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Muchas veces oigo decir que la verdad es sencilla. Eso es cierto,
me temo unicamente que la gente lo interpreta mal. Ellos piensan que

lo sencillo es sencillo de entender. Pero no hay nada mas dificil.

Michael Ende
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Resumen

El estradiol ejerce su efecto a través de su unién con su receptor nuclear
especifico, este complejo hormona-receptor se une a secuencias especificas del
DNA activando la transcripcion de genes regulados por esta hormona. Hasta el
momento se conocen dos tipos de receptores a estrég;enos: la isoforma o y la
isoforma 3, ambas proteinas se han detectado en diversas estructuras de! cerebro
de los mamiferos en diversos modelos experimentales. El hipocampo forma parte
del sistema limbico del Sistema Nervioso Central y se encarga de modular algunas
de las funciones cognoscitivas y de conducta en los mamiferos. Los mecanismos
involucrados en estas funciones implica un re-arreglo de conexiones sinapticas
necesarias para el proceso de memoria y de aprendizaje. Multiples trabajos han
demostrado que el hipocampo participa en la regulacion de la conducta
reproductiva de los animales y este proceso se debe en parte a los efectos del
estradiol enddgeno durante el ciclo estral de la rata. El objetivo de este estudio fue
determinar la expresion de la proteina del receptor a estrégenos o y § en el
hipocampo durante el ciclo estral de la rata. Para esto se utilizé la técnica de
inmunohistoquimica en cortes coronales del cerebro de la rata, los datos obtenidos
se cuantificaron utilizando un analizador de imagenes. Los resultados muestran
que existe una mayor expresion de la isoforma B del RE que la isoforma o en CA1
y CA3 del hipocampo. Se observé un mayor numero de células inmuno-reactivas
para la isoforma a durante el estro y para la isoforma B durante el metaestro en
CA1, mientras que para la region CA3 se observdo mayor numero de células
inmuno-reactivas durante la etapa del metaestro y proestro para la isoforma o, en
contraste con lo observado para la isoforma 3 en el diestro. Estos resultados
sugieren una regulacidon diferencial de ambas isoformas por los niveles
hormonales endoégenos durante el ciclo estral de la rata.
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1. Antecedentes.
1.1. Hormonas esteroides sexuales.
1.1.1. Generalidades.

Hormona es “un mensajero quimico secretado por células especificas, el
cual es transportado por el torrente sanguineo, ejerciendo su efecto en una célula
blanco donde actua regulando el crecimiento o la actividad de las células”. Las
hormonas generalmente son transportadas en la sangre desde su lugar de
produccion hasta el sitio en que actuan (Viliee CA, 1988).

Las hormonas esteroides son moléculas lipidicas cuya estructura basica
consiste de un nucleo tetraciclico al cual se le denomina
ciclopentanoperhidrofenantreno, debido a que presenta tres anillos de seis atomos
de carbono (perhidrofenantreno) y un anillo de cinco atomos de carbono
(ciclopentano) (Gorbman A y Bern H, 1962). El colesterol es la molécula
precursora de todos los esteroides, estos incluyen a las hormonas sexuales, las
hormonas adrenocorticales, los glucosidos y los acidos biliares. El colesterol esta
constituido por un nucleo tetraciclico, grupos metilos unidos a los carbonos 10y 13
y una cadena Igteral formada de ocho carbonos unida al carbono 17. La
separacion de los carbonos 20 y 22 de la cadena lateral da lugar a los pregnanos,
esta serie incluye a las progestinas. La segmentacion de los carbonos 17 y 20 de
la cadena lateral origina la serie de androstanos o esteroides de 19 carbonos, en
los cuales se ubican a los androgenos. Finalmente, |a salida del grupo metilo unido
al carbon 10 forma la serie de estranos o esteroides de 18 carbonos y da origen a
los estréogenos. La corteza suprarrenal, los testiculos, el ovario y la placenta
secretan esteroides. La hormona sexual femenina primaria, el estradiol, es
sintetizada por aromatizacion a partir de la testosterona (Gore-Langton RE y
Armstrong DT, 1988) (Figura 1).
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Figura 1. Sintesis de los principales esteroides sexuales. 1) 20, 22 Desmolasa; 2) 3x-OH-
esteroide deshidrogenasa. 3) 17a-hidroxilasa, 4) 17, 20-esteroide liasa (desmolasa), 5) aromatasa,
6) 17a-OH-esteroide deshidrogenasa 7)16«-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 hormonas esteroides (A, B, C, D) (Gore-Langton, 1988).



1.1.2. Mecanismo de accién de hormonas esteroides.

Hasta el momento se conocen dos mecanismos de acciéon de las hormonas
esteroides: 1) el clasico llamado '"genomico" y 2) el no clasico llamado "no
genémico” (Beato M y Klug J, 2000).

1.1.2.1. Mecanismo gendomico.
=

Los esteroides estan involucrados en varias respuestas fisiologicas
cejulares a través de su accion gendmica. De acuerdo a la teoria clasica de
accion, las hormonas esteroides se unen a sus receptores especificos, que son
factores de transcripcion intracelulares que at unirse con su ligando modulan la
expresion de genes blanco regulados por esteroides ejerciendo un efecto positivo
o negativo en estos genes (Beato M et al., 1996; Beato M y Klug J, 2000).

E!l esteroide libre se difunde pasivamente dentro de su célula blanco hasta
llegar al nucleo, en este sitio se une con su receptor especifico. La unién del
esteroide con su receptor genera cambios conformacionales en este ultimo,
permitiendo que el complejo hormona-receptor se una con alta afinidad a los
elementos de respuesta a hormona (ERH). Estos ERH reguladores son
secuencias palind_rc')micas 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) y 4) el elemento de respuesta a
mineralocorticoides (ERM), que tienen una secuencia consenso comun,
GTACANNNTGTTCT, por medio de la cual actian. La secuencia consenso del
elemento de respuesta a estrogenos (ERE), AGGTCANNNTGACCT, es muy
parecida al elemento de respuesta a hormonas tiroideas (ERHT), solamente que
esta no tiene los nucledtidos separadores (TCAGGTCA TGACCTGA). La unién del
complejo hormona-receptor al ERH activa la transcripciéon de genes regulados por
hormonas, generando la sintesis del RNA mensajero, que posteriormente se
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traducira en una proteina, y esta ejercera su efecto en su propia célula o fuera de
ella (Fuller PJ, 1991) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo general de accién de las hormonas esteroides. £l receptor activado por la
hormona esteroide se une a un elemento de respuesta hormonal localizado en el extremo 5 de un
gen regulador (también llamado gen temprano o primario). Esta union regula la transcripcion del
gen regulador minutos después de que la hormona entra a la célula. Dentro dela célula blanco
pueden existir varios genes reguladores que responden a una hormona en particular, y cuya
proteina participa en una multitud de sucesos en varios sitios dentro de la celula. El tiempo
indicado representa el tiempo estimado para que ocurra el suceso después de la entrada de la
hormona a la ceélula. PT= proteina transportadora, R=receptor, S=esteroide, S-R= receptor
activado, HRE= elementos de respuesta a hormonas esteroides, HSP90= proteina de choque
térmico (Landers y Spelsberg, 1992).
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Los receptores a hormonas esteroides actian como factores de la
transcripcion para regular la expresion génica por el reconocimiento palindrémico
de ERE en el DNA después de la homo o heterodimerizacion del complejo
ligando-receptor. Subsecuentemente, la transcripcion es iniciada en conjuncion
con el complejo de la transcripcidon basal, diferentes coactivadores, represores y
reguladores (Beato M y Kiug J, 2000). La modulacion de la transcripcion depende
de la unién del complejo ligando-receptor y se le ha denominado “genémico” y es
sensible a inhibidores de la transcripcion y ta traduccion (Verrey F, 1998).

1.1.2.2. Mecanismo no genomico.

En contraste al mecanismo de accion gendmico, los efectos no-gendmicos
por esteroides son principalmente caracterizados por fa insensibilidad a inhibidores
de la transcripcion y sintesis de proteinas representando la mas obvia evidencia
experimental por la cual su accién comienza rapidamente (en cuestion de
segundos © minutos). Estos rapidos efectos estan mediados a través de
receptores con propiedades farmacoldgicas distintas a la de los receptores

esteroides intracelulares (Falkenstein E, et al., 2000).

Distinto a los receptores esteroides intracelulares, los receptores de
interaccion en la 'n;iembrana (tales como péptidos agonistas, catecolaminas o el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas) afectan la funcién celular por
modulacién de los niveles intracelulares de un segundo mensajero. En adicién a
estos efectos directos de los segundos mensajeros, los cambios inducidos por
agonistas de mensajeros intracelulares modulan la transcripcion por esteroides a
través de un entrecruzamiento de senales intracelulares "cross-talk'. Por ello, la
activacion de células por péptidos agonistas puede modular la transcripciéon
nuclear inducida por esteroides a través de la activacion de segundos mensajeros
con una capacidad intrinseca para regular la transcripcion nuclear (Nordeen SK et
al., 1994). Ademas, el “cross-talk” intracelular puede ocurrir a la par en ausencia
del esteroide, por ejemplo, se ha demostrado que el factor de crecimiento
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epidermal activa al receptor de estrégenos alfa (REa) por senalizacion a través de
la via metabdlica de la MAP cinasa (MAPK), sugiriendo que la MAPK directamente

fosforila al REx (Bunone G et al., 1996).

Los efectos no-gendmicos de los esteroides sobre la funcidn celular
involucra convencionalmente cascadas de segundos mensajeros, algunas de
estas incluyen a la fosfolipasa C (PCL?) (Civitelli R et al., 1990), al pH intracelular
(Jenis LG et al., 1993; Wehling M et al., 1996), al calcio libre intracetular ([Ca®*};)
(De Boland AR y Norman AW, 1990; Wehling M et al., 1990) y a la proteina cinasa
C (PKC) (Sylvia VL et al., 1993).

La respuesta no-genomica especifica parece depender de! tipo de
esteroide, tipo celular, tejido o especie utilizado. Sin embargo, las cascadas de
senalizacion comparten grandes homologias con [Ca?");,, PKC, PLC, cAMP, pH,
MAP cinasa y otros tradicionales segundos mensajeros actuando por vias
distintas, pero con similar resultado (Falkenstein E et al., 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama del efecto no-gendmico. En el diagrama se aprecian algunas vias
metabdlicas que estarian involucradas en el fendmeno, también se especula de Ia existencia de un
receptor a esteroides membranal (Modificado de Falkenstein E et al. 2000).
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1.2. Receptor a estréogenos.
1.2.1 Generalidades.

Los miembros de la superfamilia de receptores a hormonas esteroides se
han organizado en tres grupos generales basados en la similitud quimica de sus
ligandos. 1) Los receptores para hormonas esteroides son: receptores a
andrégenos (RA), receptores a mineralocorticoides (RM), receptor a estréogenos
(RE), receptores a glucocorticoides (RG) y receptor a progesterona (RP); 2) los
receptores de RXR-heterodimeéricos incluido el receptor a tirosina (TR), receptor a
vitamina D (VDR), receptor a acido retinoico (RAR), receptor acido 9-cis-retinoico
(RXR), y receptor a ecdisona (EcR), el cual se encuentra en insectos y 3) un tercer
grupo de receptores llamados huérfanos debido a que no se conoce su ligando, se
incluyen a un nimero de receptores potencialmente importantes como el receptor
activador de proliferaciéon de peroxisomas (PPAR), el factor 1 esteriodogénico (SF-
1), el receptor al factor-inducido de crecimiento nervioso (NGFI), y el receptor
huérfano ligado al cromosoma X (DAX-1) (Evans RM. 1988; Enmark E et al., 1996;
Robertson D et al., 1997).

Se han caracterizado distintas isoformas por los receptores nucleares a
hormonas esteroig‘ies (Lazar MA. 1993; Chambon P. 1996; Gustafsson JA. 1997).
El RE tiene dos diferentes isoformas, el receptor a estrogenos a (ERa) y el
receptor a estrogenos 3 (ERB) que son codificados por genes diferentes (Lazar
MA. 1993; Chambon P. 1996; Gustafsson JA. 1997).

La proteina del RE esta constituido por cinco regiones denominadas como
A/B, C, D, E, F. Estos dominios estructurales son variables en tamarno y en funcién
(Figura 6). En el extremo carboxilo-terminal del RE se encuentra el dominio de
unién al ligando (LBD) que corresponde a la region E y F; en la regiéon D contiene
secuencias de reconocimiento para ciertas proteinas activadoras y/o represoras,
es el llamado dominio de unién a proteinas de choque térmico "Heat shock"



(HspBD) cuya funcion es la localizacion nuclear del receptor (Jackson TA et _al.,
1997); el dominio de unién al DNA (DBD) que corresponde a la regiédn C de la
proteina se une a los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) del DNA asi
como a otras secuencias, estos otros sitios de unidn pueden modular
alostericamente la naturaleza de la respuesta y también involucrar otros factores
de transcripcion (Gottlicher M et _al., 1998; Lefstin JA et al.,, 1998); cerca del

extremo amino-terminal de la proteina se encuentra el dominio de transactivacion
que corresponde a la region A/B, este dominio es el menos conservado entre los
receptores a hormonas esteroides (Danielsen M et al., 1987, Lees JA et al., 1989;
Tora L et al., 1989).

1.2.1.1 RE a.

El gen del REa humano fue clonado y secuenciado de las células humanas
de cancer de mama, llamadas MCF-7. El REa humano es localizado en el
cromosoma 6qg sub-banda 25.1 (Menasce LP et_al.,, 1993), el REx de ratéon se

localiza en el cromosoma 10 (Sluyser M et al., 1988) y en la rata se localiza en el
cromosoma 1 en la banda 1q12 (Szpirer C et al., 1997). La proteina de REa
consiste en 5§95 aminoacidos con un peso molécular de 66 KDa y conserva una
estructura similar a los receptores a hormonas esteroides nucleares descrita
anteriormente (Green S et al., 1986). La proteina es traducida de 8 exones (Kumar
V et al.,, 1986,1987) (Figura 4).

Exonas transcritos

mRNA l
de RE l 1 I'—’ 3, < l 5[ a l 7 8 IpoIVA..
Dominio de Pominic de unidn el ligendo
AF.1 unian al DA AF-2
2| AB | < ] o] = [ F Jcoom
Proteinas p=2 553 55
dal RE 180 63 302

Figura 4. Estructura del mRNA que codifica para la proteina del REa. La
proteina del REa consiste de seis dominios funcionales (AF), transcritos por
ocho exones, los dominios aparecen marcados con letras mayusculas de la A a
la F (Kumar V et al.,, 1986).
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1.2.1.2 RE B.

E! gen del REB fue clonado a partir de la préstata de la rata. La proteina
esta contituida por 485 aminoacidos y el peso molecular es de 54.2 KDa (Figura
5). El REpB tiene homologia con el REa especificamente en el DBD (95%) y el HBD
(65%), también tienen homologia funcional, ya que ambos receptores unen con
alta afinidad a los estrogenos (Kuiper et al.,, 1996). El REB de la rata esta
localizado en el cromosoma 12, al gen se le ha nombrado como Estrb, el DNA
complementario codifica para una proteina de 485 aminoacidos y tiene una
similitud del 97% con el DBD y un 60% con el LBD del REa del raton, presentando

las mismas propiedades farmacologicas que el REa (Tremblay GB et al., 1997).

Una de las principales diferencias que existen entre las isoformas es en su
regulacion , ya que es posible activar el REp del raton a través de fosforilacion por
una proteina cinasa activadora de la mitosis, contrario a lo que sucede con el REa
que es activado como un receptor nuclear clasico, por transduccion, que esta
descrito anteriormente (Kato S et al., 1995; Bunone G et al., 1996).

A B8 C D E F

rRE alfa
Cromosoma 1 AF-1 DNA Ligando/AF-2

66kDa

595 aag,

RE beta A B < D
Cromosoma 12
54 2kDa
485 a.a.

16.5% 85 5% 28.9% 53 5% Homologia

Figura 5. Comparacioén entre la estructura de la proteinadel REay
de {a rata y porcentaje de homologia en los animoacidos de las
diferentes regiones funcionales (Kuiper et al., 1996).
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1.3. Participacion del RE en el SNC.
1.3.1 Generalidades.

Las hormonas esteroides tienen efectos importantes en la regulacién de la
funcién del Sistema Nervioso Central (SNC). Los estrogenos, en particular,
participan en diversas funciones neuronales, como por ejemplo, el estradiol afecta
areas del SNC, como el hipotalamo que esta relacionado directamente en la
reproduccion o en funciones cognoscitivas, como la memoria y el aprendizaje en el
hipocampo (Woolley CS. 1999).

13.2REay B enel SNC

El RE se ha localizado en diversas areas y tipos celulares del SNC en
diferentes modelos experimentales en roedores utilizando diferentes técnicas. La
proteina del REa se ha detectado en el diencéfalo de ratas hembras y machos en
diversas etapas del desarrollo, presentando un patrén de distribucion diferente
entre ambos sexos en el area predptica y en el hipotalamo, encontrandose que en
las hembra la expresion del REa es mucho mayor que en los machos y que
aumenta conforme avanza el desarrollo (Yokosuka et al., 1997). Por hibridacion in
situ se detecté el RNAmM del REa en el area predptica con similares resultados a

los anteriores (Don Carlos et al., 1994).

Diversos estudios han demostrado la presencia de las isoformas del RE en
el SNC. En la estria terminalis de ratas hembras y machos adultos la expresion
del RE o y B es diferencial; y el RE a y B se expresa mas en las hembras que en
los machos, mientras que en la hembra ambas isoformas se expresan en el
macho sucede que sdélo el REa es la que se expresa. En el nlcleo preodptico
medial hay una expresion semejante de REa en machos y hembras mientras que
el REf se expresa solo en hembras pero en menor grado que al REx. En el nicleo

periventricular anteroventral del area predptica se observa un patron similar. En el
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area preoptica lateral no hay expresion de la isoforma 3 en hembras y machos y la
expresion de o es mayor en machos que en hembras. En nucleo paraventricular
del hipotalamo soélo hay expresion de REpB y es mayor en hembras que en
machos. En el nacleo periventricular intermedio sélo se expresa el REa en ambos
sexos Y en hembras es mayor la expresion que en el macho. En el ndcleo
supradptico solo hay expresion de RE3 en ambos sexos y en la hembra es mayor
que en el macho. En el nucleo ventromedial ambas isoformas se expresa en las
hembras aunque en menor cantidad la B y en el macho la expresion es un i)oco
mas baja que en la hembra. En nucleo arcuato se presenta un patron similar al de

nucleo ventromedia!l (Laflamme | et al., 1998).

En ratas hembras ovariectomizadas (OVX) se detectd por hibridacion in situ
la expresion del mRNA de ambas isoformas en area predptica y area hipotalamica
anterior presentando el mismo patrén el REa y REB. En nlcleo periventricular hay
una mayor expresion de o« que de . En nucleo paraventricular solo hay expresion
de B, lo mismo sucede con nucleo supraquiasmatico y nucleo supradptico. En el
area retroquiasmatica hay igual expresion de a y 3, lo mismo sucede en nucleo
dorsomedial e hipotalamo lateral. En el nlcleo arcuato existe una mayor
expresion de a que de B. En el nicleo ventromedial solo hay expresion de o
(Shughrue et al., 1997). En ratas OVX + estradiol (Ez) por medio de hibridacion in
situ se observa que la expresion del RNAmM en el niacleo predptico medial es
menor comparado contra un macho intacto, lo contrario se observa en el nucleo

preoptico anteroventral (Simerly et al., 1990).

En el hipotalamo y el area predptica la expresion del mRNA del REfJ es
diferente, pues en el hipotalamo anterior y medio es similar, mientras que en el
hipotalamo posterior es mucho menor (Shughrue et al.,, 1996). La expresién del
RNAmM en ciclo estral de ratas presenta algunas diferencias en el area preoptica
medial, la expresién es mayor en estro y menor en el proestro, en el nicleo
arcuato no hay cambio y en el nucleo ventromedial la expresion mayor se ve en

proestro y menor en estro (Shughrue et al., 1992).



Investigaciones recientes muestran que las neuronas cultivadas expresan
RE o y B en colocalizacidn con sitios colinérgicos (Hoésli E et _al., 1999), las

neuronas provienen de la neocorteza, el hipocampo, el area predptica y la médula
espinal. También se han detectado ambas isoformas en glia, especificamente en
astrocitos en cultivo (Hosli E et al.,, 2000). Existen estudios de colocalizacion que
demuestran que neuronas con acetilcolina transferasa del nucleo basal de corteza
anterior en la rata contiene una actividad biologica de RE y muestra que REa es la
isoforma predominante en estas neuronas (Shughrue PJ et al., 2000). En un
estudio de inmunolocalizacién en el tejido humano se observé que en la corteza

cerebral en neuronas existe presencia de REf mas no asi de REa, en
oligodendrocitos existe la presencia de ambos, en neurofila no hay REa ni REf,
pero en células glia existen ambos REa y REB. En el cerebelo en células glia en
capa molecular solo hay presencia de REp, en células pequefas nerviosas en
capa granular sucede lo mismo, en cambio en células de Purkinje pasa lo
contrario, ya que soélo hay presencia de REx. En el hipocampo solo se encontréo
REa. En la médula oblongata en células epindimales se encontré la presencia de
REpP ( Taylor AH, y Al-Azzawi F. 2000). Otros experimentos han demostrado que la
localizacion de! REa en neuronas del hipocampo de ratas neonatales se da
extranuclear en plasma muy cerca de membrana. Esta localizacion subcelular
tiene consecuencias funcionales en otro tipo de ceélulas y es factible que este

mediado por accién'no-gendmica de estrogenos (Clarke CH et al., 2000). También
se ha relacionado la expresion de los ER a y B con sitios muscarinicos,
colinérgicos, nicotinicos y ademas a galanina. Los estrégenos también influyen
otros sistemas de neurotransmisores tales como las monoaminas y otros
neuropéptidos (Hosli E y Hosli L. 1999).

Estudios anatémicos, de conducta, y bioquimicos, sugieren que los
estrogenos tienen la capacidad para estimular las neuronas que mantienen la
estructura y/o funcién en la corteza cerebral en animales y humanos maduros.
Estudios que han utilizado inmunohistoquimica para mapear la distribucién de las

isoformas o y 8 del RE en todas las capas de |la corteza cerebral de la rata adulta
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revelaron la inmunoreactividad de REa y/o REP en células de las principales areas
de ia iso y allocorteza de las ratas machos y hembras hormonalmente intactos.
Aunque ambas isoformas presentaron similar distribucion en los machos y en las
hembras y que el RE se presentd sélo en neuronas y no en glia como en otros
reportes (Kritzer MF. 2002).

1.3.3 RE en el hipocampo.

Se conoce que los estrogenos regulan ta conectividad sinaptica en una
amplia variedad de regiones del cerebro de animales aduitos, esto se ha
demostrado en multiples nucleos hipotalamicos, pero también en el hipocampo,
estos cambios resultan de las fluctuaciones endoégenas en los niveles séricos de
los esteroides ovaricos, principalmente por el Ez y la progesterona (P3), o por la
administracion exogena de hormonas (Desmond NL y Levy WT. 1997; Woolley
CS. 1998). Se ha observado que en ratas hembras adultas OVX hay una
reduccién en el niumero y densidad de las espinas dendriticas, asi como una
disminucion de las sinapsis axoespinales de las neuronas piramidales de la region
CA1 del hipocampo (Gould E et al.,, 1990; Woolley CS et al., 1992, 1993 y 1997;
Washburn SA et al., 1997). Esta reduccion puede ser revertido con estradiol, se ha
sugerido que este efecto del estradiol sobre la densidad dendritica requiere de la
activacion de los receptores a N-metil-D-aspartato (NMDA) (Woolley CS y
McEwen BS. 1994y

Uno de los mecanismos por el cual el estradiol ejerce efectos sobre las
espinas dendriticas y la sinapsis del hipocampo son por una serie de estudios in
vitro que han revelado una interaccion entre estradiol, interneuronas GABAérgicas
y el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en la induccion de nuevas
espinas dendriticas, para esto se requiere de la exposicion crénica de las
neuronas hipocampales al Ez, ademas de la activacion de los receptores a NMDA
(Woolley CS y McEwen BS. 1994; Murphy DD y Segal M. 1996).

15



Recientes estudios in vitro demuestran la formacion de espinas dendriticas
en neuronas del hipocampo inducidos por estradiol mediante la inhibicion
GABAeérgica. En un patron similar al que se ve in vivo, neuronas del hipocampo
inhibitorias cultivadas expresan RE«x, el tratamiento con estradiol induce una
respuesta bifasica en neuronas GABAérgicas in vitro, inicialmente disminuye la
inmunoreactividad de acido y-aminobutirico (GABA) y la glutamato descarboxilasa
(la enzima limitada por el producto de su sintesis, que es GABA)
subsecuentemente produciendo un incremento en ambds. Incrementando la
conducta excitatoria sobre las células espinales se logra contrarestar fa inhibicion.
Reduccion farmacoldégica de inhibicion por perdida de GABA se imita el efecto de
estradiol sobre la densidad espinal. En adicion, el tratamiento de cultivos con
tetrodotoxina, la cual debera bloquear la accion potencial del sodio de descarga,
también se incrementa el aumento inducido por estradiol en |la densidad espinal,
indicando un mecanismo dependiente de actividad de la formacion de la espina
(Weiland NG et al., 1997; Murphy DD et al., 1998).

La regulacion de la expresion de la neurotrofina parece ser clave para los
efectos del estradiol sobre la funcién inhibitoria y subsecuentemente sobre la
densidad dendritica espinal del hipocampo in vitro. El tratamiento de estradiol de
cultivos de hipocampo disminuye los niveles de BDNF (Murphy DD et al.,, 1998).
Esta disminucidn en BDNF resulta en activacion de células piramidales,
permitiendo el incremento dependiente de actividad en la densidad dendritica
espinal. El BDNF exogeno puede bloquear el incremento generado por estradiol
sobre la densidad dendritica espinal, se ha observado que bloquear el efecto del
BNDF por oligonucleotido antisentido o anticuerpo contra BNDF generan un efecto
similar al observado en el estradiol. El gen de BDNF contiene un elemento de
respuesta putativa de estrogenos y esto puede explicar su respuesta sobre el
estrogeno (Sohrabji F et al., 1995).

La formacion de espinas dendriticas inducidas por estradiol en cultivo de
neuronas del hipocampo también se ha ligado recientemente a la activacion de



elemento de respuesta cAMP uniendo la proteina (CREB) y la proteina de enlace
de CREB (CBP). Un incremento dependiente del receptor NMDA en CBP y
posterior fosforilacion de CREB, y es requerido para el incremento en la densidad
dendritica espinal(Murphy DD y Segal M. 1997). El tratamiento de cultivos con un
analogo de cAMP por lo menos parcialmente imita el efecto del estradiol.

Las hormonas secretadas por el ovario también han inducido la expresion
del mMRNA de BDNF en el hipocampo en modelos in vivo, sugiriendo que la
asociacion entre estradiol, BDNF y la formacion de la espina demostrada in vitro
puede ser relevante para la formacion de ésta en el cerebro intacto. Los niveles de
MRNA de BDNF fluctidan a través del ciclo estral de las ratas intactas, con los
niveles bajos observados sobre la tarde del proestro (Gibbs RB. 1998) cuando los
niveles de P4 y Ez alcanzan su maxima liberaciéon. Este es también el punto en el
ciclo en el cual la espina dendritica del hipocampo y la densidad sinaptica es
mayor en el hipocampo de hembras gonadalmente intactas (Woolley CS et al.
,1990).

Muchos reportes epidemiolagicos sugieren que la terapia de sustitucion de
estrégenos en mujeres posmenopausicas puede ser protectora contra la
enfermedad de Alzheimer. La busqueda para las bases bioldgicas de la proteccion
por estrogenos de. la enfermedad de Alzheimer ha acumulado numerosos estudios
que tienen significéntes avances en el entendimiento de los efectos de los
estrogenos sobre el SNC. El progreso se ha hecho en por lo menos cuatro areas
clave. Primero, estudios genomicos del RE o y 3 han sugerido nueva complejidad
en la senalizacion de los estrogenos. Segundo, estudios recientes han mostrado
indicios para el mecanismo de la sefializacion rapida de los estréogenos a través de
vias metabodlicas no-gendmicas. Tercero, se ha avanzado en el conocimiento de
las consecuencias y los mecanismos por los cuales los estrogenos regulan la
conexion sinaptica de las neuronas del hipocampo in vivo e in vitro. Cuarto,
militiples razones por las cuales los estrogenos pueden ser neuroprotectores se
han demostrado (Woolley CS. 1999).
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1.4. Ciclo Estral de la Rata.
1.4.1. Generalidades

La palabra estro proviene de “estrus” que es una adaptacion latina de la
palabra griega “oistros” que significa moscardén, escozor o éxtasis. El término fue
usado por Heape, para describir el periodo especial de deseo sexual de la hembra
y distinguirlo del “rutinario” en el macho. A Heape es al que le debemos los
nombres que tiene el ciclo estral de la rata, utilizando los prefijos pro-, di- y meta-
con el sufijo estro, con estos nombres Heape describid a los hechos que notaba
en la conducta de la rata entre cada ciclo. Durante este lapso la secrecion de
hormonas esteroides de los ovarios prepara al tracto reproductivo para recibir al
évulo, si éste es fertilizado poco después del apareamiento durante el estro. Si no
hubo fertilizacion, el animal regresa a la etapa del proestro y el ciclo comienza
nuevamente (Heape W, 1900).

La rata de laboratorio es un mamifero no estacional, de ovulacion
espontanea y poliestro. Esto es, el ciclo ovulatorio continua a través del afo (caso
opuesto a ciclos ovulatorios restringidos a una estacién, como por ejemplo en las
ovejas). Mediante frotis vaginal ha sido posible conocer la duracion de las
diferentes etapas del ciclo estral de la rata, el cual ocurre cada 4 a 5 dias durante
todo el ano. (Loné JA, et al., 1922; Astwood EB, 1939;: Hartman CG, 1944; Mandl
AM. 1951). El proestro dura de 12 a 14 hrs; el estro de 25 a 27 hrs; el metaestro
de 6 a 8 hrs y el diestro de 55 a 57 hrs. Los diferentes estados del ciclo estral

pueden ser monitoreados por el tipo de células que aparecen en el frotis vaginal
(Figura 6). El proestro esta caracterizado por un predominio de células nucleadas
epiteliales, estas son redondas, nucleadas y aparecen en grupos a la mitad dei
proestro, ocasionalmente pueden aparecer unas cuantas células escamosas
cornificadas epiteliales (Figura 6a). En el estro, la mayoria de las células son
escamosas cornificadas epiteliales, este tipo de células aparecen sin un nucleo
visible con un citoplasma altamente granular y de forma irregular, aparecen en
gran cantidad (Figura 6b). Durante el metaestro (también lamado diestro 1) y el
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diestro, las células que predominan son ios leucocitos, los cuales aparecen con un
significativo nimero de células nucleadas epiteliales, los leucocitos son pequefios
con citoplasma granular si se examina a aumentos mayores usualmente tienen
nucleos vesiculados (Figura 6¢ y d). Si el ciclo fuera de 5 dias, es posible que en
el quinto dia se observen células cornificadas (estro) o leucocitos (diestro) (Mandl

Figura 6. Etapas del ciclo estral de la rata. Analisis citoldgico, frotis obtenidos de ia pared vaginal
de la rata, las células fueron tenidas con hematoxilina y eosina para determinar los diferentes tipos
celulares en cada etapa. 1a. Proestro: células epiteliales nucleadas; 1b. Estro: células epiteliales
cornificadas; 1c. Metaestro: células cornificadas y leucocitos; 1d. Diestro: unicamente leucocitos.
Microscopio de luz a un objetivo 10X,
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1.4.2. Niveles hormonales durante el ciclo estral.

El periodo preovulatorio del ciclo estral es caracterizado por el crecimiento
de los foliculos ovaricos y un concomitante aumento en la secrecion de
estrogenos. El nivel de secrecion de estradiol en el plasma es bajo en el estro (17
+ 2 pg/mi), comenzando a aumentar significativamente en la ultima parte del
metaestro y manana del diestro (37 £ 5 pg/ml), y alcanzando la maxima
concentracion en la tarde del proestro (88 + 2 pg/ml). Las células responsables de
la secrecidn de estradiol durante el ciclo son las células de la teca interna y
granulosas del foliculo ovarico (Yoshinaga K, et al., 1969; Shaikh AA, 1971).

En fa rata aduita, los progestagenos mas importantes secretados por los
ovarios durante el ciclo estral es lta 20a-hidroxipregn-4-en-3-ona, también conocida
como 20 hidroxiprogesterona (20a-OH-P) y la progesterona (P,). Se presentan
dos fases de secrecidn maxima para la 200-OH-P y la P4 del ovario durante el
ciclo estral. El primer nivel maximo ocurre durante la tarde del metaestro, y ambos
esteroides se originan del cuerpo ldteo; el segundo nivel maximo ocurre durante la
ultima parte de la tarde del proestro (Eto T, et al., 1962; Telegdy G, et al., 1963;
Hashimoto |, et al., 1968; Uchida K, et al.,, 1969; Piacsek BE et al.,, 1971), esto se
debe a que la 20a-OH-P se sintetiza del cuerpo luteo, mientras que el pico de la

P4 se origina de las células granulosas del foliculo preovulatorio (Hashimoto |, et
al., 1969). La secrecion de estas progestinas en el ovario es semejante al patréon
de secrecidon en el plasma periférico. En el cuarto dia del ciclo de las ratas, la
secrecion de la 20a-OH-P en el plasma periférico es totaimente variable, los
niveles bajos son observados durante la marfiana del diestro. Sin embargo, los
niveles en la periferia crecen durante la tarde del diestro y la mafana del proestro
para alcanzar {os niveles mas altos a las 20:00 hrs del proestro. La secrecion de
progesterona es mas regular, un gran incremento de origen folicular toma lugar
durante el medio dia y tarde del proestro (46 = 7 ng/ml). Este incremento ocurre
casi simultaneamente con el mayor incremento de ovulacion-inducida de la
secrecion de hormona luteinizante. Se consiguen los niveles altos alrededor del



tiempo en el que se aicanza el pico de la LH que es en la tarde temprana y retorna
a los niveles basales por la manana del estro (2 =+ 1 ng/ml). Un importante
segundo nivel alto de origen luteal inicia alrededor del medio dia del metaestro (24
+ 3 ng/ml) y es prolongado hasta la temprana mafana del diestro y cae a niveles
basales poco después del comienzo del diestro (Goldman BD et al., 1969;
Barraclough CA et al., 1971; Butcher Rl et al., 1974; Smith MS et al., 1975; Shaikh
AA etal., 1975; Nequin LG et al.,, 1979).

El aumento en la concentracion de los estrogenos en la sangre
desencadena un estimulo neural ciclico que activa la tfiberacion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) por el hipotalamo. La GnRH a su vez
desencadena la secrecion de la hormona luteinizante (LH) por la hipdfisis y los
niveles circulantes de LH empiezan a incrementarse alrededor de las 14 a 15 hrs
del proestro, y alcanzan su nivel maximo (37 = 5 ng/ml) entre las 17 y las 19 hrs.
Este rapido incremento de LH induce la ruptura del foliculo produciendo la
ovulacion en las primeras horas del estro. El nivel en sangre de LH empieza a
disminuir en la noche del proestro, alcanza niveles basales (0.5 + 0.15 ng/ml) en
las primeras horas de la mafiana del estro y permanece asi durante el metaestro y
el diestro. El patron de secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y
prolactina durante el ciclo estral es similar al de LH (Brown-Grant K, et al., 1970;
Butcher RI, et al., 1974; Freeman ME, 1988). Ver Figura 7.

21



40

20r

PROGESTERONA {ng/m()

I

-

B4 o

: WL A

PROLACTINA {ng

ESTRADIOL {py'mt)

LH (ng'ml}

500}

FSH {ngmi)
")
-]
"]

13 17 21 0% 0G 09 13 17 21 O1 O6 09 13 17 24 01 06 09 13 17 21 O1 O6 09 13
ESTRO METAESTRO DIESTRO PROESTRO ESTRO

Figura 7. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral de la rata. Concentracién de
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horas a través de los 4 dias del ciclo estral de la rata. Las barras negras representan las barras de
obscuridad en la colonia y los numeros en la base representan la hora del dia (Freeman ME,

1988).
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2. Planteamiento del probliema.

En los mamiferos el hipocampo es una estructura del SNC involucrada en el
control de procesos cognoscitivos como la memoria y el aprendizaje, ademas de
participar en la regulacién de la conducta reproductiva, esto se debe a su gran
capacidad plastica. El hipocampo es sensible a los cambios en los niveles de
estradiol endégenoc que se generan durante el ciclo estral de la rata produciendo
cambios estructurales y bioquimicos: en esta region, como lo es, la arborizacién
dendritica y la cantidad de sinapsis. Por tal razéon es relevante estudiar la
presencia de las isoformas del RE en el hipocampo a través de las diferentes

etapas del ciclo estral y correlacionarios con los niveles de estradiol circulante.

23



3. Hipotesis.
Si el hipocampo es sensible a los cambios de estradiol hormonal durante el

ciclo estral de la rata entonces se detectaran cambios en el contenido de las

isoformas o y B del RE en las diferentes células de esta region.
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4. Objetivos.
4.1. General.

Determinar la expresion de las proteinas del REa y REB en el hipocampo

de la rata durante el ciclo estral.

n

4.2. Particulares.

En las diferentes etapas del ciclo estral (proestro, estro, metaestro, diestro):

1. Estudiar y cuantificar la expresion de la proteina del RE a y p en la

region CA1 y CA3 del hipocampo de la rata.

2. Estudiar si hay diferencias entre la expresion de las isoformas del RE (a

y B) en la regién CA1 y CA3 del hipocampo.

3. Estudiar si hay una relacion entre la expresion de las isoformas del RE

(o y B) y los niveles séricos de Ex y Pa.
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5. Materiales y métodos.
5.1. Animales de experimentacion.

Se utilizaron 20 ratas hembras de la cepa Wistar de 2 meses de edad
(Harlan, Meéxico). Los animales se. distribuyeron en 4 cajas, y cada una con 5

ratas.
5.2. Disefio experimental.

Durante 12 dias consecutivos se determind la etapa del ciclo estral en que
se encontraba cada rata esto se realizd6 por medio de frotis vaginal. En este
estudio solo se utilizaron aquellos animales que presentaron 3 ciclos estrales
consecutivos de 4 dias cada ciclo. Antes de sacrificar a los animales se confirmao
por frotis vaginal la etapa del ciclo. Los animales se sacrificaron a la una de la
tarde por decapitacion y la sangre se recolectd para cuantificacion en suero de E2
y P4. Por cada etapa del ciclo se obtuvo un nimero de 3 animales.

5.3. Obtencion de tejido.

Una vez optenido el cerebro, se lavo con solucidon salina para eliminar el
exceso de sangre,"inmediatamente se fijaron los cerebros con solucion de p-
formaldehido al 4% de 24 a 72hrs. Posteriormente se procedio a la deshidratacion
del cerebro mediante soluciones de diferentes concentraciones de agua-alcohol y
alcohol-xilol para seguir con la inclusidon en parafina. Una vez obtenidos estos
bloques se procedid a realizar cortes coronales seriados en microtomo de 10pum

de grosor, colocandolos en portaobjetos distribuidos en series de 4.
5.3. Inmunohistoquimica.

1. Se colocaron los cortes de tejido con parafina en horno a 60°C por 15 min.
2. Inmediatamente se elimind la parafina con xilol y alcohol:
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14.
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16.
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Xilol 5 min, xilol 2 min, xilol-alcohol 2 min, alcoho! 100% 2 min, alcohotl 96%
2 min, alcohol 90% 2 min, alcohol 70% 2 min, alcohol 50% 2 min, agua
destilada 2 min.

Se colocaron las laminillas en citrato de sodio (nuevo) 10 mM pH 6.0 y se
calentaron en horno de microondas, 10 minutos 2 veces, entre cada
calentamiento, se esperd 5 min. (Horno en alta potencia).

Se dejo a que enfriara el citrato de sodio a temperatura ambiente.

Se Lavo en PBS, 2 veces por 5 min c/u

Se Incubo6 con H>02 3% por 45 minutos.

Se Lavé con PBS, 2 veces por 5 min c/u

Se permeabilizd con tritén 0.56% en PBS por 60 min.

Se Lavd con PBS, 2 veces por 5min c/u

.Se bloqued con suero de bloqueo al 1% + H,O> al 1% + PBS por 30 min.
.Se aplicd el primer anticuerpo por 72 h (policlonal de cabra para REB y

policlonal de conejo para REa Santa Cruz Biotechnology dil 1:50) en PBS
mas triton x-100 al 0.3% a 4°C.

Se Lavo con PBS, 2 veces por 5 min c/u.

Se Incubd con anticuerpo secundario (ABC Staining System contra cabra
para REB o contra conejo para REa Santa Cruz Biotechnology dil 1:100) en
suero de bloqueo al 2% vy triton x-100 al 0.3% en PBS por 2h a temperatura
ambiente.

Se Lavé con PBS, 2 veces por 5 min c/u

Se Aplico soluciones de Avidina y Biotina, dilucién 1:50 para cada
compuesto en PBS.

Se Lavo con PBS, 2 veces por 5§ min c/u

Se Incubd con el cromégeno (Peroxidase substrate kit DAB sk - 41000
vector):

Preparado minutos antes de ser usado.

A 5 ml de agua destilada, se le adiciond dos gotas de sol. Buffer y se
mezclo.

Se adiciond 4 gotas de sol. DAB y se mezclo bien.
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e Se adicion 2 gotas de sol. H>O. y se mezclo.

Se incubdé a temperatura ambiente hasta observar tincion, generalmente es

de entre 2 a 10 min.

18. Se contratii:
a. Solucion de hematoxilina de Mayer por 5 min
b. Se lavdé con agua 5 min
c. Se hizo virar las muestras en carbonato de litio o agua caliente por 2
min
d. Se paso a agua a temperatura ambiente por 2 min
19. Se deshidrato, a través de alcohol 50% 15 seg, alcohol 70% 15 seg, alcohol
90% 15 seg, alcohol 95% 15 seg, alcohol 100% 15 seg, xilol-alcohol 15 seg,
xilol 15 seg, xilol 5 min
20.Se agregod resina y se cubrié con cubreobjetos.

5.5. Analisis cuantitativo.

Se observaron los cortes en el microscopio 6ptico con objetivo 10X para
determinar el area de interés, en este caso fue hipocampo medial en las regiones
CA1 y CA3, las células observadas fueron neuronas (piramidales y granulares). Se
cuantificaron las re"giones inmunoreactivas para REax y REB en las diferentes
areas de interés, por medio del analizador de imagenes KS300 (Karl Zseiss). Se
analizé el numero de células e intensidad de la inmureactividad, este conteo
consistid en digitalizar la imagen capturada por el microscopio y en la
computadora se procedio a la seleccion de células inmunoreactivas delimitandose
un area de 545um x 58um que incluye la mayor parte de la capa de células
piramidaies de CA1 y un radio de 200um para CA3. Se procuré que las zonas
seleccionadas fueran las mismas para cada corte analizado. Una vez hecho esto
se transformo la imagen a un fondo negro y las células inmunoreactivas en blanco

sirvieron para contabilizar las células inmunoreactivas.



Para el analisis de intensidad de la inmunoreactividad la imagen digitalizada
se editd utilizando un filtro que permitié usar una escala de grises, dandole al
blanco el valor minimo de O y al negro el valor maximo de 120 y la variedad de
grises entre estos dos colores fue la escala contra la que se comparaba la
inmunorectividad detectada.

Una vez que se obtuvieron los datos se procedié a realizar un analisis
estadistico que consistio en determinar el niumero estimado de células contadas
para evitar dobles conteos, para esto se utilizé el método de Abecrombie, que se

basa en la siguiente formuia:

(a/(a+b))(c)= # células

donde:

a, es el grosor del corte.

b, es el promedio del diametro de las células contadas.

c, es el promedio del # de células contadas por el programa de
computadora en cada corte de la laminilla de una sdéla rata, el niumero
obtenido por el conteo de computadora se multiplica por 4, en este caso

es porque los cortes se hicieron en series de cuatro.

Ya obtenidq el numero real de células de cada rata se realizé un promedio
de las inmunoreactivas para REax en CA1 y CA3, asi como para REB en las
regiones CA1 y CA3 en las diferentes etapas del ciclo estral, con estos datos se
realizé un histograma y se analizaron los diferentes grupos con la prueba "t
students" no pareada de doble cola con un nivel de significancia del 0.05, en el
caso de la intensidad de la inmunoreactividad se promediaron los datos obtenidos
por el analisis en la computadora de las diferentes ratas y los diferentes grupos y
al igual que el conteo de células se realizd histograma y prueba "t students”, con

los mismos parametros.



6. Resultados.
Deteccion de la proteina del REa y REp en CA1.

Se observo la inmunoreactividad en las diferentes zonas del hipocampo y
se aprecia una variacion en las diferentes etapas del ciclo;, para el REB en las
células de la region CA1 del hipocampo medial es mucho mayor que la observada
para el RE«. El analisis cuantitativo muestra que la etapa del ciclo estral en la cual
se ve el mayor numero de células inmunoreactivas es diferente para cada una de
las isoformas; para el REx esto se observa durante el estro, mientras que para el
REB es en el metaestro, en ambos casos se observo una diferencia significativa
con respecto al resto de las etapas del ciclo estral. La etapa del ciclo donde se
observo la minima expresion de la proteina para el REa fue en el proestro y para
el REB en el diestro, es de resaltar que no hay diferencia significativa de células
inmunoreactivas del REa entre estro y metaestro, ni tampoco entre diestro y
proestro. La localizacion celular de la proteina fue nuclear para ambas isoformas y
solamente en el caso del REa en todas las etapas del ciclo se localizé
extranuclearmente (Figura 8). Lo observado correlaciona con el numero estimado

de células inmunoreactivas en esta region del hipocampo (Figura 9).

En cuanto a la intensidad se observo en CA1 el mismo patron que en el
nimero de células inmunoreactivas en cuanto a que la isoforma 3 del RE presenta
mayor intensidad en la inmunoreactividad y esta permanece constante a lo largo
de todas las etapas del ciclo estral, contrario a lo que presenta la isoforma o
donde es en la etapa del proestro donde se observa la menor intensidad

estadisticamente significativa y cambia a lo largo del ciclo (Figura 10).
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Figura 9. Cambios en la expresion del REa y REB en CA1. Analisis cuantitativo de la
expresion de las isoformas de la proteina de RE en ia region CA1 del hipocampo medial en
las diferentes etapas del ciclo estral de la rata. * p < 0.05 comparado con My E; ** p < 0.05
comparado con Dy P; + p < 0.05 comparado con D, Py E; ++ p < 0.05 comparado con D.
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Figura 10. Cambios en la intensidad del REa y REB en CA1 del hipocampo. Analisis
cuantitativo de la intensidad en la inmunoreactividad de la proteina del RE en la regién CA1
del hipocampo medial en el ciclo estral de la rata. * p < 0.05 comparadocon E, My D; ** p

< 0.05 comparado con M.
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Deteccion de la proteina del REa y REB en CA3.

Se observdé mayor inmunoreactividad del REB en comparacion con el REa
en la regién CA3 del hipocampo medial y estas diferencias son estadisticamente
significativas en el estro y el diestro siendo cuando se dan los dos minimos en el
numero de células inmunoreactivas del REo los otros dos maximos se dan en el
proestro y el metaestro sin embargo se puede ver una tendencia de predominio de
la isoforma B sobre la o. Por otro lado el namero de célilas inmunoreactivas del
REP es constante a lo largo de las etapas del ciclo estral, salvo en la etapa del
diestro cuando se presenta el maximo de células inmunoreactivas, existiendo
diferencia significativa con respecto a las otras etapas del ciclo del REf3. En esta
region se observo al igual que en fa region CA1 que la ubicacion de la
inmunoreactividad se da en el nucleo celular en ambas isoformas, pero en la
isoforma o se da también en el citoplasma (Figura 11). Todo lo anterior se ve
reflejado en la grafica 12. En la intensidad de la inmunoreactividad en la region
CA3 se pudo observar predominio de la isoforma f3 sobre la isoforma c,
permaneciendo la isoforma p constante a lo largo de las etapas del ciclo, pues no
se encontré diferencia significativa, mientras que el REa presenta diferencias
significativas con un maximo de intensidad en el estro y un minimo de intensidad

en el metaestro (Figura 13).
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Figura 12. Cambios en la expresion del REa y REB en CA3. Analisis cuantitativo de la
expresion de la proteina de las isoformas a y B del RE en la region CA3 del hipocampo

medial en las diferentes etapas del ciclo estral. * p < 0.05 comparado con Ey D; " p <
0.05 comparado con P; + p < 0.06 comparado con Py E.
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Determinacion sérica de E; y P4 durante el ciclo estral de la rata.

Los resuitados obtenidos en este estudio indican que durante el proestro se
encuentran los niveles mas altos de E,, en comparacion con las otras etapas del
ciclo estral, y esta diferencia es estadisticamente significativa. Para la
progesterona el nivel mas alto se observa en el metaestro. Estos datos coinciden
con lo reportado en Ia literatura.

Tabla 1. Valores de hormonas esteroides en suero de rata

E;° Ps”
P 31.47 + 8.79" 2.13 +1.35
E 7.53 + 0.62 6.30 + 0.58
M 4.00 + 0.98 12.30 4 6.50
D 17.37 + 3.22 6.25 + 2.75

* Valor promedio y su valor de desviacion estandar
+ p > 0.05 comparado con E, M, D.
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7. Discusion.

~Los estrogenos ejercen su efecto a través de su unidn a receptores
nucleares especificos activando la transcripcioén de genes hormonoregulados.
Estudios previos han demostrado la expresion del RNAmM y de la proteina de! RE
en el hipocampo de la rata en diversos modelos experimentales; por otro lado se
conoce bien la participacion del estradiol sobre la densidad dendritica y sinaptica
de esta regidon del hipocampo (Wooley CS y McEwen BS, 1992). Hasta el
momento no se ha determinado cual es la distribucién de las isoformas del RE en
esta area del cerebro durante el ciclo estral de la rata.

Los resultados obtenidos muestran que la expresion de la proteina del REpR
predomina sobre el REa en las diferentes etapas del ciclo estral de la rata.
Experimentos realizados en el Gtero de la rata indican que el RNAmM y la proteina
de la isoforma o del RE se regula directamente por E> y P4 en contraste con la
isoforma B, la cual no se regula a la baja por estas hormonas (Wang H et al.
,1999), ademas experimentos en hipocampo de ratas hembras y machos
establecen que la inmunoreactividad del REa se ve regulada a la baja por
estrogenos (Weiland NG et al., 1997). Estos resultados sugieren que la proteina
de la" isoforma o del RE se regula a la baja por estrogenos circulantes durante la
etapa del estro en CA1 y del diestro en CA3 del hipocampo de la rata. Esto se
explica debido a que en estas etapas del ciclo estral se encuentran niveles
circulantes basales de E; por lo cual el nimero de receptores aumenta en esta
region estudiada En contraste, la isoforma 3 del RE no se regula a la baja por
estrogenos en esta region.

Estudios in vitro en células de rifon de mono (COS-1), y estudios in vivo en
células de ovario de hamster chino han demostrado que la proteina del RE, en
ausencia del ligando, tiene una vida media de 5 dias y en presencia del ligando
tiene una duracién de 3 a 4 hrs y esta degradacion es tejido especifico (Pakdel F
et al.,, 1993). En diversas areas del SNC en un modelo de ratas OVX tratadas con
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hormonas esteroides y un inhibidor del proteosoma (PS1) se ha observado una
regulacion tejido especifico de la degradacion de la proteina del RP, este ultimo,
se encuentra dentro de la superfamilia de las hormonas esteroides cuya estructura
es similar al RE (Camacho | et _al., 2002). Lo anterior, en nuestro modelo de

estudio, podria explicar el porque los niveles de expresién de la proteina del REx
en CA1 en el metaestro y el diestro son bajos, ya que en estas etapas los niveles
circulantes de E:> son bajos se esperaria detectar una expresiédn similar a la
observada en el estro. Esto podria entenderse a través de la degradacion de la
proteina. En contraste, lo observado para la proteina del REa en CA3 parece
indicar que existe una regulacion por estradiol a la alta en las etapas donde los
niveles séricos de estradiol son bajos.

Los datos obtenidos para la proteina del REf en la region CA1 y CA3 del
hipocampo son completamente diferentes a lo observado en la proteina del REa
en éstas regiones, Aunque se observa niveles altos de la expresién de la proteina
del REB en las etapas del ciclo donde los niveles de E; son bajos, este fénomeno
no se aprecia en todas las etapas y lo que sugiere que el REB no es regulado
directamente por hormonas séricas es el hecho de ver que la expresion de la
proteina en el proestro es muy similar a la expresidon en las etapas en las cuales
hay niveles basales de las hormonas séricas. Una posible explicacidon consiste en
que la regulacion de la proteina sea regulada por otro tipo de hormonas, se sabe
que en el ovario de hamster la FSH estimula la expresion de de ambas isoformas
del RE y los estrogenos estimulan la expresion del RE, pero la progesterona inhibe
esta accion estrogenica (YYang P et al., 2002).

En este estudio se encontré que la expresidn de una misma isoforma
presenta un patron diferente en la regiéon CA1 y CA3 del hipocampo. Una de las
explicaciones posibles a lo anterior seria la participacion de otros sistemas, entre
los cuales se encuentra el de la de neurotransmision ampliamente estudiado en
esta region. Experimentos in vivo e in vitro en mamiferos han demostrado la
participacion de los receptores a aminoacidos excitadores en la regulacion de la
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plasticidad sinaptica en el hipocampo. El glutamato es uno de los aminoacidos
excitadores mas importantes en el funcionamiento de los mecanismos celulares y
moleculares que participan en funciones cognoscitivas que se integran en el
hipocampo (Murphy DD et al., 1998). En general se conocen dos grandes grupos

de receptores agonistas a glutamato. El primer grupo, los ionotrépicos, los cuales
funcionan como canales ionicos a Na*, K*, Ca®", CI, un segundo grupo, los
receptores metabotropicos que funcionan a través de proteinas G. Dentro de los
receptores ionotropicos se encuentran los receptores a NMDA que son localizados
abundantemente en CA1, mientras que para CA3, los que estan presentes son los
receptores a AMPA y kainato (Boehm S y Kubista H, 2002). Estas diferencias en el
sistema de neurotransmision en las regiones del hipocampo podria explicar el
aumento o disminucion de la arborizacion dendritica durante los niveles
cambiantes de estradiol enddgeno durante el ciclo estral de la rata.

Los niveles hormonales enddégenos de estradiol durante el ciclo estral
influye en el funcionamiento de la unidn del ligando al receptor a NMDA en el
hipocampo (Cyr M et al.,, 2001). Por otro lado, se sabe que la presencia de
estradiol en cultivo de neuronas piramidales de hipocampo disminuye la inhipiciéon
excitatoria debida a GABA logrando una mayor excitabilidad neuronal e induciendo
por consiguiente algunos mecanismos para la formaciéon de nuevas espinas
dendriticas (Murphy DD et _al.,, 1998). Lo anterior explicaria el porque del
comportamiento diferente en la expresion del RE en CA1 y en CA3. Con estos
datos se puede sugerir que los efectos del estradiol en hipocampo no sélo deben a
su accion directa sobre el RE sino también a través de mecanismos a nivel
membranal en los cuales se involucra a los receptores a NMDA.

Hay que entender que dificilmente se han encontrado similitudes en la
distribucion del RNA mensajero y la proteina de las isoformas del RE en el cerebro
de diferentes especies indicando que no se puede generalizar la localizacion del
RE. En la actualidad los anticuerpos para RE tienen que ser mas especificos, es
decir mas selectivos a las variantes del receptor en cuanto a su estructura, pues el
no saber si el receptor que se detecta en la inmunohistoguimica tiene diferencias
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minimas en su estructura, nos puede hacer caer en conclusiones falsas del
funcionamiento del receptor en los diferentes tejidos, lo anterior es por recientes
descubrimientos de variantes del RE en ratones knock out (KOREaRER), parecen
tener la misma afinidad por estradiol (Mitra SW et al., 2003).

La importancia de detectar las isoformas o y 3 del RE durante el ciclo estral

de la rata en el hipocampo contribuye a entender el mecanismo de acciéon del E;
en la fisiologia de la conducta reproductiva del hipocampo de los mamiferos.
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8. Conclusiones.

Existen cambios en la expresion de la proteina del RE a lo largo del ciclo
estral en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo medial del cerebro de la rata.

En las diferentes etapas del ciclo estral existe un predominio en la

expresion de la isoforma B sobre la isoforma o del RE

Para las neuronas de la region CA1 la regulacion de la expresion del RE es
distinta en comparacion con las neuronas de la regién CA3.

El niumero de RE que expresa una sola célula es constante para la isoforma

B no asi para la isoforma a.
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10. Apéndice.
Abreviaturas

200-OH-P, 20 hidroxiprogesterona
BDNF, factor neurotrofico derivado del cerebro

CBP, proteina de enlace de CREB

CREB, elemento de respuesta cAMP uniendo la proteina
DAX-1, receptor huérfano ligado al X

DBD, dominio de union al DNA

DNA, acido desoxiribonucleico

E2, estradiol

EcR, receptor a ecdisona

ERA, elemento de respuesta a androgenos

ERH, elementos de respuesta a hormona

ERM, elemento de respuesta a mineralocorticoides

ERP, elemento de respuesta a progesterona

ERa, receptor estrogenos o

ERSB, receptor a estrogenos 3

FSH, hormona foliculoestimulante

GABA, acido y-aminobutirico

GnRH, hormona liberadora de gonadotropinas

GRE", elemento de respuesta a glucocorticoides

HspBD, dominio de union a proteinas de choque térmico "Heat shock"
LBD, dominio de unién al ligando

LH, hormona iuteinizante

NGFI, receptor al factor-inducido de crecimiento nervioso
NMDA, N-metil-D-aspartato i
OVX, ovariectomizadas

P4, progesterona

PPAR, receptor activador de proliferaciéon de peroxisomas
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RA, receptor a androégenos

RAR, receptor a acido retinoico
RE, receptor a estrégenos

RG, receptor a glucocorticoides
RM, receptor a mineralocorticoides
RNA, acido ribonucleico

RNAmM, RNA mensajero

RP, receptor a progesterona

RXR, receptor acido 9-cis-retinoico
SNC, Sistema Nervioso Central
SF-1, factor 1 esteriodogenico

TR, receptor a tirosina

VDR, receptor a vitamina D

Soluciones

Deshidratacion de cerebros

Lavar con agua por 3h’

Etanol 50% por 12h”

Etanol 50% por 1h’

Etanol 70% por 1h’

Etanol 80% por 1h’

Etanol 90% por 1h’

Etanol 96% por 1h’

Etanol 100% por 1h’

Etanol 100% por th’
Etanol/Xilol por 10’

Xilol por 1h”

Xilol por 12h°

Parafina liquida (60°C) por 2h”
Parafina liquida (60°C) por 6h”
con agitacion constante.

§ 9595335858 858588%83853

*
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Eosina
Solucion stock
Eosina Y
Agua destilada
Etanol 96%

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

10g
200mL
800mL

Para usarse: 375 mL de etanol 80%, 25 mL de la solucion stock y 2.5 mL de acido

acético glacial 5% v/v.

Hematoxilina de Harris

Hematoxilina

Oxido rojo de mercurio
Alumbre (sulfato de aluminio, amonio o potasio)

Etanol absoluto

Agua destilada

Disolver la hematoxilina en el etanol a bafo maria y tapado; por otra parte disolver

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

adiciona el resto de agua. Al hervir se le adiciona el 6xido de mercurio (cuidado)

hasta coloracién rojo purpura; 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.

PBS

NacCili

KCI

Nax2HPO4
KH2PO4

H20 destilada
pH 7.4

8.0g
0.2g
1.44g
0.249
c.p.b. 1L
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Solucién de poly-L-lisina
50 pg/mlL. de poly-L-lisina en tris-HCI 10 mM (1.5764g en 1000 mL de agua
destilada o desionizada) a pH 8, aimacenar a 4°C, se recomienda utilizar en los 15

dias siguientes de su preparacion.
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R5. CAMBIOS EN LA EXPRESION DE LAS ISOFORMAS « ¥ 3 DEL RECEPTOR A
ESTROGENOS EN EL HIPOTALAMO Y AREA PREOPTICA DE LA RATA HEMBRA DU-
RANTE EL DESARROLLO POSMATAL.
T .--Arrieta, 1.. Mendoza-Rodnguez. C A, Diaz-lbafnez, L.B.. Mendoza-Garces. L. y Cernén M.A. Facuitad
de Quirmica. Depanamento de Biologia, UNAM, Ciudaag Universitana. Coyoacan. C.P. 04510 Mexico.
O.F. Tel: {52) $622-3098. Fax. (52) 5616-2010. E-mail: arrieta @ servidor unam.mx

LOS estrogenos parucipan en ia regulacion de diversas funciones del Sistemma Nervioso Central (SNC) de los
mamiteros como es la neurogenesis, la diferenciacion sexual y la plasticidad nauronal. La accion de ios estrégenos
esta mediada por recaptores nlracelularas especiticos, Se han caractenzado dos isoformas para el receptor a
estrogencs (RE) el RE«w y el RE]). Ambas isoformas poseen diferentes propiedades funcionales y muestran
distintos patrones de distribucion y regulacion en diversas dreas del SNC. Sin embargo. aun se desconocen
muchos de 10s mecanismos por medio de los cuales el estradiol regula la diterenciacion sexual del cerebro. E!
proposito de este estudio tue conocer jos cambios en la expresion de 1as isotformas o y [ del receptor a estrégenos
en el hipotalamo y area predptica de la rata hermbpra durante €l desarrollo postnatal. Se utilizaron ratas hembras
recién nacidas de la cepa Wistar. que fueron mantenidas con sus madres hasta que fueron sacnficadas o hasta
el dia del destete. Se formaron 6 grupos. cada grupo de 3 animales que fueron sacnficados en diferentes cias del
desarrolio postnatal: DP1, DRP5. DP10. DP14, DP21 y DP30. Se obtuvieron los cerebros. se deshidrataron e
ncluyeron en paratina y se hicieron cortes de 6 um e inmediatamente se procedid a realizar la inmunohistoquimica
para detectar la protaina det REu y del REl. Los resultados muestran que el RE} se expresa mas que el REaen
ei nucleo preoptico medial. el nucleo ventromedial del area preoptica, el nucleo paraventricular y ventromedial del
hpotdlamo, asi como en el nucleo arcuato. Esta expresion del REP se observa intensamente en el DP1, DP14,
DP21 y DP30 en comparacion con el DPS y DP 10. Estos resultades sugieren que el estradiol ejerce sus efectos
an al drea preoptica y el hipctalamo pnmordialmente a traveés del REJ y probablermente esta distnbucion especi-
fica en alguncs nucleos del drea predptlica y dei hipotalamo estan relacionadas con la tuncion del receptor a
estrogenos en la fisiologia reproductiva normal del animal adulto.

R6. PATRONES DIMORFICOS SEXUALES EN EL CEREBRO Y EN EL CEREBELO DE LA
CREATINA CINASA DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL HASTA EL ENVEJECIMIEN-
TO DE LA RATA WISTAR.
Jimeénez. £ y Ramirez. O. Depto. de Bioguimica. CINVESTAV-IPN. Av. Instituto Politécnico Nacional
No. 2508. Cci. San Pedro Zacatenco. C.P. 07000. México. D.F. Apdo. Postal 14-740. Tel: (52) 5747-
7000 ext. 5222 6 5216. Fax: (52) 5747-7083. E-mail: ejimenez @mail.cinvestav.mx

Durante el desarroiio postnatatl, la madurez y el envejecimiento, el cerebelo y el cerebro sintetizan de una manera
dependiente de sexo la enzima citosdlica cataliticamente activa creatina cinasa (CKc) en sus variedades muscu-
lar (MM) y cardiaca (MB). ademas de la anddica, supuestamente Unica y especitica del cerebro de vertebrados,
la BB-CK. En ambos sexos. tsoenzimas de la CKc cerebrales tipicas y atipicas estuvieron presentes a lo largo del
estudio. En e! cerebro. las hembras mostraron un 26% mas de variantes isoenzimaticas que los machos y en el
cerebelo un 93 ©c. En el presente trabajo se muestra que en el cerebro y en el cerebelo de 1a rata la produccion
de ATP por transfostoritacion anaercbica a través del sistema CK/PC es especifico de sexo y de edad, especial-
mente en el cerebelo. cuandc la glicdlisis y et cicio de Krebs pierden capacidad. Como en el corazoén de rata, bajo
condiciones fisiclogrcas a todas las adades las isoenzimas de la CKc pueden participar de manera especifica de
Ggénaro, en favor de las hemoras. en diversas funciones de los diferentes cormpartimentos celulares de las celulas
gliales y neuronales con respecto a su alta y fluctuante demanda energética, no cubiarta completamente por la
glhcolists anaerdbica y aerobica. La rolacion diferencial sexual de la actividad especifica de la CKc cerebeio/
cerebro desde los 60 dias hasta los 2 anos 4 meses (senectos) siempre estuvo a favor de las hembras.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

47

57



USROS,

~
R I ——

(e
THE Sth INZ R NATIONAL CONGRESS OF

NEUROCOENDOCRINOLOGY

The Sth International Congress
of Neuroendocrinology
31 August--1 September 2002, Bristol, UK

Advance Abstracts of Papers

Futsiastiead by E

Bioscivntificn

_TESIS CON
BALLA DE ORIGE

58



i
NN

»
' |.~...um|‘

[R “

.n.. \um ke 4

v en o8
P332

| The yne

PVAIN L (b seb it
e wote tie

stzout 1eal
. A LIvnn

s
S amsie)

s FR1

wrrale LA
el ta b v s el

. R

3 1 T,
FRTRIC IR

preonti

nlagonistet 1)

e
PRGN

PP

e Bhaeshetised auts Cart B inhaied by i @
v

MOAK cupress
1

[

b
[TLR RN

) pe
A I

UK,

Ryt

|.\|-.m.u
NN en

- |
Sewenatsne
st A0 plasinanus 610

11K

~ENBECOR

1S B, BON ST, flatieny of

(e at hy pesd
1

n‘p or
i ~

arespe TR PR AN

! o
et arean s
2ol tate, whicts
topen il e o1 aestepen

1 tlecal o

VAN Pt el

e -u.,su,\u o

veotA

it presencs
¢ t

were
TN
N

s suaalie i a
s BRLL

LN IR

NRUN
W
Plos
he
1l

The Sthy fusravel € eomngevsy of 4

P333

v, Fristesd, TN

ll Hy

Puraerine

- ot wned protein
exslon within the ovine und eyvine plluhur) stanas

eape

pm.
~.u

I\I

~uch

P344

nature ut the ubu

Crmadorphin snd ¥
avim

1
T s npreci Funtbher
et

s
Lantotroph. UF an indievt mecus

eimdernens, ral, 84 Gise
ol

Tetwes
Spsice Un fual stoe shecyy ) 1
1 protacent OVRE on G
i~ Bt
IEateel the e a gt

1 the oo wnd ijain |
e ml Parac
0, a nlulkﬂ o

o

i o

> ettt (.ul(ll LIyl

1 T re st 11 ESU

ars Yt s turtlny e b el
n.

it

wsion of snuu P
ated, Shw

and by
wtive mh inaciine ph
PRI-R g
w prinirs deigoed o
Cupresaine of
Weatern hlot analy~es and
e ety ey catid l'hll
e an et

L
LRSI

w
tuw Beooths s NIMD priven
TETRYTTNN i tberatis amt pars
of " g SUPMIAL the by et s
A Tt 1 T o S nen
ven. 10 adbtm. the sesbts
of GnRI oy PRI rele:
. .IMI iay seniilt Nom enhe a direy

s i e i

1o Follivukeeilale el

<

during the extroun €3
1 Aracia, 1. MemdozicGarcds &
Faeuhiad de Quim,
Maviwn 12,
s well hnown that esropens
itlerentimion « r

plor heu dun In ihe

of the ra

AIA Certain

i eriding Nacuina) Astinens e Mé o,

S Mérics.

anmd
~eaial

wentral we

hfferen

i my anticity, En
ey «-uw,u:u revepres (ERe. Two nuan KR iuWlarms have boen
el I BR tem. These ssoforms pas, Terem
nsue and ki

b

e win supgn " part
Tl Arpicrs i o COYSACA &lull:l\hqv

 of the presen oty S 0 s b
i

e 1t et sl Koix o

- 1}

Lyt.lm;z Win

3
XD a0 the difterent exirous Jday

etevicad by arnma m.uummn. e e
o rarkentiv ez dusang e ditfencot days of the earo
Inppecampus T ER sl wos highty espresed a I

2 and CA Y duri 1 i

cate Ui 1R

F uhe Mg
atroas Oy
OV o ¢

[EYNIEN

Seprerdor 2002

TESIS CON
FALLA DE ORIG

TA TESIS WO SALE

SN A

59



ASOCIACION MEXICANA DE
BIOLOGIA MOLECULAR EN MEDICINA

V CONGRESO NACIONAL

PROGRADMA
v
RESUMENES

UNIVCRSIDAaD auTONOMa
DE AGUASCALIENTES

20 AL 29 DE JUNIO DEL 2002

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE AGUASCALIENTES
AGUASCALIENTES, AGS.

TESIS CoN
FALLA DE ORI

60



SESTON D). RENTYINEN

C:\n\llllo\ EN LA EX PRESION DE LAS ISOFORMAS ALFA Y BETA DEL
RECEPT OR DFE ESTROGENOS EN EL {HIPOCAMPO DE LA RATA
DURAN L CICLO § RAL i

Al mln:{ﬂ(\iul'n‘x L. Arvicta 1.y Cerbon A, 4 Departamcenio e Biologia, Faculiad de
Quimicn. UN.»‘\M. :

dwcrs.n luncuum.~

S» sabe bien qQue, lu' u.\trm_u\ux p.nucm.m en In l's!__lll.ltlﬂﬂ dc
dul Sistema Nervioso Ccl‘lr.\l (SNC) delos 1 »
diferenciacion sexual y Ia pl:muculml‘ncumnzll
mediada - por- receptoves . intracclulitres ¢

saracterizado d«m 1IS0tormus  para s este
isoformas poscen dxlcrcnlcs prupxu.lndc ‘
distribucion 'y regulacion en diversas
consistio en determinar Ia c\prt.»lun Jde |¢I\ du
estrogenos (R13) en el hlpu

diversas ctapas det ciclo cxll’d]. ostre (W3 pmcslru (l’).
inmuedintimente se obtuvieron los u.:n,hln\ que

cmbebidos en parafing. Sc realizaron cortes de 10 um. Se de.l\.t.lo
betn uid indo i

una - de las cisotformas o dei RE-altn » R
anticuerpos especilicos, Los resuitados obienidos muestran

eapresion de i proteina para ambas asolormas del Rl @

diferentes ctapas del ciclo, isororma del RE-be es L quen
CAZ det hipocampo -en la etapa cdel D1y D2 en compar
R |

nnunoreactiy

1 en estas’ regiones, la cual es menor, JBEn o la
beta en la region’ (Al

lad para ¢l
detectado débilmente en exs
isoformas del RE en of -hipoe

mpoes

hormonales cn las du;,rs.

s etapas del eicio estual-de

erectos diferentes.

Este pu)ygun fue financindo en parie por CO\J;‘\C‘YT (pruvv" 3;18(vl~\1). Isabel

Arrictn es beearin dcl "‘O\x\C\ S

61



	Portada
	Resumen
	Índice
	1. Antecedentes
	2. Planteamiento del Problema
	3. Hipótesis
	4. Objetivos
	5. Material y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Referencias
	10. Apéndice
	Tabajos Publicados



