 

En roedores se ha observado que existe un periodo crítico entre 25-35 días post­

fertilización en el cual la presencia o ausencia de hormonas esteroides determina 

de manera irreversible el tipo de patrón de liberación de la GnRH (Arnold y Gorski, 

1984). 

La desfeminización neonatal de la hembra se manifiesta en el animal 

adulto como estro continuo, falta de ovulación cíclica, disminución del peso 

ovárico y aumento del peso corporal. La falta de ovulación cíclica provocada 

por la desfeminización neonatal es debida a alteraciones en la sensibilidad del 

HYP y ARC al igual que en el POA a los estímulos que provocan normalmente 

ovulación. Se sabe que sé induce la anovulación permanente al implantar 

esteroides en el HYP pero no en el POA o en la formación reticular mesencefálica 

(Wagner et al.. 1966). 

En los primeros estudios sobre el papel de las hormonas esteroides en la 

diferenciación sexual se emplearon diversos andrógenos. como la T o el 

propionato de testosterona (PT). los cuales inducen desfeminización en ciertas 

áreas del SNC. Posteriormente se administraron E2 o benzoato de estradiol (BE). los 

cuales inducen desfeminización a nivel del HYP (Christensen y Groski, 1978). 

Estudios subsecuentes sugirieron que el compuesto desfeminizante es el estrógeno 

derivado de la aromatización de T y no el andrógeno mismo. 

En la actualidad se sabe que: 19 compuestos androgénicos no 

aromatizables no son virilizantes mientras que los aromatizables sí virilizan, 2) los 

estrógenos naturales o sintéticos inducen desfeminización aún en dosis menores 

que los andrógenos, 3) la administración simultánea de los estrógenos y 

antiestrógenos así como los inhibidores de la aromatización bloquean la acción 

desfeminizante de los estrógenos, y 4) en la etapa perinatal existen enzimas 

responsables de la aromatización de los andrógenos en el HYP y en el sistem9 

límbico de ambos sexos. En la etapa postnatal la actividad de esas enzimas 
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disminuye y en el núcleo de las neuronas hipotalámicas de ambos sexos hay 

expresión de receptores a E2 y a P" (RP) (Maclusky et al., 1981: McEwen, 2002). 

Hasta el momento se desconoce qué genes participan en el proceso de 

diferenciación sexual hipotalámica regulado por hormonas asteroides. Los 

mecanismos moleculares exactos involucrados en los efectos fisiológicos a corto y 

a largo plazo de las hormonas esteroides sexuales administrados durante el 

periodo crítico del desarrollo postnatol, también se desconocen. En este trabajo 

se estudiaron los efectos del E2 y la T administrados durante el periodo crítico del 

desarrollo postnotol sobre la expresión de la proteína del RP en el HYP y el POA­

AHA de ratos hembras. 
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4.0 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la expresión de la proteína 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 

O Determinar y evaluar la expresión de la proteína del RP en el día de la AV. en 

las regiones del POA-AHA (PVN y NPM} y del HYP (VMN y ARC} de ratas 

hembras tratadas neonatalmente con vehículo o con fa . 

O Determinar y evaluar la expresión de la proteína del RP en el día de la A V, en 

las regiones del POA-AHA (PVN y NPM} y del HYP (VMN y ARC} de ratas 

hembras tratadas neonatalmente con vehículo o con T 

O Determinar y comparar la expresión de la proteína del RP total de las 

diferentes regiones a estudiar en el tiempo de la A V a la administración 

aguda de E2 en ratas desfeminizadas. 

25 

----------------------------



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 mamíferos; y que la expresión de la 

proteína del RP en esta área del cerebro es inducida por estrógenos. Se sabe, que 

la administración de hormonas esferoides sexuales en el periodo crítico del 

desarrollo postnatal de la rata hembra produce cambios morfológicos y 

conductuales en áreas cerebrales relacionadas con la diferenciación sexual en 

los roedores. Sin embargo, no existe hasta el momento ningún estudio a nivel 

molecular que demuestre la participación de la proteína de RP en un modelo 

farmacológico de diferenciación sexual del cerebro. 

Utilizando la técnica de inmunohistoquímica se pretende demostrar la 

presencia del RP en los núcleos relacionados con la diferenciación sexual 

cerebral, siendo diferente la inmunoreactividad entre cada tratamiento y entre 

cada núcleo. 
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6.0 HIPOTESIS 

La expresión de la proteína del receptor a progesterona en el hipotálamo 

será mayor en las ratas tratadas con E2 y con T en el periodo crítico de la 

diferenciación sexual del cerebro. en comparación con las ratas control en el 

tiempo de la apertura vaginal. 
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7.0 MATERIALES Y METODOS. 

7.1 Animales de experimentación 

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

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

cada grupo por ocho animales. 

7 .2 Diseño experimental 

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

tabla: 

Sexo Tratamiento al día Dosis de administración 

postnatal tres hormonal 

Hembra Control (C) Aceite de maíz (vehículo} 100 µL 

(n = 8) 

Hembra Testosterona (T} Propionato de 200 µg/100 ml 

(n = 8) testosterona 

Hembra Estradiol (E) 1 7-13-estradiol 200 µg/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 

administró por vía intraperitoneal una dosis única de E2 (5 µg por cada 100 g de 

peso corporal), sacrificándolas 2 horas después de la administración. 
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7.3 Obtención de tejidos. 

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital a una dosis ( l mg por 

cada 100 g de peso corporal) por vía intraperitoneal e inmediatamente 

perfundidos por punción cardiaca, en el ventrículo izquierdo, utilizando una aguja 

de calibre 21, conectada a una bomba de perfusión a una velocidad constante 

de 2mL/min; para la salida delas soluciones se realizó un corte en la arteria aorta 

del corazón. Para la perfusión se usó primero la solución de cloruro de sodio al 

O. 9% (250 mL) y después, la solución fijadora de paraformaldehído al 4% en PBS 

(250 mL). 

Al término de la perfusión, se obtuvieron los cerebros y los ovarios. Los 

cerebros se postfijaron en paraformaldehído 24-72 horas y posteriormente en KPBS 

sacarosa al 10%, 24-72 horas, previo al corte por congelación. 

Se seleccionaron algunos cortes para identificación de los diferentes 

núcleos a estudiar, para ello fueron teñidos con violeta de cresilo. Las referencias 

anatómicas 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, estudiándose el POA (figura 5), PVN (figura 6) y el HYP (figura 7). 

Para esto se realizaron cortes a nivel del PO A-A HA y del HYP, de 50 µm en 

crióstato y colocados en una solución anticongelante para su almacenamiento 

a -20º C, hasta su uso. 

Los ovarios fueron deshidratados, posteriormente se incluyeron en parafina 

para cortes en microtomo de 8 µm y se colocaron en portaobjetos tratados con 

poly-L-lisina. Estos cortes se tiñeron con hematoxilina-eosina para observar su 

morfología. 

En el día de AV, a los animales se les tomó un frotis vaginal para confirmar 

el estado de estro permanente (presente en animales desfeminizados), se 

sacrificaron las ratas por decapitación y se recolectó la sangre para determinar 

los niveles hormonales de P4 y E2 en suero por radioinmunoensayo. 
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Figura 5. Descrlpcl6n histológica de la reglón del órea pre6ptlca medial (POA). 
A)Fotomicrografía de una sección coronal representativa del POA tomada de Pellegrino et 
al.. 1979. B) Representación esquemótica modificada del POA (a, en la zona blanca se 
observa el núcleo preóptico medial) tomada de Paxinos y Watson. 1998. C) Fotomicrografías 
de una sección coronal representativa del POA localizada en microscopio de luz en un corte 
de 30 µm teñido con violeta de cresilo (4X), [barra=200µm]. D) (lOX) [barra=lOO µm]. E) (20X) 
[barra=25 µm]. F) (40X) [barra=25 µm). 
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Figura 6.Descrlpclón histológica de la reglón hlpotalómlca anterior (AHA). A) Fotomicrografía 
de una sección coronal representativa de AHA tomada de Pellegrino et al.. 1979. 8) 
Representación esquemática modificada de AHA (b, en la zona blanca se observa el PVN) 
tomada de Paxinos y Watson, 1998. C) Fotomicrografía de sección coronal representativa de 
PVN localizada en microscopio de luz en un corte de 30 µm teñido con de violeta de 
cresilo[barra=200µm] (4X). D) [barra=lOOµm] (lOX). E) (20X) [barra=25µm]. F) (40X) 
[barra=25µm]. 
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Figura 7. Descripción histológica de la reglón del hlpotólamo posterior (HYP). A) 
Fotomicrografía de sección coronal representativa de HYP tomada de Pellegrino et al., 
1979. B) Representación esquemática modificada de HYP (c. en la zona blanca se 
observa el ARC y d, el VMN) tomada de Paxinos y Watson, 1998. C) Fotomicrografía de 
sección coronal representativa del VMN y del ARC localizada en microscopio de luz en un 
corte de 30 µm teñido con violeta de cresilo (4X) [barra=200µm]. D) VMN y ARC(lOX) 
[barra= lOOµm]. E) ARC (20X) [barra= 25 µm]. F) VMN (20X) [barra= 25 µm]. G) ARC (40X) 
[barra=25 µm]. H) VMN (40X) [barra=25 µm]. 
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7.4 Anállsls lnmunohlstoquímlco 

Una vez que se identificó el nivel del núcleo a estudiar, se procedió a 

seleccionar cortes para la evaluación de la expresión de la proteína del RP. 

La técnica de inmunohistoquímica se realizó en cortes por flotación, 

utilizando el siguiente protocolo: 

1 ) Lavar con KPBS dos veces por 1 O minutos. 

2) Agregar solución de peróxido de hidrógeno al 1 % en agua desionizada o KPBS 

por 1 O minutos. 

3) Lavar con KPBS dos veces por 1 O minutos. 

4) Agregar solución 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 dilución 1 :50 por 48 h a 4º C 

7) Lavar en KPBS dos veces por 1 O minutos. 

8) Agregar Anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-conejo (Vector 

Vectastain). a una dilución 1 :100 por 2 ha temperatura ambiente. 

9) Lavar en KPBS dos veces por 1 O minutos. 

1 O) Agregar complejo Avidina-Biotina por 2 ha temperatura ambiente. 

11 ) Lavar en KPBS 2 veces por 1 O minutos. 

12) Revelar con una solución de DAB o temperatura ambiente de 2 a 5 minutos. 

13) lnactivar la reacción con aguo destilada dos veces por 5 minutos. 

Inmediatamente se procedió a la deshidratación. Los cortes se colocaron en 

laminillas tratados con poly-L-lisino, se secaron o 37 ºC por 2h. La deshidratación 

consistió en lavados de 15 segundos en aguo destilado, etanol 50%, 70%, 90%, 

96%, absoluto, etonol/xilol, xilol. xilol y se cubrieron con resina. 

Se procedió a observar los cortes en el microscopio óptico para determinar 

el área de interés. Se cuantificaron los regiones inmunoreactivos para RP en los 

diferentes áreas o estudiar, a través del analizador de imágenes KS300 (Karl Zseiss). 
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8.0 RESULTADOS 

Características fenotípicas de los animales desfemlnlzados. 

En este trabajo se estudió el patrón de expresión de la proteína del RP en 

diferentes áreas del SNC en ratas desfeminizadas. 

Los valores obtenidos de la talla y el peso de las ratas tratadas con fa y T 

durante el periodo crítico de la diferenciación sexual postnatal del cerebro no se 

modifica en comparación con las ratas controles. En cambio, la longitud de la 

vulva en las ratas desfeminizadas con E2 y T es más grande que en los controles. A 

pesar de que en la distancia ano genital no existen diferencias estadísticamente 

significativas. se observa una tendencia a ser ligeramente mayor en las ratas 

desfeminizadas que en los controles. Ver Tabla l. 

Tabla 1.Característlcas fenotípicas 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 + E2 19.13± l.23 l 78.8 ± 18.22 0.38±0.047 1.55±0.03 

EAV+E2 16.0±0. 06 136.7± 3.52 0.4± O.O* 1.7± 0.06 

TAV+E2 17.63± 0.71 178.0± 14.43 0.65± 0.03* 1.93±0.25 

Los animales fueron tratados con vehículo (CAV), estradiol (EAV) y testosterona {TAV) a los 

tres días de edad y sacrificados en el día de la A V. 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 comparó los grupos con el tratamiento agudo de E2 

(CAY+E2. EAV+E2 y TAV+E2) con los grupos sin tratamiento agudo de E2 (CAV. EAV y TAV), 

respectivamente. 

En los animales tratados con T (ratas testosterona. TA V). la A V ocurre de 

manera temprana (30±3 días, después de la administración) comparada con los 
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vehículo (ratas control, CAV) (38±2 días) o fa (ratas estradiol, EAV) (37±2 días). 

Tanto en las ratas CA V como las tratadas fueron estudiados durante el día del 

estro, bajo las condiciones experimentales antes descritas, la A V ocurre en la fase 

temprana del estro. Esto fue confirmado mediante un análisis citológico (frotis), el 

cual presentó una predominancia de células epiteliales cornificadas. También se 

demostró la anovulación de los animales desfeminizados, mediante un análisis 

histológico del ovario. Ver Tabla l 

Detección del patrón de la proteína del RP. 

El patrón de la expresión de la proteína del RP se detectó utilizando la 

técnica de inmunohistoqufmica; observándose un aumento en la 

inmunoreactividad en las regiones del POA-AHA y del HYP de las ratas EAV y TAV, 

sacrificadas en el día de la AV, en comparación con las ratas CAV. 

La administración aguda de E2 en el día de la A V produce un incremento 

significativo de la expresión de la proteína del RP en el grupo control en las 

regiones del POA-AHA y del HYP (CAV+fa). Ver Figuras 8 y 9. lnteresantemente, la 

expresión de RP no es inducida por la administración aguda de E2 en los animales 

desfeminizados. El grupo desfeminizado con E2 muestra una disminución en la 

expresión de la proteína 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 expresión de la proteína del RP al estímulo agudo (TAV+ fa). Ver Figuras 8 y 9. 

El análisis cuantitativo estimado para la inmunoreactividad del RP en toda 

la región del POA-AHA y del HYP muestra un incremento estadísticamente 

significativo en las ratas EAV y TAV. Ver Figuras 10 y 11. Mientras que los animales 

EA V no solo no responden, sino que disminuye la expresión de la proteína del RP 

al estímulo agudo. Ver Figuras 10 y 11. Con respecto a las ratas TAV no hubo 

cambios estadísticamente significativos. Ver Figuras 1 O y 11. 
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Figura 8. Expresión de la proteína de RP en el POA-AHA de ratas 
desfeminlzadas en el día de la apertura vaginal (AV). Los animales fueron 
tratados con vehículo (CAV), estradiol (EAV) y testosterona (TAV) a los 3 
días de edad y sacrificados el día de la A V (a, e, e). Otro grupo de 
animales fueron inyectadas i.p. con 17-[3-estradiol (5 µg) en el día de la 
apertura vaginal y sacrificadas dos horas después del tratamiento agudo 
(b, d, f). Todas las fotografías fueron tomadas a partir de un objetivo 20X. 
(barra= 50 µm). Las flechas señalan núcleos inmunoreactivos. 
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Figura 9. Expresión de la proteína de RP en el HYP en el día de la 
apertura vaginal (AV). Los animales fueron tratados con vehículo (CAV), 
estradiol (EA V) y testosterona (TA V) a los 3 días de edad y sacrificados el 
día de la AV (a, e, e). Otro grupo de animales fueron inyectadas i.p. 
con 17-p-estradiol (5 µg) en el día de la apertura vaginal y sacrificadas 
dos horas después del tratamiento agudo (b, d, f). Todas las fotografías 
fueron tomadas a partir de un objetivo 20X. (barra= 50 µm). Las flechas 
señalan núcleos inmunoreactivos. 
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Figura 1 O. Análisis cuantitativo de la expresión de la proteína de RP en ratas 

desfemlnlzadas en el día de la apertura vaginal (AV). Número estimado de células 

inmunoreactivas por rata en el área del POA-AHA. Los animales fueron tratados con 

vehículo (C), estradiol (E2) y testosterona (T) a los 3 días de edad y sacrificados en el día 

de la AV. Otro grupo de animales desfeminizados fueron inyectados i. p. Con 17-[3-

estradiol (5µg) y sacrificados dos horas después de la administración 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 e y E2 en el día de la AV. 
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Figura 11. Anóllsls cua11tltatlvo de la expresión de la proteína de RP en ratas 

desfemlnlzadas en el día de la apertura vaginal (AV). Número estimado de células 

inmunoreactivas por rata en el área del HYP. Los animales fueron tratados con vehículo 

(C), estradiol (E2) y testosterona (T) a los 3 días de edad y sacrificados en el día de la AV. 

Otro grupo de animales desfeminizados fueron inyectados i. p. Con 17-[3-estradiol (5µg) y 

sacrificados dos horas después de la administración 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 e y E2 en el día de la A V. 
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Determinación de Hormonas Esferoides en suero de animales desfemlnlzados. 

Para determinar que el incremento en la expresión de la proteína del RP en 

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

llevó a cabo la cuantificación, por RIA, de E2 y P 4 en el suero de esos animales. 

No se observan cambios en los niveles de hormonas esteroides 

esteroides (E2y P4) en el suero de animales desfeminizados en comparación con 

los controles en el día de la AV. Sin embargo, los animales que recibieron el 

tratamiento agudo (A V + E2) sí se observa un incremento en los niveles hormonales 

circulantes. 

Tabla 2. Niveles de esferoides sexuales en el suero de ratas en el día de la 

apertura vaginal (AV). 

Tratamiento Estradlol Progesterona 

(pg/ml) (ng/ml) 

CAV 77.86 ± 6.202 5.053 ± 0.5753* 

EAV 79 .33 ± 4.079 1.608 ± 0.5069 

TAV 81.6 1 ± 3.461 2.542 ± 0.3845 

CAV+E2 117.9±9.615* 5.560 ± 0.9125 

EAV+E2 211.9 ± 18.88* 3.968 ± 0.8940* 

TAV+E2 145.7 ± 16.07* 2.275 ±0.5234 

Los animales fueron tratados con vehículo (CAV), estradiol (EAV) y testosterona 

(TA V) a los tres días de edad y sacrificados en el día de la A V. Los niveles de los 

esteroides fueron determinados por radioinmunoensayo. Los datos son expresados 

como el promedio ± ES de 6 animales por grupo. *p < 0.05, se comparó los grupos 

con el tratamiento agudo de E2 (CA V+E2, EA V+E2 y T AV+E2) con los grupos sin 

tratamiento agudo de E2 (CA V, EA V y TA V), respectivamente. 
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9.0 DISCUSION 

Los resultados indican que la administración temprana de E2 y T durante el 

periodo crítico postnatal de la diferenciación sexual cerebral induce importantes 

cambios en la expresión de la proteína del RP, que es sensible a estrógenos, en el 

POA-AHA e HYP de la rata en el día de la AV. Esto demuestra que la proteína del 

RP participa en el establecimiento de los mecanismos celulares involucrados en la 

regulación de la fisiología reproductiva y conductual normal de la rata hembra. 

Los efectos a largo plazo de la administración del E2 durante el periodo 

crítico postnatal de la diferenciación sexual del cerebro sobre la expresión de la 

proteína del RP no había sido previamente estudiada. 

Para estudiar la sensibilidad a estradiol del RP en animales desfeminizados, 

se realizaron una serie de experimentos en el día de la A V administrando una dosis 

única aguda de E2. Se encontró que las ratas control expresan mayor cantidad 

de proteína del RP en el POA-AHA y en el HYP, esto permitió confirmar estudios 

previos donde se ha demostrado que el E2 regula a la alta el gen y la proteína del 

RP en diversas áreas del SNC (Blaustein et al., 1988; Romano et al., 1988). Sin 

embargo, se observó que los animales desfeminizados con E2 no sólo no 

responden al estímulo agudo del fa, sino que disminuye significativamente dicha 

expresión, lo que ha derivado en proponer que la regulación a la alta en el 

modelo de ratas desfeminizadas, que se lleva a cabo a nivel de la transcripción, 

se expresa deficientemente a nivel de la traducción; esto puede deberse a que 

en el POA-AHA existen diferentes núcleos, como el NPM y el PVN, que responden 

diferente al estímulo con E2 en condiciones fisiológicas normales (Kato y Onouchi, 

1983). En cuanto a las ratas tratadas con T, no se observó cambios 

estadísticamente significativos en la expresión de la proteína de RP. Estos datos 

sugieren que la impronta con hormonas esferoides (fa o T) en el periodo crítico de 

la diferenciación sexual del cerebro ejerce efectos moleculares y bioquímicos 

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 trabajo 

realizado 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 observó una regulación diferencial de la expresión de la proteína del 

RP al tratamiento agudo con E2 en el tiempo de la A V entre los animales 

desfeminizados con E2 y los desfeminizados con T. Esto sugiere que las vías 

moleculares y celulares que dan lugar a la expresión de la proteína del RP podrían 

estar alteradas a nivel de la transcripción o de la traducción. 

Estudios realizados en paralelo con el gen del RP son congruentes con lo 

encontrado en la expresión de la proteína del RP en los animales tratados en el 

periodo crítico postnatal. Sin embargo, los animales que recibieron tratamiento 

agudo el día de la A V presentan datos contradictorios a nivel de la trancripción 

con respecto a la traducción. Con la técnica de RT-PCR, se ha encontrado una 

mayor expresión del gen del RP con el tratamiento agudo en los animales control 

(CA V+ E2). sin cambios significativos en los animales tratados con E2 (EA V+ E2) y 

una expresión a la baja en los animales tratados con T (TA V + fa). Esto puede 

deberse a que el RNA obtenido está constituido por todos los núcleos de las áreas 

a estudiar. Y por lo tanto, la técnica inmunohistoquímica permite localizar con 

precisión los núcleos de interés. Para la técnica de RT-PCR se disecciona POA e 

HYP por separado lo que no impide el tener parte de algún otro núcleo cerebral 

que altere los resultados; lo que lleva a proponer la técnica de 

inmunohistoquímica como la indicada para diferenciar y evaluar la expresión de 

receptores a hormonas esteroides en el modelo usado para este estudio. En 

estudios posteriores en este mismo modelo se usará la técnica de hibridación in 

situ, que permitirá detectar la expresión del RNAm en los núcleos del POA-AHA y 

del HYP. para confirmar los resultados de la expresión de la proteína del RP por 

inmunohistoquímica. 

Aunque en este estudio, tanto los animales control como los tratados, 

presentaron A V en el día del estro, varios reportes han demostrado cambios en la 

secreción de gonadotropinas y esteroides sexuales en ratas desfeminizadas 

(Pillina, et al.. 1993), sugiriendo que los valores endógenos de estrógenos 

circulantes en el día de la A V podrían ser diferentes entre las ratas control y las 

desfeminizadas. Sin embargo, para confirmar que la expresión de la proteína del 

RP en los animales desfeminizados no se debía a la concentración de fa 

endógeno; se cuantificó los niveles de E2 y P4 en suero, encontrándose que las 
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cantidades de estas hormonas es similar en los animales controles y 

desfeminizados. Esto sugiere que la administración de fa y T postnatal en el 

periodo crítico del desarrollo, deja una impronta permanente en el POA-AHA y en 

el HYP de estos animales. 

La expresión de la proteína del RP está regulada a la alta por 

estrógenos, los resultados obtenidos en el grupo de ratas desfeminizadas con T, 

sugiere que la hormona es aromatizada a fa, ejerciendo así un efecto en la 

transcripción de genes regulados por estrógenos como es el RP, participando en 

la diferenciación 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 

crítico postnatal de la diferenciación sexual del cerebro. La presencia de 

hormonas esferoides durante dicho periodo, altera de manera permanente el 

desarrollo del sistema nervioso en hembras, las cuales presentan una típica 

conducta de machos en la etapa adulta (Cooke et al., 1998). 

Nuestros resultados apoyan datos recientes sobre la expresión del RP en el 

macho, donde se demuestra la dependencia a E2 y T (que es aromatizada a E2) 

de la expresión de RP y la diferenciación sexual del cerebro. Así como el cambio 

de los volúmenes y la expresión de la proteína del RP similar a las ratas 

desfeminizadas en comparación con machos controles; y en machos castrados y 

tratados con E2 y T donde se observa un cambio contrario en la expresión de la 

proteína de RP comparando con el modelo que se utilizó en este estudio. 
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1 O. CONCLUSIONES 

1. La cantidad de la expresión de la proteína del RP es mayor en los núcleos del 

POA-AHA e HYP en las ratas desfeminizadas con estradiol que en las ratas 

control en el día de la AV. 

2. La cantidad de la expresión de la proteína del RP es mayor en los núcleos del 

POA-AHA e HYP en las ratas desfeminizadas con testosterona que en las ratas 

control en el día de la A V. 

3. La cantidad de la expresión de la proteína del RP aumenta en los núcleos del 

POA-AHA e HYP después de la administración del tratamiento agudo con 

estradiol en las ratas control en el día de la A V. 

4. La cantidad de la expresión de la proteína del RP disminuye en los núcleos del 

POA-AHA e HYP después de la administración del tratamiento agudo con 

estradiol en las ratas desfeminizadas con estradiol en el día de la A V. 

5. La cantidad de la expresión de la proteína del RP no cambia en los núcleos 

del POA-AHA e HYP después de la administración del tratamiento agudo con 

estradiol en las ratas desfeminizadas con testosterona en el día de la A V. 
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12.0 APENDICE 

Alcohol-ácido 

99 mi de etanol 70% y l mL de HCI concentrado. 

Solución anticongelante. 

Sacarosa ............................................. 300 g 

Buffer de fosfatos de sodio O.OS M ....... 1 L 

Etilenglicol. ....................................... 600 mL 

H20 desionizada ....................... c. b. p. 2L 

Almacenar a 4 ºC 

Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M 

Na2HPQ4Q.2 M(27.6 g/L H20) ........ l 15 ml 

NaH2P04Q.2 M(28.4 g/L H20) ........ 385 ml 

H20 desionizada ........................ c. b. p. l L 

Deshidratación de ovarios 

Lavar con agua por 3 h 

Etanol 50% por 2h* 

Etanol 70% por l h* 

Etanol 80% por l h* 

Etanol 96% por l h* 

Etanol 96% por l h* 

Etanol 100% por l h* 

Etanol l 00% por 1 h* 

Etanol/xilol por l h* 

Xilol porl h* 

Xilol porl 2 h*. 

Parafina líquida (60 ºC) por 2 h 

Parafina líquida (60 ºC) por 6 h 

* con agitación constante 

-· -----~~~-·-·,,....--,-·-·······-::·_·_· .--··-~····_··· ---
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Eosina 

Solución stock 

Eosina Y ...................... 10 g 

Agua destilada .............. 200 ml 

Etanol 96% ...................... 800 ml 

Se mezcla en frío y se filtra, filtrar cada que se utilice. 

Para usarse: 375 ml de etanol 80%, 25 ml de la solución stock y 2.5 ml de ácido 

acético glacial 5% v /v. 

Hematoxilina de Harris 

Hematoxilina ........................ 1 g 

Oxido rojo de mercurio ...... 0.5 g 

Alumbre (sulfato de aluminio, amonio o potasio} .......... 20g 

Etanol absoluto ................... 1 O ml 

Agua destilada .................... 200 ml 

Disolver la hematoxilina en el etanol a baño María y tapado; por aotra parte 

disolver el alumbre en la mitad de agua destilada, se mezclan ambas soluciones y 

se les adiciona el reto del agua. Al hervir se le adiciona el óxido de mercurio 

(cuidado} hasta coloración rojo-púrpura; enseguida se enfría con hielo y se filtra 

1 O veces. Se le agregan 3-5 gotas de ácido acético por cada 1 O ml de solución. 

Filtrar antes de usar. 

KPBS 

K2HP04 ........ 0.45 g 

KH2P04 ......... 3.81 g 

NaCl. ............. 9.0 g 

H20 desionizada ....... c. b. p. 1 L 

pH 7.4 
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PBS 

NaCl. ............. 8.0 g 

KCl. ................ 0.2 g 

Na2HPQ4 ....... 1.44 g 

KH2P04 .......... 0.24 g 

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

pH 7.4 

Solución de poly-L-lisina 

50 µg/ml de poly-L-lisina 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 días siguientes de su preparación. 

Tinción 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 azul 

• Agua destilada por 5 seg 

• Solución de etanol 70% con HCI% (99: 1) 

• Agua destilada hasta el cambio de color café-rosado 
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• Solución saturada de carbonato de litio hasta cambio de color azul 

• Agua destilada por 5 seg 

• Etanol 70% por 1 min 

• Eosina por 6 min 

• Agua destilada por 5 seg 

• Etanol 50% por 1 5 seg 

• Etanol 70% por 1 5 seg 

• Etanol 96% por 15 seg 

• Etanol 96% por 1 5 seg 

• Etanol 100% por 15 seg 

• Etanol 100% por 1 5 seg 

• Etanol-xilol por 1 5 seg 

• Xilol por 1 5 seg 

• Xilol por 2 min 

• Medio de montaje 

Tinción 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 5-1 O 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 

• Etanol 96% por 15 seg 

• Etanol 100% por 15 seg 

• Etanol 1 00% por 15 seg 

• Etanol-xilol por 15 seg 

• Xilol por 1 5 seg 

Xilol por 1 5 seg 

Medio de montaje 

*No aplica en cortes en congelación 

Se utilizó agua destilada para la preparación de las soluciones con etanol 
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13.0 ABREVIATURAS 

ARC 

AV 

CAV 

CAV + E2 

DBD 

DNA 

DTH 

E2 

EAV 

EAV + E2 

ERA 

ERE 

ERG 

ERH 

ERHT 

ERP 

ER¡3KO 

FSH 

GnRH 

HBD 

HYP 

i. p. 

LH 

NPM 

ovx 
p4 

POA 

Núcleo arcuato 

Apertura vaginal 

Control apertura vaginal 

Control apertura vaginal con administración aguda de 17-13-estradiol 

DNA binding domain 

Acido desoxirribonucleico 

Dihidrotestosterona 

17-(3-estradiol 

Estradiol apertura vaginal 

Estradiol apertura vaginal con administración aguda de 17-(3-estradiol 

Elemento de respuesta a andrógenos 

Elemento de respuesta a estrógenos 

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 estrógenos 13 

Hormona folículo estimulante 

Hormona liberadora de Gonadotropinas 

Hormone binding domain 

Hipotálamo 

lntraperitoneal 

Hormona luteinizante 

Núcleo Preóptico Medial 

Ratas ovarectomizadas 

Progesterona 

Area preóptica 

POA-AHA Area preóptica hipotalámica anterior 

PVN Núcleo paraventricular 

RFC Receptores a factores de crecimiento 
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RNA 

RNAm 

RP 

SNC 

T 

TAV 

Ácido ribonucleico 

Ácido ribonucleico mensajero 

Receptor a progesterona 

Sistema nervioso central 

Testosterona 

Testosterona apertura vaginal 

TAV + E2 Testosterona apertura vaginal con administración aguda de 17-13-

estradiol 

VMN Núcleo ventromedial del hipotálamo 

ESTA TESIS NO SALl:!. 
n~ ;r A n-n·n.~OTFlf:A 

C... B . .i ,. J',, , "' 
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