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Resumen 

El estradiol ejerce su efecto a través de su unión con su receptor nuclear 

específico, este complejo hormona-receptor se une a secuencias especificas del 

DNA activando la transcripción de genes regulados por esta hormona. Hasta el . 
momento se conocen dos tipos de receptores a estrógenos: la isoforma a. y la 

isoforma 13, ambas proteínas se han detectado en diversas estructuras del cerebro 

de los mamíferos 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 sinápticas 

necesarias para el proceso de memoria y de aprendizaje. Múltiples trabajos han 

demostrado que el hipocampo participa en la regulación de la conducta 

reproductiva de los animales y este proceso se debe en parte a los efectos del 

estradiol endógeno durante el ciclo estral de la rata. El objetivo de este estudio fue 

determinar la expresión de la proteina del receptor a estrógenos a. y 13 en el 

hipocampo durante el ciclo estral de la rata. Para esto se utilizó la técnica de 

inmunohistoquímica en cortes coronales del cerebro de la rata, los datos obtenidos 

se cuantificaron utili~ando un analizador de imágenes. Los resultados muestran 

que existe una mayor expresión de la isoforma 13 del RE que la isoforma a. en CA1 

y CA3 del hipocampo. Se observó un mayor número de células inmune-reactivas 

para la isoforma a. durante el estro y para la isoforma 13 durante el metaestro en 

CA 1, mientras que para la región CA3 se observó mayor número de células 

inmune-reactivas durante la etapa del metaestro y proestro para la isoforma a., en 

contraste con lo observado para la isoforma 13 en el diestro. Estos resultados 

sugieren una regulación diferencial de ambas isoformas por los niveles 

hormonales endógenos 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 químico secretado por células específicas, el 

cual es transportado por el torrente sanguíneo, ejerciendo su efecto en una celula 

blanco donde actúa regulando el crecimiento o la actividad de las células". Las 

hormonas generalmente son transportadas en la sangre desde su lugar de 

producción hasta el sitio en que actúan (Villee CA, 1988). 

Las hormonas esteroides son moléculas lipídicas cuya estructura básica 

consiste de un núcleo tetracíclico al cual se le denomina 

ciclopentanoperhidrofenantreno, debido a que presenta tres anillos de seis átomos 

de carbono (perhidrofenantreno) y un anillo de cinco átomos 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 glucósidos y los ácidos biliares. El colesterol esta 

constituido por un núcleo tetracíclico, grupos metilos unidos a los carbonos 1 O y 13 

y una cadena lateral formada de ocho carbonos unida al carbono 17. La 

separación de los carbonos 20 y 22 de la cadena lateral da lugar a los pregnanos, 

esta serie incluye a las progestinas. La segmentación 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 andrógenos. Finalmente, la salida del grupo metilo unido 

al carbón 1 O forma la serie de estranos o esteroides de 18 carbonos y da origen a 

los estrógenos. La corteza suprarrenal, los testículos, el ovario y la placenta 

secretan esteroides. La hormona sexual femenina primaria, el estradiol, es 

sintetizada por aromatización a partir de la testosterona (Gore-Langton RE y 

Armstrong DT, 1988) (Figura 1 ). 
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Figura 1. Síntesis de los principales esteroides sexuales. 1) 20, 22 Desmolasa; 2) 3a-OH
esteroide deshidrogenasa. 3) 17a-hidroxilasa, 4) 17, 20-esteroide liasa (desmolasa), 5) aromatasa, 
6) 17cx-OH-esteroide deshidrogenasa 7)16cx-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). 
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1.1.2. Mecanismo de acción de hormonas esteroides. 

Hasta el momento se conocen dos mecanismos de acción de las hormonas 

esteroides: 1) el clásico llamado "genómico" y 2) el no clásico llamado "no 

genómico" (Beato M y Klug J, 2000). 

1.1.2.1. Mecanismo genómico. 

Los esteroides están involucrados en varias respuestas fisiológicas 

celulares a través de su acción genómica. De acuerdo a la teoría clásica de 

acción, las hormonas esteroides se unen a sus receptores especificas, que son 

factores de transcripción intracelulares que al unirse con su ligando modulan la 

expresión de genes blanco regulados por esteroides ejerciendo un efecto positivo 

o negativo en estos genes (Beato Metal., 1996; Beato M y Klug J, 2000). 

El esteroide libre se difunde pasivamente dentro de su célula blanco hasta 

llegar al núcleo, en este sitio se une con su receptor específico. La unión del 

esteroide con su receptor genera cambios conformacionales en este último, 

permitiendo que el complejo hormona-receptor se una con alta afinidad a los 

elementos de respuesta a hormona (ERH). Estos ERH 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) y 4) el elemento de respuesta a 

mineralocorticoides (ERM), que tienen una secuencia consenso común, 

GTACAnnnTGTTCT, por medio de la cual actúan. La secuencia consenso del 

elemento de respuesta a estrógenos (ERE), AGGTCAnnnTGACCT, es muy 

parecida al elemento de respuesta a hormonas tiroideas (ERHT), solamente que 

esta no tiene los nucleótidos separadores (TCAGGTCA TGACCTGA). La unión del 

complejo hormona-receptor al ERH activa la transcripción de genes regulados por 

hormonas, generando la síntesis del RNA mensajero, que posteriormente se 
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traducirá en una proteína, y está ejercerá su efecto en su propia célula o fuera de 

ella (Fuller PJ, 1991) (Figura 2). 

CE LULA B LA•CO 

Figura 2. Mecanismo general de acción de las hormonas esteroldes. El 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 unión regula la transcripción 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 
proteína participa en una multitud de sucesos en varios sitios dentro de la célula. El tiempo 
indicado representa el tiempo estimado para que ocurra el suceso después de la entrada de la 
hormona a la célula. 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 actúan como factores de la 

transcripción para regular la expresión génica por el reconocimiento palindrómico 

de ERE en el DNA después de la horno o heterodimerización del complejo 

ligando-receptor. Subsecuentemente, la transcripción es iniciada en conjunción 

con el complejo de la transcripción basal, diferentes coactivadores, represores y 

reguladores (Beato M y Klug J, 2000). La modulación de la transcripción depende 

de la unión del complejo ligando-receptor y se le ha denominado "~enómico" y es 

sensible a inhibidores de la transcripción y la traducción (Verrey F, 1998). 

1.1.2.2. Mecanismo no genómico. 

En contraste al mecanismo de acción genómico, los efectos no-genómicos 

por esteroides son principalmente caracterizados por la insensibilidad a inhibidores 

de la transcripción y síntesis de proteínas representando la más obvia evidencia 

experimental por la cual su acción comienza rápidamente (en cuestión de 

segundos o minutos). Estos rápidos efectos están mediados a través de 

receptores con propiedades farmacológicas distintas a la de los receptores 

estero id es intracelulares (Falkenstein E, et al., 2000). 

Distinto a los receptores esteroides intracelulares, los receptores de 

interacción en la membrana (tales como péptidos agonistas, catecolaminas o el 

factor de crecimiento derivado de las plaquetas) afectan la función celular por 

modulación de los niveles intracelulares de un segundo mensajero. En adición a 

estos efectos directos de los segundos mensajeros, los cambios inducidos por 

agonistas de mensajeros intracelulares modulan la transcripción por esteroides a 

través de un entrecruzamiento de señales intracelulares "cross-talk". Por ello, la 

activación de células por péptidos agonistas puede modular la transcripción 

nuclear inducida por esteroides a través de la activación de segundos mensajeros 

con una capacidad intrínseca para regular la transcripción nuclear (Nordeen SK et 

al., 1994). Además, 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 estrógenos alfa (REcx) por señalización a través de 

la via metabólica de la MAP cinasa (MAPK), sugiriendo que la MAPK directamente 

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

Los efectos no-genómicos de los esteroides sobre la función celular 

involucra convencionalmente cascadas de segundos mensajeros, algunas de 

estas incluyen a la fosfolipasa C (PCL 2 ) (Civitelli Retal., 1990), al pH intracelular 

(Jenis LG et al., 1993; Wehling Metal., 1996), al calcio libre intracelular ([Ca2 +];) 

(De Boland AR y Norman AW, 1990; Wehling Metal., 1990) y a la proteína cinasa 

e (PKC) (Sylvia VL et al., 1993). 

La respuesta no-genómica específica parece depender del tipo de 

esteroide, tipo celular, tejido o especie utilizado. Sin embargo, las cascadas de 

señalización comparten grandes homologías con [Ca 2 +];, PKC, PLC, cAMP, pH, 

MAP cinasa y otros tradicionales segundos mensajeros actuando por vías 

distintas, pero con similar resultado (Falkenstein E et al., 2000) (Figura 3). 
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Figura 3. Diagrama del efecto no-genómico. En el diagrama se aprecian algunas vras 
metabólicas que estarlan involucradas en el fenómeno. también se especula de la existencia de un 
receptor a esteroides membrana! (Modificado de Falkenstein E et al. 2000). 
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1.2. Receptor a estrógenos. 

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 química de sus 

ligandos. 1) Los receptores para hormonas esteroides son: receptores a 

andrógenos (RA), réceptores a mineralocorticoides (RM). receptor a estrógenos 

(RE), receptores a glucocorticoides (RG) y receptor a progesterona (RP); 2) los 

receptores de RXR-heterodiméricos incluido el receptor a tirosina (TR), receptor a 

vitamina D (VDR), receptor a ácido retinoico (RAR), receptor ácido 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 número de receptores potencialmente importantes como el receptor 

activador de proliferación 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 esteroi?es (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 estrógenos J3 (ERJ3) que son codificados por genes diferentes (Lazar 

MA. 1993; Chambon P. 1996; Gustafsson JA. 1997). 

La proteína del RE está constituido por cinco regiones denominadas como 

A/B, C, D, E, F. Estos dominios estructurales son variables en tamaño y en función 

(Figura 6). En el extremo carboxilo-terminal del RE se encuentra el dominio de 

unión al ligando (LBD) que corresponde a la region E y F; en la región D contiene 

secuencias de reconocimiento para ciertas proteínas activadoras y/o represoras, 

es el llamado dominio de unión a proteínas de choque térmico "Heat shock" 
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(HspBD) cuya función es la localización nuclear del receptor (Jackson TA et al., 

1997); el dominio de unión al DNA (DBD) que corresponde a la región C de la 

proteína se une a los elementos de respuesta a estrógenos (ERE) del DNA así 

como a otras secuencias, estos otros sitios de unión pueden modular 

alostericamente la naturaleza de la respuesta y también involucrar otros factores 

de transcripción (Gottlicher M et al., 1998; Lefstin JA et al., 1998); cerca del 

extremo amino-terminal de la proteína se encuentra el dominio de transactivación 

que corresponde a la región A/B, este dominio es el menos conservado entre los 

receptores a hormonas esteroides (Danielsen Metal., 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 cáncer de mama, llamadas MCF-7. El REa. humano es localizado en el 

cromosoma 6q sub-banda 25.1 (Menasce LP et al., 1993), el REa. de ratón se 

localiza en el cromosoma 10 (Sluyser Metal., 1988) y en la rata se localiza en el 

cromosoma 1 en la banda 1q12 (Szpirer C et al., 1997). La proteina de REcx. 

consiste en 595 aminoácidos con un peso molécular de 66 KDa y conserva una 

estructura similar a los receptores a hormonas asteroides nucleares descrita 

anteriormente (Gre!;:ln S et al., 1986). La proteína es traducida de 8 exones (Kumar 

Vet al., 1986,1987) (Figura 4). 

Exones transcritos 

mRNA 
de RE ~---~'-"'~'-"~'--~-5~'--ª-~-7-~--ª-~' poly A -

H2NI 
Protefne 
del RE 

A/13 1 

Dominio d• 
unlOn •I ONA. 

C 1 D 1 
"'º ~3 302 

1 F icooH 
553 ~Y'S 

Figura 4. Estructura del mRNA que codifica para la protelna del REa. La 
protelna 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 p. 

El gen del RE13 fue clonado a partir de la próstata de la rata. La proteína 

esta contituida por 485 aminoácidos y el peso molecular es de 54.2 KDa (Figura 

5). El RE13 tiene homología con el REa específicamente en el DBD (95%) y el HBD 

(55°/o), también tienen homología funcional, ya que ambos receptores unen con 

alta afinidad a los estrógenos (Kuiper et al., 1996). El RE13 de la rata esta 

localizado en el cromosoma 12, al gen se le ha· nombrado como Estrb, el DNA 

complementario codifica para una proteína de 485 aminoácidos y tiene una 

similitud del 97°/o con el DBD y un 60% con el LBD del REa. del ratón, presentando 

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

Una de las principales diferencias que existen entre las isoformas es en su 

regulación , ya que es posible activar el REJ3 del ratón a través de fosforilación por 

una proteína cinasa activadora de la mitosis, contrario a lo que sucede con el REa. 

que es activado como un receptor nuclear clásico, por transducción, que esta 

descrito anteriormente (Kato Set al., 1995; Bunone G et al., 1996). 

rREalfa 
Cromosoma 

66kDa 
595 a E!, 

rRE beta 
Cromosoma 12 

54.2kDa 
485 a.a. 

A B c D E F 

1 1 AF-1 DNA Ligando/AF-2 1 1 

(()~1;;1 
16.5% 95.5% 28.9% 53.5% Homología 

Figura 5. Comparación entre la estructura de la proteína del RE a y 13 
de la rata y porcentaje de homologia en los animoácldos de las 
diferentes regiones funcionales (Kuiper et al., 1996). 
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1.3. Participación del RE en el SNC. 

1.3.1 Generalidades. 

Las hormonas esteroides tienen efectos importantes en la regulación de la 

función del Sistema Nervioso Central (SNC). Los estrógenos, en particular, 

participan en diversas funciones neuronales, como por ejemplo, el estradiol afecta 

áreas del SNC, como el hipotálamo que está relacionado directamente en la 

reproducción o en funciones cognoscitivas, como la memoria y el aprendizaje en el 

hipocampo (Woolley CS. 1999). 

1.3.2 RE a. y 13 en el SNC 

El RE se ha localizado en diversas áreas y tipos celulares del SNC en 

diferentes modelos experimentales en roedores utilizando diferentes técnicas. La 

proteína del REot se ha detectado en el diencéfalo de ratas hembras y machos en 

diversas etapas del desarrollo, presentando un patrón de distribución diferente 

entre ambos sexos en el área preóptica y en el hipotálamo, encontrándose que en 

las hembra la expresión del REa. es mucho mayor que en los machos y que 

aumenta conforme avanza el desarrollo (Yokosuka et al., 1997). Por hibridación in 

situ se detectó el .~NAm del REa. en el área preóptica 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 estría terminalis de ratas hembras y machos adultos la expresión 

del RE a. y J3 es diferencial; y el RE a. y J3 se expresa más en las hembras que en 

los machos, mientras que en la hembra ambas isoformas se expresan en el 

macho sucede que sólo el REa. es la que se expresa. En el núcleo preóptico 

medial hay una expresión semejante de REa. en machos y hembras mientras que 

el REJ3 se expresa sólo en hembras pero en menor grado que al REa.. En el núcleo 

periventricular anteroventral del área preóptica se observa un patrón similar. En el 
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área preóptica lateral no hay expresión de la isoforma 13 en hembras y machos y la 

expresión de a es mayor en machos que en hembras. En núcleo paraventricular 

del hipotálamo sólo hay expresión de REJ3 y es mayor en hembras que en 

machos. En el núcleo periventricular intermedio sólo se expresa el REa en ambos 

sexos y en hembras es mayor la expresión que en el macho. En el núcleo 

supraóptico sólo hay expresión de REJ3 en ambos sexos y en la hembra es mayor 

que en el macho. En el núcleo ventromedial ambas isoformas se expresa en las 
< 

hembras aunque en menor cantidad la 13 y en el macho la expresión es un poco 

más baja que en la hembra. En núcleo arcuato se presenta un patrón similar al de 

núcleo ventromedial (Laflamme 1 et al., 1998). 

En ratas hembras ovariectomizadas (OVX) se detectó por hibridación in situ 

la expresión del mRNA de ambas isoformas en área preóptica y área hipotalámica 

anterior presentando el mismo patrón el REa y REJ3. En núcleo periventricular hay 

una mayor expresión de a que de 13. En núcleo paraventricular solo hay expresión 

de 13, lo mismo sucede con núcleo supraquiasmático y núcleo supraóptico. En el 

área retroquiasmática hay igual expresión de a y 13, lo mismo sucede en nucleo 

dorsomedial e hipotálamo lateral. En el núcleo arcuato existe una mayor 

expresión de a que de 13. En el núcleo ventromedial sólo hay expresión de a 

(Shughrue et al., 1997). En ratas OVX + estradiol (E2) por medio de hibridación in 

situ se observa que la expresión del RNAm en el núcleo preóptico medial es 

menor comparado contra un macho intacto, lo contrario se observa en el núcleo 

preóptico anteroventral (Simerly et al., 1990). 

En el hipotálamo y el área preóptica la expresión del mRNA del RE13 es 

diferente, pues en el hipotálamo anterior y medio es similar, mientras que en el 

hipotálamo posterior es mucho menor (Shughrue et al., 1996). La expresión del 

RNAm en ciclo estral de ratas presenta algunas diferencias en el área preóptica 

medial, la expresión es mayor en estro y menor en el proestro, en el núcleo 

arcuato no hay cambio y en el núcleo ventromedial la expresión mayor se ve en 

proestro y menor en estro (Shughrue et al., 1992). 
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Investigaciones recientes muestran que las neuronas cultivadas expresan 

RE a y 13 en colocalización con sitios colinérgicos (Hosli E et al., 1999), las 

neuronas provienen de la neocorteza, el hipocampo, el área preóptica y la médula 

espinal. También se han detectado ambas isotermas en glía, específicamente en 

astrocitos en cultivo (Hosli E et al., 2000). Existen estudios de colocalización que 

demuestran que neuronas con acetilcolina transferasa del núcleo basal de corteza 

anterior en la rata contiene una actividad biológica de RE y muestra que REo. es la 

isoterma predominante en estas neuronas (Shughrue PJ et al., 2000). En un 

estudio de inmunolocalización en el tejido humano se observó que en la corteza 

cerebral en neuronas existe presencia de RE13 más no así de REa, en 

oligodendrocitos existe la presencia de ambos, en neurofila no hay REo. ni RE13. 

pero en células glía existen ambos REo. y RE13. En el cerebelo en células glía en 

capa molecular solo hay presencia de REJ3, en células pequeñas nerviosas en 

capa granular sucede lo mismo, en cambio en células de Purkinje pasa lo 

contrario, ya que sólo hay presencia de REo.. En el hipocampo solo se encontró 

REo.. En la médula oblongata en células epindimales se encontró la presencia de 

RE13 ( Taylor AH. y Al-Azzawi F. 2000). Otros experimentos han demostrado que la 

localización del REa en neuronas del hipocampo de ratas neonatales se da 

extranuclear en plasma muy cerca de membrana. Esta localización subcelular 

tiene consecuencias funcionales en otro tipo de células y es factible que este 

mediado por acció"n·no-genómica de estrógenos (Clarke CH et al., 2000). También 

se ha relacionado la expresión de los ER o. y 13 con sitios muscarínicos, 

colinérgicos, nicotínicos y además a galanina. Los estrógenos también influyen 

otros sistemas de neurotransmisores tales como las monoaminas y otros 

neuropéptidos (Hosli E y Hosli L. 1999). 

Estudios anatómicos, de conducta, y bioquímicos, sugieren que los 

estrógenos tienen la capacidad para estimular las neuronas que mantienen la 

estructura y/o función en la corteza cerebral en animales y humanos maduros. 

Estudios que han utilizado inmunohistoquímica para mapear la distribución de las 

isoformas a y 13 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 REJ3 en células de las principales áreas 

de la iso y allocorteza de las ratas machos y hembras hormonalmente intactos. 

Aunque ambas isotermas presentaron similar distribución en los machos y en las 

hembras y que el RE se presentó sólo en neuronas y no en glía como en otros 

reportes (Kritzer MF. 2002). 

1.3.3 RE en el hipocampo. 

Se conoce que los estrógenos regulan la conectividad sináptica en una 

amplia variedad de regiones del cerebro de animales adultos, esto se ha 

demostrado en múltiples núcleos hipotalámicos, pero también en el hipocampo, 

estos cambios resultan de las fluctuaciones endógenas en los niveles séricos de 

los esteroides ováricos, principalmente por el E2 y la progesterona (P4), o por la 

administración exógena de hormonas (Desmond NL y Levy WT. 1997; Woolley 

CS. 1998). Se ha observado que en ratas hembras adultas OVX hay una 

reducción en el número y densidad de las espinas dendríticas, así como una 

disminución de las sinapsis axoespinales de las neuronas piramidales de la región 

CA1 del hipocampo (Gould E et al., 1990; Woolley es et al., 1992, 1993 y 1997; 

Washburn SA et al., 1997). Esta reducción puede ser revertido con estradiol, se ha 

sugerido que este efecto del estradiol sobre la densidad dendrítica requiere de la 

activación de los receptores a N-metil-D-aspartato (NMDA) (Woolley CS y 

McEwen BS. 1994)·: 

Uno de los mecanismos por el cual el estradiol ejerce efectos sobre las 

espinas dendríticas y la sinapsis del hipocampo son por una serie de estudios in 

vitre que han revelado una interacción entre estradiol, interneuronas GABAérgicas 

y el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) en la inducción de nuevas 

espinas dendríticas, para esto se requiere de la exposición crónica de las 

neuronas hipocampales al E 2 , además de la activación de los receptores a NMDA 

(Woolley es y McEwen BS. 1994; Murphy DD y Segal M. 1996). 
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Recientes estudios in vitre demuestran la formación de espinas dendríticas 

en neuronas del hipocampo inducidos por estradiol mediante la inhibición 

GASAérgica. En un patrón similar al que se ve in vivo, neuronas del hipocampo 

inhibitorias cultivadas expresan REa, el tratamiento con estradiol induce una 

respuesta bifásica en neuronas GASAérgicas in vitro, inicialmente disminuye la 

inmunoreactividad de ácido y-aminobutirico (GASA) y la glutamato descarboxilasa 

(la enzima limitada por el producto de su síntesis, que es GASA) 

subsecuentemente produciendo un incremento en ambos. Incrementando la 

conducta excitatoria sobre las células espinales se logra contrarestar la inhibición. 

Reducción farmacológica de inhibición por perdida de GABA se imita el efecto de 

estradiol sobre la densidad espinal. En adición, el tratamiento de cultivos con 

tetrodotoxina, la cual deberá bloquear la acción 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 formación de la espina 

(Weiland NG et al., 1997; Murphy DD et al., 1998). 

La regulación de la expresión de la neurotrofina parece ser clave para los 

efectos del estradiol sobre la función inhibitoria y subsecuentemente sobre la 

densidad dendrítica espinal del hipocampo in vitre. El tratamiento de estradiol de 

cultivos de hipocampo disminuye los niveles de SDNF (Murphy DD et al., 1998). 

Esta disminución en BDNF resulta en activación de células piramidales, 

permitiendo el incremento dependiente de actividad en la densidad dendrítica 

espinal. El BDNF exógeno puede bloquear el incremento generado por estradiol 

sobre la densidad dendritica espinal, se ha observado que bloquear el efecto del 

SNDF 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 estrógenos y esto puede explicar su respuesta sobre el 

estrógeno (Sohrabji F et al., 1995). 

La formación de espinas dendríticas inducidas por estradiol en cultivo de 

neuronas del hipocampo también se ha ligado recientemente a la activación de 
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elemento de respuesta cAMP uniendo la proteina (CREB) y la proteína de enlace 

de CREB (CBP). Un incremento dependiente del receptor NMDA en CBP y 

posterior fosforilación de CREB, y es requerido para el incremento en la densidad 

dendrítica espinal(Murphy DO y Sega! M. 1997). El tratamiento de cultivos con un 

análogo de cAMP por lo menos parcialmente imita el efecto del estradiol. 

Las hormonas secretádas por el ovario también han inducido la expresión 

del mRNA de BDNF en el hipocampo en modelos in vivo, sugiriendo que la 

asociación entre estradiol, BDNF y la formación de la espina demostrada in vitre 

puede ser relevante para la formación de ésta en el cerebro intacto. Los niveles de 

mRNA de BDNF fluctúan 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 P 4 y E 2 alcanzan su máxima liberación. Este es también el punto en el 

ciclo en el cual la espina dendrítica del hipocampo y la densidad sináptica es 

mayor en el hipocampo de hembras gonadalmente intactas (Woolley CS et al. 

,1990). 

Muchos reportes epidemiológicos sugieren que la terapia de sustitución de 

estrógenos en mujeres posmenopáusicas puede ser protectora contra la 

enfermedad de Alzheimer. La búsqueda para las bases biológicas de la protección 

por estrógenos de_ la enfermedad de Alzheimer ha acumulado numerosos estudios 

que tienen significantes avances en el entendimiento de los efectos de los 

estrógenos sobre el SNC. El progreso se ha hecho en por lo menos cuatro áreas 

clave. Primero, estudios genómicos del RE a. y 13 han sugerido nueva complejidad 

en la señalización de los estrógenos. Segundo, estudios recientes han mostrado 

indicios para el mecanismo de ia señalización rápida de los estrógenos a través de 

vías metabólicas no-genómicas. Tercero, se ha avanzado en el conocimiento de 

las consecuencias y los mecanismos por los cuales los estrógenos regulan la 

conexión sináptica de las neuronas del hipocampo in vivo e in vitro. Cuarto, 

múltiples razones por las cuales los estrógenos 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 adaptación latina de la 

palabra griega "oistros" que significa moscardón, escozor o éxtasis. El término fue 

usado por Heape, para describir el período 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 describió a los hechos que notaba 

en la conducta de la rata entre cada ciclo. Durante este lapso la secreción de 

hormonas esteroides de los ovarios prepara al tracto reproductivo para recibir al 

óvulo, si éste es fertilizado poco después del apareamiento durante el estro. Si no 

hubo fertilización, el animal regresa a la etapa del proestro y el ciclo comienza 

nuevamente (Heape W, 1900). 

La rata de laboratorio es un mamífero no estacional, de ovulación 

espontánea y poliestro. Esto es, el ciclo ovulatorio continua a través del año (caso 

opuesto a ciclos ovulatorios restringidos a una estación, como por ejemplo en las 

ovejas). Mediante frotis vaginal ha sido posible conocer la duración de las 

diferentes etapas del ciclo estral de la rata, el cual ocurre cada 4 a 5 días durante 

todo el año. (Long 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 está caracterizado por un predominio de células nucleadas 

epiteliales, estas son redondas, nucleadas y aparecen en grupos a la mitad del 

proestro, ocasionalmente pueden aparecer unas cuantas células escamosas 

carnificadas epiteliales (Figura 6a). En el estro, la mayoría de las células son 

escamosas carnificadas epiteliales, este tipo de células aparecen sin un núcleo 

visible con un citoplasma altamente granular y de forma irregular, aparecen en 

gran cantidad (Figura 6b). Durante el metaestro (también llamado diestro 1) y el 
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diestro, las células que predominan son los leucocitos, los cuales aparecen con un 

significativo número de células nucleadas epiteliales, los leucocitos son pequeños 

con citoplasma granular si se examina a aumentos mayores usualmente tienen 

núcleos vesículados (Figura 6c y d). Si el ciclo fuera de 5 días, es posible que en 

el quinto día se observen células carnificadas (estro) o leucocitos (diestro) (Mandl 

AM, 1951). 

1d 

Figura 6. Etapas del ciclo estral de la rata. Análisis citológico, frotis obtenidos de la pared vaginal 
de la rata, las células fueron teñidas 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 carnificadas y leucocitos; 1d. Diestro: únicamente leucocitos. 
Microscopio de luz a un objetivo 1 OX. 
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1.4.2. Niveles hormonales durante el ciclo estral. 

El período preovulatorio del ciclo estral es caracterizado por el crecimiento 

de los folículos ováricos y un concomitante aumento en la secreción de 

estrógenos. El nivel de secreción de estradiol en el plasma es bajo en el estro (17 

± 2 pg/ml), comenzando a aumentar significativamente en la última parte del 

metaestro y mañana del diestro (37 ± 5 pg/ml), y alcanzando la máxima 

concentración en la tarde del proestro (88 ± 2 pg/ml). Las células responsables de 

la secreción de estradiol durante el ciclo son las células de la teca interna y 

granulosas del folículo ovárico (Yoshinaga K, et al., 1969; Shaikh AA, 1971). 

En la rata adulta, los progestágenos más importantes secretados por los 

ovarios durante el ciclo estral es la 20a-hidroxipregn-4-en-3-ona, también conocida 

como 20 hidroxiprogesterona (20a-OH-P) y la progesterona (P4). Se presentan 

dos fases de secreción máxima para la 20a-OH-P y la P4 del ovario durante el 

ciclo estral. El primer nivel máximo ocurre durante la tarde del metaestro, y ambos 

esteroides se originan del cuerpo lúteo; el segundo nivel máximo ocurre durante la 

última parte de la tarde del proestro (Eto T, et al., 1962; Telegdy G, et al., 1963; 

Hashimoto 1, et al., 1968; Uchida K, et al., 1969; Piacsek BE et al., 1971), esto se 

debe a que la 200t-OH-P se sintetiza del cuerpo lúteo, mientras que el pico de la 

P4 se origina de laS; células granulosas del folículo preovulatorio (Hashimoto 1, et 

al.. 1969). La secreción de estas progestinas en el ovario es semejante al patrón 

de secreción en el plasma periférico. En el cuarto día del ciclo de las ratas, la 

secreción de la 20a-OH-P en el plasma periférico es totalmente variable, los 

niveles bajos son observados durante la mañana del diestro. Sin embargo, los 

niveles en la periferia crecen durante la tarde del diestro y la mañana del proestro 

para alcanzar los niveles más altos a las 20:00 hrs del proestro. La secreción de 

progesterona es más regular, un gran incremento de origen folicular toma lugar 

durante el medio día y tarde del proestro (46 ± 7 ng/ml). Este incremento ocurre 

casi simultáneamente con el mayor incremento de ovulación-inducida de la 

secreción de hormona luteinizante. Se consiguen los niveles altos alrededor del 
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tiempo en el que se alcanza el pico de la LH que es en la tarde temprana y retorna 

a los niveles basales por la mañana del estro (2 ± 1 ng/ml). Un importante 

segundo nivel alto de origen luteal inicia alrededor del medio día del metaestro (24 

± 3 ng/ml) y es prolongado hasta la temprana mañana del diestro y cae a niveles 

basales poco después del comienzo del diestro (Goldman BD et al., 1969; 

Barraclough CA et al., 1971; Butcher RI et al., 1974; Smith MS et al., 1975; Shaikh 

AA et al., 1975; Nequin LG et al., 1979). 

El aumento en la concentración de los estrógenos en la sangre 

desencadena un estímulo neural cíclico que activa la liberación de la hormona 

liberadora de gonadotropinas (GnRH) por el hipotálamo. La GnRH a su vez 

desencadena la secreción de la hormona luteinizante (LH) por la hipófisis y los 

niveles circulantes de LH empiezan a incrementarse alrededor de las 14 a 15 hrs 

del proestro, y alcanzan su nivel máximo (37 ± 5 ng/ml) entre las 17 y las 19 hrs. 

Este rápido incremento de LH induce la ruptura del folículo produciendo la 

ovulación en las primeras horas del estro. El nivel en sangre de LH empieza a 

disminuir en la noche del proestro, alcanza niveles básales (0.5 ± 0.15 ng/ml) en 

las primeras horas de la mañana del estro y permanece así durante el metaestro y 

el diestro. El patrón de secreción de la hormona folículo estimulante (FSH) y 

prolactina durante el ciclo estral es similar al de LH (Brown-Grant K, et al., 1970; 

Butcher RI, et al., 1~74; Freeman ME, 1988). Ver Figura 7. 
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Figura 7. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral de la rata. Concentración de 
progesterona, prolactina, estradiol, LH y FSH en plasma periférico obtenido en intervalos de 2 
horas a través de los 4 días del ciclo estral de la rata. Las barras negras representan las barras de 
obscuridad en la colonia y los números en la base representan la hora del día (Freeman ME, 
1988). 
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2. Planteamiento del problema. 

En los mamíferos el hipocampo es una estructura del SNC involucrada en el 

control de procesos cognoscitivos como la memoria y el aprendizaje, además de 

participar en la regulación de la conducta reproductiva, esto se debe a su gran 

capacidad plástica. El hipocampo es sensible a los cambios en los niveles de 

estradiol endógeno que se generan durante el ciclo estral de la rata produciendo 

cambios estructurales y bioquímicoS' en esta región, como lo es, la arborización 

dendrítica y la cantidad de sinápsis. Por tal razón es relevante estudiar la 

presencia de las isoformas del RE en el hipocampo a través de las diferentes 

etapas del ciclo estral y correlacionarlos con los niveles de estradiol circulante. 
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3. Hipótesis. 

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 ex y J3 del RE en las diferentes células de esta región. 
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4. Objetivos. 

4.1. General. 

Determinar la expresión de las proteínas del REcx. y REJ3 en el hipocampo 

de la rata durante el ciclo estral. 

4.2. Particulares. 

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

1. Estudiar y cuantificar la expresión de la proteína del RE or. y J3 en la 

región CA 1 y CA3 del hipocampo de la rata. 

2. Estudiar si hay diferencias entre la expresión de las isoformas del RE (or. 

y J3) en la región CA1 y CA3 del hipocampo. 

3. Estudiar si hay una relación entre la expresión de las isoformas del RE 

(ex. y J3) y los niveles séricos de E2 y P4. 
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5. Materiales y métodos. 

5.1. Animales de experimentación. 

Se utilizaron 20 ratas hembras de la cepa Wistar de 2 meses de edad 

(Harlan, México). Los animales se. distribuyeron en 4 cajas, y cada una con 5 

ratas. 

5.2. Diseño experimental. 

Durante 12 dias consecutivos se determinó la etapa del ciclo estral en que 

se encontraba cada rata esto se realizó por medio de frotis vaginal. En este 

estudio sólo se utilizaron aquellos animales que presentaron 3 ciclos estrales 

consecutivos de 4 días cada ciclo. Antes de sacrificar a los animales se confirmó 

por frotis vaginal la etapa del ciclo. Los animales se sacrificaron a la una de la 

tarde por decapitación y la sangre se recolectó para cuantificación en suero de E2 

y P 4 . Por cada etapa del ciclo se obtuvo un número de 3 animales. 

5.3. Obtención de tejido. 

Una vez obtenido el cerebro, se lavó con solución salina para eliminar el 

exceso de sangre,·· inmediatamente se fijaron los cerebros con solución de p

formaldehído al 4% de 24 a 72hrs. Posteriormente se procedió a la deshidratación 

del cerebro mediante soluciones de diferentes concentraciones de agua-alcohol y 

alcohol-xilol para seguir con la inclusión en parafina. Una vez obtenidos estos 

bloques se procedió a realizar cortes coronales seriados en micrótomo de 1 Oµm 

de grosor, colocándolos en portaobjetos distribuidos en series de 4. 

5.3. lnmunohistoquímica. 

1. Se colocaron los cortes de tejido con parafina en horno a 60ºC por 15 min. 

2. Inmediatamente se eliminó la parafina con xilol y alcohol: 
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Xilol 5 min, xilol 2 min, xilol-alcohol 2 min, alcohol 100% 2 min, alcohol 96% 

2 min, alcohol 90% 2 min, alcohol 70°/o 2 min, alcohol 50°/o 2 min, agua 

destilada 2 min. 

3. Se colocaron las laminillas en citrato de sodio (nuevo) 1 O mM pH 6.0 y se 

calentaron en horno de microondas, 1 O minutos 2 veces, entre cada 

calentamiento, se esperó 5 min. (Horno en alta potencia). 

4. Se dejó a que enfriara el citrato de sodio a temperatura ambiente. 

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

6. Se Incubó con H202 3% por 45 minutos. 

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

8. Se permeabilizó con tritón 0.5°/o en PBS por 60 min. 

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

1 O. Se bloqueó con suero de bloqueo al 1 o/o + H 202 al 1°/o + PBS por 30 min. 

11. Se aplicó el primer anticuerpo por 72 h (policlonal de cabra para REJ3 y 

policlonal de conejo para REa Santa Cruz Biotechnology dil 1 :50) en PBS 

más tritón x-100 al 0.3% a 4ºC. 

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

13. Se Incubó con anticuerpo secundario (ABC Staining System contra cabra 

para REl3 o contra conejo para RE a Santa Cruz Biotechnology dil 1: 100) en 

suero de bloqueo al 2°/o y tritón x-100 al 0.3°/o en PBS por 2h a temperatura 

ambiente. 

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

15. Se Aplicó soluciones de Avidina y Biotina, dilución 1 :50 para cada 

compuesto en PBS. 

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

17. Se Incubó con el cromógeno (Peroxidase substrate kit DAB sk - 41000 

vector): 

Preparado minutos antes de ser usado. 

• A 5 mi de agua destilada, se le adicionó dos gotas de sol. Buffer y se 

mezcló. 

• Se adicionó 4 gotas de sol. DAB y se mezcló bien. 
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• Se adicionó 2 gotas de sol. H202 y se mezcló. 

Se incubó a temperatura ambiente hasta observar tinción, generalmente es 

de entre 2 a 1 O min. 

18. Se contratiñó: 

a. Solución de hematoxilina de Mayer por 5 min 

b. Se lavó con agua 5 min 

c. Se hizo virar las muestras en carbonato de litio o agua caliente por 2 

min 

d. Se pasó a agua a temperatura ambiente por 2 min 

19. Se deshidrató, 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 agregó resina y se cubrió con cubreobjetos. 

5.5. Análisis cuantitativo. 

Se observaron los cortes en el microscopio óptico con objetivo 1 OX para 

determinar el área de interés, en este caso fue hipocampo medial en las regiones 

CA 1 y CA3, las células observadas fueron neuronas {piramidales y granulares). Se 

cuantificaron las regiones inmunoreactivas para REa. y REp en las diferentes 

áreas de interés, por medio del analizador de imágenes KS300 (Karl Zseiss). Se 

analizó el número de células e intensidad de la inmureactividad, este conteo 

consistió en digitalizar la imagen capturada por el microscopio y en la 

computadora se procedió a la selección de células inmunoreactivas delimitándose 

un área de 545µm x 58~1m que incluye la mayor parte de la capa de células 

piramidales de CA1 y un radio de 200µm para CA3. Se procuró que las zonas 

seleccionadas fueran las mismas para cada corte analizado. Una vez hecho esto 

se transformó la imagen a un fondo negro y las células inmunoreactivas en blanco 

sirvieron para contabilizar las células inmunoreactivas. 
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Para el análisis de intensidad de la inmunoreactividad la imagen digitalizadá 

se editó utilizando un filtro que permitió usar una escala de grises, dándole al 

blanco el valor mínimo de O y al negro el valor máximo 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 procedió a realizar un análisis 

estadístico que consistió en determinar el número estimado de células contadas 

para evitar dobles conteos, para esto se utilizó el método de Abecrombie, que se 

basa en la siguiente fórmula: 

(a/(a+b))(c)= # células 

donde: 

a, es el grosor del corte. 

b, es el promedio del diámetro 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 sóla rata, el número 

obtenido por el conteo de computadora se multiplica por 4, en este caso 

es porque los cortes se hicieron en series de cuatro. 

Ya obtenido el número real de células de cada rata se realizó un promedio 

de las inmunoreact.ivas para REa en CA1 y CA3, así como para REJ3 en las 

regiones CA1 y CA3 en las diferentes etapas del ciclo estral, con estos datos se 

realizó un histograma y se analizaron los diferentes grupos con la prueba "t 

students" no pareada de doble cola con un nivel de significancía del 0.05, en el 

caso de la intensidad de la inmunoreactividad se promediaron los datos obtenidos 

por el análisis en la computadora de las diferentes ratas y los diferentes grupos y 

al igual que el conteo de células se realizó histograma y prueba "t students", con 

los mismos parámetros. 
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6. Resultados. 

Detección de la proteína del REa. y REJ3 en CA1. 

Se observo la inmunoreactividad en las diferentes zonas del hipocampo y 

se aprecia una variación en las diferentes etapas del ciclo; para el REJ3 en las 

células de la región CA 1 del hipocampo medial es mucho mayor que la observada 

para el REa. El análisis cuantitativo muestra que la etapa del ciclo estral en la cual 

se ve el mayor número de células inmunoreactivas es diferente para cada una de 

las isoformas; para el REa esto se observa durante el estro, mientras que para el 

REJ3 es en el metaestro, en ambos casos se observó una diferencia significativa 

con respecto al resto de las etapas del ciclo estral. La etapa del ciclo donde se 

observó la mínima expresión de la proteína para el REa fue en el proestro y para 

el REJ3 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 localización celular de la proteína fue nuclear para ambas isoformas y 

solamente en el caso del REa en todas las etapas del ciclo se localizó 

extranuclearmente (Figura 8). Lo observado correlaciona con el número estimado 

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

En cuantd a la intensidad se observó en CA 1 el mismo patrón que en el 

número de células inmunoreactivas en cuanto a que la isoforma J3 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 a. 

donde es en la etapa del proestro donde se observa la menor intensidad 

estadísticamente significativa y cambia a lo largo del ciclo (Figura 1 O). 
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Figura 9. Cambios en la expresión del REa y REP en CA1. Análisis cuantitativo de la 
expresión de las isoformas de la protelna de RE en la región CA1 del hipocampo medial en 
las diferentes etapas del ciclo estral de la rata. • p < 0.05 comparado con M y E; •• p < 0.05 
comparado con O y P; + p < 0.05 comparado con D, P y E; ++ p < 0.05 comparado con D. 
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Figura 10. Cambios en la intensidad del REa y REP en CA1 del hipocampo. Análisis 
cuantitativo de la intensidad en la inmunoreactividad de la protelna del RE en la región CA 1 
del hipocampo medial en el ciclo estral de la rata. • p < 0.05 comparado con E, M y O; •• p 
< 0.05 comparado con M. 
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Detección de la proteina del REa. y RE13 en CA3. 

Se observó mayor inmunoreactividad del RE13 en comparación con el REa. 

en la región CA3 del hipocampo medial y estas diferencias son estadisticamente 

significativas en el estro y el diestro siendo cuando se dan los dos mínimos en el 

número de células inmunoreactivas del REa. los otros dos máximos se dan en el 

proestro y el metaestro sin embargo se puede ver una tendencia de predominio de 

la isoforma 13 sobre la a.. Por otro lado el número de células inmunoreactivas del 

RE13 es constante a lo largo de las etapas del ciclo estral, salvo en la etapa del 

diestro cuando se presenta el máximo de células inmunoreactivas, existiendo 

diferencia significativa con respecto a las otras etapas del ciclo del RE13. En esta 

región se observó al igual que en la región CA 1 que la ubicación de la 

inmunoreactividad se da en el núcleo celular en ambas isoformas, pero en la 

isoforma a. 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 región 

CA3 se pudo observar predominio de la isoforma 13 sobre la isoforma a., 

permaneciendo la isoforma 13 constante a lo largo de las etapas del ciclo, pues no 

se encontró diferencia significativa, mientras que el REa. presenta diferencias 

significativas con un máximo de intensidad en el estro y un minimo de intensidad 

en el metaestro (Figura 13). 
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Figura 12. Cambios en la expresión del REa y REP en CA3. Análisis cuantitativo de la 
expresión de la proteína de las isoformas a y J3 del RE en la región CA3 del hipocampo 
medial en las diferentes etapas del ciclo estral. • p < O.OS comparado con E y O; •• p < 
O.OS comparado con P; + p < O.OS comparado con P y E. 
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Figura 13. cambios en la intensidad del REa y REP en CA1 del hipocampo. Análisis 
cuantitativo de la expresión de la protelna de las isoformas a y J3 del RE en la región CA3 
del hipocampo medial en las diferentes etapas del ciclo estral. • p < O.OS comparado con P 
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Determinación sérica de E2 y P4 durante el ciclo estral de la rata. 

Los resultados obtenidos en este estudio indican que durante el proestro se 

encuentran los niveles más altos de E2, en comparación con las otras etapas del 

ciclo estral, y esta diferencia es estadísticamente significativa. Para la 

progesterona el nivel más alto se observa en el metaestro. Estos datos coinciden 

con lo reportado en la literatura. 

Tabla 1. Valores de hormonas esteroides en suero de rata 

E2 
. 

p 31.47 ± 8.79+ 
E 7.53 ±0.62 
M 4.00 ±0.98 
D 17.37 ± 3.22 

* Valor promedio y su valor de desviación estándar 
+ p > 0.05 comparado con E, M, D. 

P4 . 
2.13 ± 1.35 
6.30 ± 0.58 

12.30 ± 6.50 
6.25 ± 2.75 
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7. Discusión. 

Los estrógenos ejercen su efecto a través de su unión a receptores 

nucleares especificas activando la transcripción de genes hormonoregulados. 

Estudios previos han demostrado la expresión del RNAm y de la proteina del RE 

en el hipocampo de la rata en diversos modelos experimentales; por otro lado se 

conoce bien la participación del estradiol sobre la densidad dendritica y sináptica 

de esta región del hipocampo (Wooley CS y McEwen BS, 1992). Hasta el 

momento no se ha determinado cuál es la distribución de las isotermas del RE en 

esta área del cerebro durante el ciclo estral de la rata. 

Los resultados obtenidos muestran que la expresión de la proteína del REJ3 

predomina sobre el REa en las diferentes etapas del ciclo estral de la rata. 

Experimentos realizados en el útero de la rata indican que el RNAm y la proteina 

de la isoforma a del RE se regula directamente por E2 y P4 en contraste con la 

isoterma 13, la cual no se regula a la baja por estas hormonas (Wang H et al. 

, 1999), además experimentos en hipocampo de ratas hembras y machos 

establecen que la inmunoreactividad del REa se ve regulada a la ba_ja por 

estrógenos (Weiland NG et al., 1997). Estos resultados sugieren que la proteína 

de la isoforma a. del RE se regula a la baja por estrogenos circulantes durante la 

etapa del estro en CA 1 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 E2 por lo cual el número de receptores aumenta en esta 

región estudiada En contraste, la isoterma J3 del RE no se regula a la baja por 

estrogenos en esta región. 

Estudios in vitre en células de riñen de mono (COS-1), y estudios in vivo en 

células de ovario de hamster chino han demostrado que la protelna del RE, en 

ausencia del ligando, tiene una vida media de 5 días y en presencia del ligando 

tiene una duración de 3 a 4 hrs y esta degradación es tejido especifico (Pakdel F 

et al., 1993). En diversas áreas del SNC en un modelo de ratas OVX tratadas con 
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hormonas esteroides y un inhibidor del proteosoma (PSI) se ha observado una 

regulación tejido específico de la degradación de la proteína del RP, este último, 

se encuentra dentro de la superfamilia de las hormonas esteroides cuya estructura 

es similar al RE (Camacho 1 et al., 2002). Lo anterior, en nuestro modelo de 

estudio, podría explicar el porque los niveles de expresión de la proteina del REa 

en CA1 en el metaestro y el diestro son bajos, ya que en estas etapas los niveles 

circulantes de E2 son bajos se esperaria detectar una expresión similar a la 

observada en el estro. Esto podria entenderse a través de la degradación de la 

proteína. En contraste, lo observado para la proteína del REa en CA3 parece 

indicar que existe una regulación por estradiol a la alta en las etapas donde los 

niveles séricos de estradiol son bajos. 

Los datos obtenidos para la proteína del REJ3 en la región CA1 y CA3 del 

hipocampo son completamente diferentes a lo observado en la proteína del REa 

en éstas regiones, Aunque se observa niveles altos de la expresión de la proteína 

del REJ3 en las etapas del ciclo donde los niveles de E2 son bajos, este fénomeno 

no se aprecia en todas las etapas y lo que sugiere que el REJ3 no es regulado 

directamente por hormonas séricas es el hecho de ver que la expresión .·de la 

proteína en el proestro es muy similar a la expresión en las etapas en las cuales 

hay niveles basales de las hormonas séricas. Una posible explicación consiste en 

que la regulación de la proteína sea regulada por otro tipo de hormonas, se sabe 

que en el ovario de hamster la FSH estimula la expresión de de ambas isoformas 

del RE y los estrógenos estimulan la expresión del RE, pero la progesterona inhibe 

esta acción estrogenica (Yang P et al., 2002). 

En este estudio se encontró que la expres1on de una misma isoforma 

presenta un patrón diferente en la región CA1 y CA3 del hipocampo. Una de las 

explicaciones posibles a lo anterior sería la participación de otros sistemas, entre 

los cuales se encuentra el de la de neurotransmisión ampliamente estudiado en 

esta región. Experimentos in vivo e in vitro en mamíferos han demostrado la 

participación de los receptores a aminoácidos excitadores en la regulación de la 
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plas1Jcidad sináptica en el hipocampo. El glutamato es uno de los aminoácidos 

excitadores más 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 ionotrópicos, los cuales 

funcionan como canales iónicos a Na+. K+, Ca2 +, cr, un segundo grupo, los 

receptores metabotrópicos que funcionan a través de proteínas G. Dentro de los 

receptores ionotrópicos se encuentran los receptores a NMDA que son localizados 

abundantemente en CA 1, mientras que para CA3, los que están presentes son los 

receptores a AMPA y kainato (Boehm S y Kubista H, 2002). Estas diferencias en el 

sistema de neurotransmisión en las regiones del hipocampo podría explicar el 

aumento o disminución de la arborización dendrítica durante los niveles 

cambiantes de estradiol endógeno durante el ciclo estral de la rata. 

Los niveles hormonales endógenos de estradiol durante el ciclo estral 

influye en el funcionamiento de la unión 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 inhibición 

excitatoria debida a GABA logrando una mayor excitabilidad neuronal e induciendo 

por consiguiente algunos mecanismos para la formación de nuevas espinas 

dendríticas (Murphy DD et al., 1998). Lo anterior explicaría el porque del 

comportamiento diferente en la expresión del RE en CA1 y en CA3. Con estos 

datos se puede sugerir que los efectos del estradiol en hipocampo no sólo deben a 

su acción directa sobre el RE sino también a través de mecanismos a nivel 

membrana! en los cuales se involucra a los receptores a NMDA. 

Hay que entender que difícilmente se han encontrado similitudes en la 

distribución del RNA mensajero y la proteína de las isoformas del RE en el cerebro 

de diferentes especies indicando que no se puede generalizar la localización del 

RE. En la actualidad los anticuerpos para RE tienen que ser más especificas, es 

decir más selectivos a las variantes del receptor en cuanto a su estructura, pues el 

no saber si el receptor que se detecta en la inmunohistoquimica 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 (KOREaREj3), parecen 

tener la misma afinidad por estradiol (Mitra SW et al., 2003). 

La importancia de detectar las isoformas a. y f3 del RE durante el ciclo estral 

de la rata en el hipocampo contribuye a entender el mecanismo de acción del E2 

en la fisiología de la conducta reproductiva del hipocampo de los mamiferos. 
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8. Conclusiones. 

Existen cambios en la expresión de la protelna del RE a lo largo del ciclo 

estral en las regiones CA 1 y CA3 del hipocampo medial del cerebro de la rata. 

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

expresión de la isoforma J3 sobre la isoforma a del RE 

Para las neuronas de la región CA1 la regulación de la expresión del RE es 

distinta en comparación con las neuronas de la región CA3. 

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

J3 no así para la isoforma a. 
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1 O. Apéndice. 

Abreviaturas 

20or.-OH-P, 20 hidroxiprogesterona 

BDNF, factor neurotrófico derivado del cerebro 

CBP, proteína de enlace de CREB 

CREB, elemento de respuesta cAMP uniendo la proteína 

DAX-1, receptor huérfano ligado al X 

DBD, dominio de unión al DNA 

DNA, ácido desoxiribonucleico 

E2. estradiol 

EcR, receptor a ecdisona 

ERA, elemento de respuesta a andrógenos 

ERH, elementos de respuesta a hormona 

ERM, elemento de respuesta a mineralocorticoides 

ERP, elemento de respuesta a progesterona 

ERor., receptor estrógenos a. 

ERj3, receptor a estrógenos 13 
FSH, hormona folículoestimulante 

GABA, ácido y-aminobutírico 

GnRH, hormona liberadora de gonadotropinas 

GRE;: elemento de respuesta a glucocorticoides 

HspBD, dominio de unión a proteínas de choque térmico "Heat shock" 

LBD, dominio de unión al ligando 

LH, hormona luteinizante 

NGFI, receptor al factor-inducido de crecimiento nervioso 

NMDA, N-metil-D-aspartato 

OVX, ovariectomizadas 

P4, progesterona 

PPAR, receptor activador de proliferación de peroxisomas 
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RA, receptor a andrógenos 

RAR, receptor a ácido retinoico 

RE, receptor a estrógenos 

RG, receptor a glucocorticoides 

RM, receptor a mineralocorticoides 

RNA, ácido ribonucleico 

RNAm, RNA mensajero 

RP, receptor a progesterona 

RXR, receptor ácido 9-cis-retinoico 

SNC, Sistema Nervioso Central 

SF-1, factor 1 esteriodogenico 

TR, receptor a tirosina 

VDR, receptor a vitamina O 

Soluciones 

Deshidratación de cerebros 

f"0 Lavar con agua por 3h • 

f"0 Etanol 50% por 12h • 

f"0 Etanol 50% por 1 h • 

f"0 Etanol 70% por 1 h. 

f"0 Etanol 80% por 1h. 

f"0 E;janol 90% por 1 h • 

f"0 Etanol 96% por 1 h • 

f"0 Etanol 100% por 1 h • 

f"0 Etanol 1 00% por 1 h • 

f"0 Etanol/Xilol por 1 h • 

f"0 Xilol por 1 h • 

f"0 Xilol por 12h • 

f"0 Parafina líquida (60ºC) por 2h • 

f"0 Parafina líquida (60ºC) por 6h. 

* con agitación constante. 
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Eosina 

Solución stock 

Eosina Y 

Agua destilada 

Etanol 96°/o 

10g 

200mL 

BOOmL 

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°/o v/v. 

Hematoxilina de Harris 

Hematoxilina 

Oxido rojo de mercurio 

Alumbre (sulfato de aluminio, amonio o potasio) 

Etanol absoluto 

Agua destilada 

1g 

0.5g 

20g 

10mL 

200mL 

Disolver la hematoxilina en el etanol a baño maría y tapado; por otra parte disolver 

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

adiciona el resto de 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. 

PBS 

NaCI 

KCI 

Na2HP04 

KH2P04 

H20 destilada 

pH 7.4 

8.0g 

0.2g 

1.44g 

0.24g 

c.p.b. 1L 
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Solución de poly-L-lisina 

50 µg/mL de poly-L-lisina en tris-HCI 1 O mM (1.57649 en 1000 mL de agua 

destilada o desionizada) a pH 8, almacenar a 4ºC, se recomienda utilizar en los 15 

dias siguientes de su preparación. 
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AS. CAMBIOS EN LA EXPRESION DE LAS ISOFOAMAS u Y ~ DEL RECEPTOR A 
ESTROGENOS EN EL HIPOTALAMO Y ÁREA PREOPTICA DE LA RATA HEMBRA DU· 
RANTE EL DESARROLLO POSNATAL. 

_ .• /Arriera. l.. Mendoza·Aodriguez. C A , Diaz·lbélñez. L. B .. Mendoza-Garces. L. y Cert>On M . .A. Facultad 
de Química. Departamento de 8101091a, UNAM. Ciudad Umvers1tar1a. Co)loacan. C.P. C>-1510 Me-.:1co. 
C.F. Tet: (52.' 5622·3098. Fax. (52} 5616-2010. E-mail: arne1a@serv1dorunam.mx 

Los estrógerios par!rc1pan en la regulacion de diversas funciones del Sis1ema Nervioso Central (SNC) de ios 

mamiferos como es la newr09enes1s. Ja dilerenc1ac1on sexual y la plast.cidad neuronal. La acción de los estrógenos 
está mediada por receptores 1ritracelularas espec1t1cos. Se han caractenzado dos isoformas para el receptor a 
estrógenos (RE)· el AErt y el RE~\. Ambas 1soformas poseen diferentes propiedade.s funcionales y muestran 
distintos patrones de d1stnbucion y reguiacion en diversas áreas del SNC. Sin embargo. aun se desconocen 
muchos de los mecanismos por medio de los cuales el estradiol regula la diferenciación sexual del cerebro. El 
propósito de este estudio tue conocer los cambios en la expresión de las isorormas n y ¡.i del receptor a estrógenos 
en el hiPotalamo y area preópt+ca de la rata hernbra duran!e el desarrollo postnatal. Se utilizaron ratas hembras 
recién nacidas de 1a ce~a VV.star. que fueron mantenidas con sUs madres hasta que fueron sacnficadas o hasta 
el día del destete. Se formaron 6 grupos. cada grupo de 4 animales que fueron sacnficadOs en diferentes d1as del 
desarrollo postnatal· OP1. DPS. DPtO. OP14. DP21 y OP30. Se obtuvieron los cerebros. se deshidrataron e 
mclu)<·eron en parafina y se hicieron cortes de 6 '"'me inmediatamente se procedkj a realizar la inmunohistoquímQ 
para detectar la protoiPa. del REu y del AE~s. Los resultados muestran que el RE13 se expresa mas que el REc.t en 
el nucleo preopt1co medial. t>l nuclco ventromed1al del área preóptica, el núcleo paraventricu~r y ventromedial del 
hipotalamo. as1 como en el núcleo arcuato. Esta expresión del RE~ se observa Intensamente en el DP1, DP14. 
DP21 y DP30 en comparac1on con el DPS y DP 1 O. Estos rosunados sugieren que el estradiol ejerce sus efectos 
en el área preoptica y el h1pctalamo pnrnordialmente a travOs del REµ y probablemente esta distnbue1ón especi
fica en algunos nUcleos del a.rea preópt1ca y del hipctálamo están relaoonadas con la función del receptor a 
estrógenos en la fis1ologia reprCYJuct1va normal del animal adulto. 

R6. PATRONES OIMÓRFICOS SEXUALES EN EL CEREBRO Y EN EL CEREBELO DE LA 
CREATINA CINASA DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL HASTA EL ENVEJECIMIEN· 
TO DE LA RATA WISTAR. . 
J1ménez. E y Ramírez. O. Depta de Bioquimica. CINVESTAV-IPN. Av. Instituto Politécnico Nacional 
No. 2508. Col. San Pedro Zacatenco. C.P 07000. México. D.F. Apdo. Postal 14-740. Tel: (52) 5747. 
7000 ext. 5222 ó 5216 Fax: (52) 5747·7083. E-mail: ejimenez@mail.cinvestav.mx 

Durante el desarrollo postnatal. la madurez y el envejecimiento, el cerebelo y el cerebro sintetizan de una manera 
dependiente do sexo la enzima citosólica cataliticamente activa crcatina cinasa (CKc) en sus variedades muscu· 
lar (MM) y cardiaca (MB). ademas de la anódica, supuestamente única y especifica del cerebro de vertebrados, 
la BB·CK. En ambos SeKOS. 1socnz1mas de la CKc cerebrales típicas y atípicas estuvieron presentes a lo largo del 
estudio. En el cerebro. las hembras mostraron un 26°-., más de vanantes isoenz1máticas que los machos y en el 
cerebelo un 93 "'c. En el presente trabaJO se mueslra que en el cerebro y en el cerebelo de la rata la producción 
de ATP por tran$fosfor1'ac1on anaeróbica a través del sistema CK/PC es especifico de sexo y de edad, especial
n1entc en el cerebelo cuando la ghcólis1s y el ciclo de Krcbs pierden capacidad. Como en el corazón de rata. baio 
condiciones fis1clog1ca.s a todas tas edades las 1socnzimas de la CKc pueden participar de manera cspcciftca de 
gónoro. en favor de las hemoras. en diversas funciones de los diferentes companimentoscelulares cte las celulas 
gliales y neuronales con respee.o a su alta y fluctuante demanda energética, no cubierta com~1amente por la 
ghcólis1s anaerobica y aerob1ca. La rclac1on diferencial sexual de la actividad especifica de la CKc cerebelo/ 
cerebro desde los 60 días hasta los 2 .:iños 4 meses (senectos) siempre estuvo a favor de las hembras . 
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c-"'1u·-...lmt ~lthln lht· tuinr aoJNf cq•1i1W vltadtMr, szhnuh 
ll llc>1..J..:1.,..,o,JT1no.n...:no.J.SJtiics;-••ry& u1·1·,..,,.,,..,...: 
11 .. r.11111u:n1 ,,1 Aniau .. uy, Uul .. 1.>1 .. uy ur nn .. u•I. """"''· IJK 

:::·",!'-;;.~,::.~~.I=·" ¡·.~:;;.~:.:: ... :::~:~~~,~·.·!;~~.¡~~!.:~:~ ·::::: ... ;~.~ .. -;.·.;::::.":~: 
1>11oot01l1".•r1<Klll: .. , ....... ;.,,; In '""" '"" ~h.·•·1• "'"' 1111' '"º'""''· .., ... r•·~"t·nll~ 
.. 1 .. 1w.-.1 .. urtl,..o:lul 1•1<>1 ... ·u1111•1.u.1u11 u ... l''.,'·"''""'l>lH11 '•"•P"ll..._. '" 
•inHll111 "'1"'·""""•·11 ........ 111nt•l.ah"!> o.·11, ... ,,.1 c..111tll•N•l'Kl.•<' .. U'I""' • 

1 : !~~',·: M"': 1: ;:~,;·~·: ::1,•:1,:~:~~· ::;:,•;,:~•;::: ,~::;o~~I ~ :.::,:;•,•::~:1 : 1~~· ~ :~, ~: "~"' ~~::~ j 
11o11un• ul 1h.: i.huYo: ""'"'""'~"ª 11.ar .. 1.·111~ n•o:• h.t011""'" lo .11kh1tun. ,,., • 
.. ·,r•'-..,,,.¡"" uf !iollXI rru1.:1n, ;a n1i.1 .. rr "' ío1lhl"ul,, .. 1cll.11•• ._.,.,.,, ... """" 
1ll•Chl<¡::;o1rJ. Sl1rL·1• Jo.I h••h .. 1111uit.a11.-..... .-•...: o·ullt·o·h·•I ohuiur 111<• 
..._•u-.slly ,,..,¡.re' llhol 1nacl•••' .,i..,-. .. oí 1hr .......... 1 1r¡u••ltot.·li\.o• ··)•·1.,,. 
1;.,m,...J1>tn>$1'Ull• un.11'1<1-·R )!<'11._. ""I" ... """"' ";'.,''"•1111111••<1 h:r- kT·l'CºH 
"""lf I""'""',. .1 ..... 1¡:•N'!d lruu1 1h.: •••"l"'°•'lt"'•" n•1nclh.,.,,UC' .:ll~J\ 
.. ,.,,,.._.,,..c ... l'nuo·iu .... 1.,., ..... ,.,., ••I 1.11-lt. 1 SI 1 M.. 1'1<1. N ,111J S 1110 "'-'h 
oklo:11uin• .... 1 h)' \\'o:,.11.>111 hlnl an.11,_. .. ,,. .an.I 1111t1u1nuh1 .. loo.ll<:llll"lf)' u .. ín;: 
.. 1 ... ~1h.:- .iuut .. ollu: ... n .......... 11 .. 11.·•c.ili:l.l it1 .. 1 _; .... -1 .. 11 .. ph1n ........... 11 .... hor 
C•llH.'11.11 ur l·SlltolC' mll.-\J'lf•'• .... -J 111.,.ul .. ·zol....,,,.,,.,..,.,.,., 1,..,. .. ,.,""'"') 
ul,.nll. In 1.<>11lr .... 1 l'MI, .k 111l<NA ,..,.¡ 1•u•10·11• •'"I"•º"",."' ,. .. , .. o.l<·I··• i.-.1 ~ 
111 '""h "I'._...,,..,. l'unhro.oM"" 11 .. •, l')NI\ t1.0:!1•M:nl• .. u11pt.l,.•1I 0111h.- ..Jo.·•·¡• 1 
.111.11 .. 11 ... , 1'•luilJ1~ .. ,,.,., ... ,,l 1h..·~11"' "iH• lu h••lh .. ,., ... ,,..,, 'Jtlll 1•n01<"1n 
"*'-'" 01hl010•l.Ut1l,r ''"IH"'""*'"I •n lltc jWll• •h~1.d1"• .•1•n,¡ 111l ... 1.1h" .;u'11 !'JI" 
lllh<'lill ... ul u ... ro1u11.1r~. l'ho: ... • h11d1111• .... u ......... , ""' "·"\'"''"'"' 
l'"'l""''"ll a rol< ur 1•u.1. 111111•• u111:1p111n1.i1• r.-11ul.1lton1 "' ~·ona1lt•1tnr111n 

~f.'-::!":,'¡ ~fn~f.1:~;",';1t11~.:1.:1~:~~~~";~'111 ~!•¡:• ,:~·~:~:~~~:,~.·: ... ~111:~":~·;~;, 1 

l'!\11 • .inJ lhu' llUI)' 1 .. -..11h flUll1 <"1lh•" :o •hr,-.'1 •nllunuf <iul(ll v.111111111 ••• , 
1.0.h>&ruph. 1•r un 11 .. 1:11-..:I n1c-..luo11i .. 111 1n,1.l•u••• .. "'""·'""':O 1·0·11 1.'I'' 
.. udl , .. rulh.·111 .... 1 .. 11 ......... 11 .. 

--·~~--·----- -----···- ---·------· 
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(:luulj!;t.,. 111 ~IOJ=t.·n r ... ('rptor hct11 t.•\pr._..,,.¡un In lhi: ·h¡;;::~·j 
ol11rinat. lhcC':'-lr1•1n.c-)••h• uftlw r.11 ¡ 

lG~~~~~;;;1~!~~=:~ ~~~:~:;,·::i:~:~!.:~.t.:::r -""'''"''"'" .1~ M~".... 1 
11 I~ wc.!11 l.uuwn 111.tl ('O.IK•¡!•'ll" 1"Jf1Í• 11"'1•' u• thr •lo'•l'l.o¡-.1""111 .a"'I 1 

~:~!~.~:~:!~~:E~ .. !Z:;E.~~1:\::~!,:;::;:~:r~~:,:~ .. ::'~?~!~;~~.~'.:l!~i~~~:~:: ! 
,, ....... 111'"". l>I~ .. 1,.11 •• :1md 11.k t...•ut. n ............. f.uou .. !''"' ... ~ .. olillero:n• 1 
1unc111ono;. """11.: d1 .. u1buti..i11. 1111.l1 1e¡:1•I""º" no 1hl..,n·n1 .,, •• :. .. "' .1 ... · 
CNS. 'lhe u1111 ni 1he pl't:'M"h •• tud~ ""'"'" 10 _....,... ...... I•\• "'"'"""'"'"'"''hr1t1• 
, .. ., ~ EK bo:t,;r, o!."pn.~"'""'" in 11,.• h•Pl'""' .. "''I'''" '"""*Ji liM' "'"""" L")o·I,• ,,r 
tlu· 1.i1. Cy ... hnJ! W'"'"'' h·111.1k 1.tl"" ..,..,,.. u .... -.1 i.: ..... -•·11• ,..,., • .,1¡, .. -.j :01 ' 
1~11111 h 1u ""' J10.,.rrn1 •• .. 1ru ..... 1 .. ,·~. ,• .. 1n1· 11:1. !"'""'''"" 11'•· ,.,.,,rc.o.-., .. , 

' ''' .. ,..,, '""''""' 1111. ""'"'" .. , ...... "'"""··•l. ln.·•I. •kh~·lro11rJ "''"' 1 
10:11:•fhn 1·101 ..... u ... 1 Sl11lo·" "' ltJ 1ni.·11,,n,·1.·1 .. _ ... ,... •>l>t.1111 • ..i. 111ttl l .M hr.1:0 

1 "'"' ,;l .. h .... ,..,1 hf 1•111uu1•uh1~ .... hl.·1t11 .. iry. 1 r..,• 1.:·1111,. "''·h..: •• 1.: thJ\ l;lf 

1

1,.·I·• U1o1fl.o•&ll\ di.U•O"._d ..!•11111.11 lhc ohll ... ro.•u1 ,t,,~;., ol 11••• <''O.lftt\•" •)•l.• "' 
:l..: h•p1• ..... •UllJIU•- ·1111 .. l·.K .... ,,.,,.n1 wn .. h1¡:hl.L· .... , ........ ., ..... '"'''""'"""'"'" 

~~:~'1;~"~ .. :,'11\1n~;~~.::~::~;,~' :.;~~ .~.:!:-i'::1 ~:: ~~~·~'."'[',·,;'::~~.:1:.1~',:.:~111~ 
1r.d1.-.11c 1h.11 1;1t l-o:I01 j1l.tl .•' ouh.• in 11..: (uu~·li·•U ••l llw h•l'l'"'.,""I"'' "'u ... 

1 .s.u..,1o•u1 .. ., "" ul tl11· 1ti:-.• ... ·.i1nr11 .. 1lurin:: 1he ..->1ruu .. L').:I.• "' lh<: r.ot. l 

1

,,,. .......... """" ""''PJM•1u•J 111 p.on h.v u (.'(>S-,l''l-1 ~IUlll ( l•IM•I ,,, 1 
l".ot><.•I ,,rrn:l• l"'A ('f~S.,l:'\~I .,.,.h.,l:r.1 .. t11¡~ 
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A1'1U'\l~1 

CAi'tlHOS I•::-; LA E'>l'RESIÓ:"< l>E LAS ISOFOl~MAS Al.FA Y Hl':TA Ul,:L 

IU·:CEl'TOI~ llE ESTl?ÓGENOS EN El- llll'OCi\l\ll'O l>E l.A RATA 

l>Ul~A:-;TE El. CICLO l::STIVl.L 

,\ft 11clo=u~(i111·,.,-._... l .... A•·1·ieta l. y< ·c1·b,;,, ,\/.·l. ·~ Dcrmrt~1n1c111t' d-.: Uiuloghi. Fu-.:uh;1ü Je 
Quhnh.:01. ÚNAf\1. 

S.: S•1h1.: l~icrl que. lo,!" cstrúgcnu:. p•1ni~ip;.111 -.!ll _1:1_ rc.:g.ul;u.:_i~\~ ~t._c - Jiv~_r:-ous ~·unciunc~ 
dL!I Sis1~1na Ncrviusu Ccr~tntl (SNC> f..h.:.hi:-. · -- _'J1~~111~i.~C:n~S ~Í..lll~c.i'~s.:ia.n~u .. ru~é.~\cs_is. lu 
di 1"cr-.!1H:iación .se.~ uul y In plasticidad ncu~t"úi:'i1~· .. Lil ··~1-c~~i~~~: .... ~tc-., •.'~-~- .. ·c·~uó_gcri~1s · -c~ta 
nicc.li.1da por rcccpturc.:s intracelulares. l?'~P~C~tj·~~s_.·_, >'.~;:,·~·:~sin::~-~-~--. ·¡,lo_nl~1~t~·.:· ~C ~~~Ín 
f.."aract""•rizHd(\ do!-> lSl)furinus pura este .. rc.c.~_~ic.~·~i '~.~l~- ~ ~~~''·'Ú~t(. ·/i~- ~1,>:~~:~~tiL·~~:iil1~_b~S 
i~oft,nna~ po!"c~n di f~rcnlcs propicduUcs ·rui"~~ic.~~;~;~~.~·t),~.Í;·~·\1i:'~~rtÍn_':~~-S1i·1~\~S' ".Píli.f,;n_cs '.l~ e_ 
dbtrihución y rcl,!uluciOn en <livcrsus ,:tt.t!'o.1s"·'·~-~1.>.-s_~.C~:::El_"Objeti~_O-dt:.~cstc~."-eS:·l~1·diu 
j;t,nsislh.'l en dck·r1ninar 1;1 C"-pn..:sic)n e.le- lus lh~~ i~oft~r~·,,;~s (nlt~n y. bcul)._UC(.~t:_é~p·~(;;:_,n 
c~ln."lJ:tcll''~ 1 H f~) en el hipocrnnp,1 de l;.1 rata dururil·c lh~ divcrsns ·ctnf>":.l'S· c.lcl ch.:l~~~C:s:tr:it -~· 
S-.: utiliz;1ron n1t;1~ hc1nhras de la cepa \Vist:.1r que rl1cron .sucriÍiCuda~ u fa~ ~,:.<_l~.-.1_1.r~',é_n 
d1,1:1·:.;as ctnp~1~ d~·I ~·icln cstrnl: "-"strn tl!>. pruc:-otru éP)·. dic:'ltrot. O.lJ°)_ )~.·dic~~~·ll·:?°"cD:?·)~ 
1111ncdi:1ta111c11tc: :..e ohtuvicrtlll 11.lS ccrchrus que fueron tij;uJn~ ~y.: ~~¿Sili.~r;~,;;,(.i'~s·., Y. 
c111hchid<l~ en par;1fina. Se n:aliJ"'aron curtes d\! 10 un1. S~ Jch:c1ó 1:1, PrOÍCii~·:i::.il~: ~tú.Ja~·, 
\11\61 de las i·!-a,fonn:1~ \.h:i I{ E-al ra V R E-hct!I util izmu.Ju in1nu_nú).~i~t'é.l_.~"lii,n\~.c:~;,,.:~,_ltl 
:111\ i..:111.•rpus cspc~·i li""•'u!oo. LttS rc.:-~u1tad;1~ t1hlcnidus n1_uc:.1ro111 c;unh_i·u·~.· ~;~".c)/·ilt~~r·~~;'.'~-\k· . 
..:'1w-..::..1n11 de t.1 pnllt.:111a par;1 ;1111h:1s 1:-.ul\lnHa:. dc-1 1.(h cu ...:1-·l1il·-i-~~~~¡~:;1fl·~·.;':\.~i~:. __ ;~1~1:-.. 
dif-..:r\!111c:; cu1pas di.:I -.:h:lu. l.!1 b,1funua d...:I Rl.!-hc.:-1;1 e~ lu q¡_1c ~u.Í~~:'·s~-.'.éx·;.f;.¡;·~i;-:~.~·~~·:~ü,;.\'~.':y 
L>~J d'"-·1 hipocanipo en la cwpa del D 1 y D'2 en cn1n~arn~i~?~f ~-~,~~·,·~::l!~--~-f·P:r.;;.·Íl~·-¡1:-.·~cl· 
.I~ E-01lf:1 en cst:1s rcgii.l1~cs. la 1.:u•ll es 1ncnt.lf, En la ~l:~p_;~.-'·d,~l .. ~~-E-~·;··-~-:~ .. 1~\;S_~-~/~~-~~~·~~~~~ 
in11u1no1·co11.:1 i v illad para el R E-hi..:ta en l:i rcuión · C'.A ~. c1_~-~·c.~~·;~1:r~,·~~~~-:~c·_! ~:-~~·~·:.::¡~t.~\··: fl~t:-

::~~:::::~::~:!~~1¡1~~:~:~~;¡:~1r::~'.~::.•~•::::·~~~",~:~~l:.:;~~~'.~:·~1~:r;;;:sji::~ffe~~tsi:.1:r~~7;~',:~~~~~~ 
c.·fc.:ctus t..lifc:rCuh:~. "-"~_,~ .. · 

",, 

E.su: proyecto fue.: financiudo c.:n parte por CON.-'\.c'-·T '<_rr()~·cCtC:.> 
.-\rricln es bccari:1 del ·('(.):"-!1\.CYT. 

11": 
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