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RESUMEN

Las diferencias estructurales (i.e. dimorfismo sexual) han sido documentas en
diversas areas cerebrales, especialmente en aquellas involucradas en el comportamiento y
la endocrinologia de la reproducciéon. A pesar de que en el cerebro de mamiferos se han
encontrado numerosas proteinas cuyos mRNA’'s se expresan de manera sexualmente
dimérfica, aun no es claro si este dimorfismo es el resultado de diferencias gendémicas
sexuales de especies con cromosomas heteromérficos, o bien, debido a los efectos

inducidos por las hormonas gonadales perinatalmente.

El presente estudio fue disefiado para explorar el patréon de expresion de RNA
mensajero en ratas albinas de ambos sexos en el lapso conocido como “periodo critico” de
desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC). Para determinar una posible expresion
dimérfica sexual en el hipotalamo, se emplearon microarreglos de oligonucleétidos (MWG-
Rat5K-5760 genes) con muestras de ratas albinas de ambos sexos y de seis dias de
nacidas. Un total de 20 hipotdlamos de cada sexo fueron probados por cada ensayo,
logrando un total de 4 ensayos. Los resultados fueron analizados con el programa
estadistico para microarreglos “R”; obteniendo 64 genes con un 50% de sobre-expresién a
partir de la mediana, algunos de ellos de sobre-expresion en ratas hembra y otros tantos en
ratas macho. Ademas se encontr6 que de estos 64 mRNA’s, 16 de ellos pueden
considerarse potencial y directamentemente involucrados en el desarrollo del dimorfismo
sexual del hipotalamo. De tal manera fueron seleccionados dos de estos ultimos genes para
indagar sobre su sitio de expresion en el tejido (hipotdlamo), para lo cual, decidimos
comparar entre dos técnicas de biologia molecular in situ: Hibridacién in situ versus PCR in
situ. Los resultados finales fueron muy satisfactorios, encontrando los mismos perfiles de
expresion con ambas técnicas y confirmando de esta manera los resultados de los
microarreglos. Asi, nuestra hipotesis fue confirmada demostrando que existe un patrén

genético inherente a cada sexo.

Finalmente, este trabajo representa el primer ensayo que intenta vincular el aspecto
genético con el establecimiento del dimorfismo sexual del SNC, por lo que cobra gran

importancia.



ABSTRACT

Structural sex differences (i.e,. sexual dimorphism) have been documented in
numerous brain areas, especially in those involved in behavioral and endocrinological
aspects of reproduction. Although in the mammalian forebrain numerous proteins and/or their
corresponding mRNA’s have been found to be sexually dimorphic, it is not clear whether
these dimorphisms result from genomic sex difference of species having heteromorphic sex
chromosomes, or they are the result from the perinatally inductory effect(s) of gonadal sex
hormones. The present study was designed to set a normative foundation in the sexual
pattern of mMRNA expression in normal albino rats from both sexes within the so-called

“critical period” of CNS development.

In order to determine a possible sexually dimorphic gene expression in the
hypothalamus, spotted microarrays (MWG-Rat5K-5760 genes) were performed in six day-old
albino rats from either sex. We used a total of twenty rat hypothalami from each sex , and
the results obtained from the scanning (Stanford Software) phase were then treated in the
“‘R” Software package, remaining with a total of 64 genes with 50% of over-expression
starting from the median. It was found that from these 64 mRNA’s, 16 of them were found to
be potentially involved in the development of sexual dimorphism. From the 16, we selected
two of them in order to localize their expression, comparing between two molecular biology
techniques (In Situ Hibridization and In Situ PCR). The final results were very successful,
finding as far as we can tell, the same expression profile with both techniques, confirming the

microarray’s data.

Finally, this work represents the first assay trying to link the genetic aspect with the

Sexual Dimorphism of the Central Nervous System.



1. INTRODUCCION

La vitalidad de cualquier especie depende en buena medida de la generacion de una
progenie de individuos con caracteristicas genotipicas y fenotipicas analogas, con capacidad
adaptativa a su entorno ambiental. Asi mismo, la perpetuidad de las especies se ha debido tanto a
diferencias individuales entre su poblacién como a su capacidad de reproduccién. Con este fin, los
mamiferos han desarrollado un amplio repertorio de estrategias que permiten una interaccién externa

(el medio y patrones sociales) y una interna (fisiolégica) de manera exitosa para la especie.

Dentro de las estrategias de sobrevivencia en los individuos con cromosomas sexuales
heteromorficos, la fecundacion exitosa depende de la interaccion de sus miembros, para ese fin, el
conjunto de patrones motores y conductuales que operan durante el proceso de fecundacién se
denominan “conducta sexual”. Puesto que los eventos que conforman a la conducta sexual son por lo
general especificos a los individuos de cada sexo, se dice que la conducta sexual es disimilar o

sexualmente dimorfica.

El establecimiento de estos patrones conductuales, los circuitos neuronales especificos que
los controlan, la activacion y regulaciéon de los mismos, y ademas las claras diferencias
morfofisioldégicas entre los sexos, pueden agruparse en lo que se conoce como DIMORFISMO
SEXUAL (DS). Mas aun, el DS es toda aquella diferencia sexo-especifica tanto a nivel estructural

como funcional en el individuo.

En los mamiferos, el DS se encuentra determinado tanto por factores de origen genético
(cromosomas) como epigenético (hormonas por ejemplo), de tal forma que las caracteristicas
sexuales de cada individuo se establecen durante la etapa especifica del desarrollo en la que el tejido
es susceptible a la induccién de cambios durante su diferenciacion, lapso conocido como Periodo

Critico (PC).
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En el caso de los pequefios mamiferos utilizados en el laboratorio, el PC comprende el
ultimo tercio del desarrollo intrauterino y aproximadamente las primeras dos semanas posteriores al

nacimiento.

Resumiendo, el DS involucra todos los eventos morfogenéticos y fisioldgicos que resultan
en el apareamiento, lo que implica la existencia de un proceso dinamico sujeto a un programa
secuencial, ordenado e interrelacionado entre érganos y tejidos; y que se lleva a cabo en etapas
consecutivas desde el desarrollo embrionario hasta después del nacimiento (PC) en el caso de los

mamiferos incluyendo al hombre (Woodson y Gosrki, 2000).

Anatémicamente suele encontrarse DS en diversos tejidos y 6rganos, principalmente
relacionados con las funciones reproductoras, siendo relevante el sistema nervioso central (SNC)
como el encargado de ejecutarlas y regularlas; de especial importancia son las dreas asociadas a los

patrones conductuales ya mencionados.

En lo referente al SNC, el DS se manifiesta en diferencias en tamafio nuclear, nimero
neuronal, densidad sinaptica, nimero de fibras, y cantidad de neurotransmisores (Beyer, 1999);
mientras que las propiedades funcionales del cerebro, dependen de la organizacion de circuitos
neurales complejos que se forman durante el desarrollo, bajo la influencia tanto de programas
determinados genéticamente, como de factores ambientales (v.gr. micro ambiente celular) (Bailey y
Kandel, 1993). EI SNC presenta importantes diferencias sexuales estructurales en particular en sus
areas y nucleos relacionados con los aspectos endocrinolégicos y conductuales de la reproduccion

(Arai, Matsumoto, y Nishiuka, 1985).

La aparicién y regulacion de las funciones de reproduccién y apareamiento por la secrecion de
gonadotropinas por la hipéfisis, fue postulada desde principios de 1900. Asi, Marshall y Jolly notaron
que si a una hembra adulta previamente gonadectomizada se le trasplantaba un ovario funcional, se

reinstauraba la ovulacién (Marshall y Jolly, 1907).
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En 1936, Pfeiffer demostro que la extirpacion de ovarios en animales recién nacidos no evita
que las ratas hembra se desarrollen como adultos capaces de mantener un ciclo ovulatorio normal,
después de un transplante de ovario. Por otro lado, la implantacion de testiculos al nacimiento en
neonatos hembra, causaba una pérdida permanente de la capacidad de ovulacién. De tal forma, que
se planteé en aquella época la idea, de que la capacidad de ovulacién dependia del genotipo

femenino mas que de la presencia de los ovarios, aunque la existencia de testiculos podia impedirla.

Pfeiffer también mostrd, que los machos castrados al nacimiento, desarrollaban una
liberacion ciclica de gonadotropinas ovulatorias al transplantarles un ovario en etapas adultas. De sus
estudios concluyé ovulaciéon que tanto hembras como machos tenian el potencial de desarrollar el

mecanismo hormonal que induce la ciclica (Pfeiffer, 1936).

Unos afios mas tarde en 1978, Roger A. Gorski encontré que las hipdfisis de machos eran
capaces de desarrollar ciclos estrales, y mantener las condiciones de embarazo y lactancia, cuando
eran trasplantadas a hembras adultas, proponiendo que la glandula hipofisiaria no era sexualmente

diferenciada, si no que las diferencias sexuales residian en el cerebro (Gorski, 1974).

Los primeros estudios en las que se compararon cerebros masculinos y femeninos no
permitieron establecer diferencias anatdomicas entre ellos, a excepcién del tamano, acorde con la
masa corporal del del varén. Por ello fue relevante el descubrimiento hecho en 1978 por un estudiante
de Roger A. Gorski y colaboradores, quienes notaron una diferencia inherente a un grupo de células
en la region predptica medial del hipotalamo de la rata. Este nicleo presentaba mayor tamafio (hasta

7 veces) en el macho (Gorski, Gordon, Shryne, y Southam, 1978.)

Posteriormente, Gorski mostré que el dimorfismo sexual en el tamafio del ndcleo medial preéptico se
adquiere durante el PC de desarrollo y que la supresién de testosterona por castracién del macho
recién nacido provoca feminizacién en tamario del nucleo. Mas aun, la administracién perinatal de
testosterona en la hembra prefiada masculiniza el tamafio del nucleo hipotalamico de la progenie

femenina. 14



Estas observaciones llevaron a Gosrki a proponer la denominacién del nucleo sexualmente
dimérfico del area predptica (NSD-APQO) (Gorski, Csernus, y Jacobson, 1981). Asi, la identificacion de
diferentes nucleos del hipotdlamo de rata con DS justifica el empleo de esta estructura para los

estudios de la presente tesis.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las diferencias estructurales (i.e. dimorfismo sexual) han sido documentas en diversas areas
cerebrales, especialmente en aquellas involucradas en el comportamiento y la endocrinologia de la
reproducciéon. A pesar de que en el cerebro de mamiferos se han encontrado numerosas proteinas
cuyos mRNA’s se expresan de manera sexualmente dimérfica, aun no es claro si este dimorfismo es
el resultado de diferencias genémicas sexuales de especies con cromosomas heteromérficos, o bien,

debido a los efectos inducidos por las hormonas gonadales perinatalmente.

El presente estudio fue disefiado para explorar el patrén de expresion de RNA mensajero en
ratas albinas de ambos sexos en el lapso conocido como “periodo critico” de desarrollo del Sistema
Nervioso Central (SNC). Para determinar una posible expresion dimorfica sexual en el hipotalamo, se
emplearon microarreglos de oligonucledtidos (MWG-Rat5K-5760 genes) con muestras de ratas

albinas de ambos sexos y de seis dias de nacidas.

HIPOTESIS

dLos perfiles de expresion genética en el hipotdlamo de rata en el dia postnatal 6 son

sexualmente dimorficos.

dLas dos técnicas empleadas para la visualizacion de la expresion in situ son igualmente

eficientes.
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2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.1 Dimorfismo sexual

Para poder comprender los eventos implicados en la diferenciacion sexual del SNC,
es necesario primeramente dilucidar y analizar los patrones inherentes a la genética en la

determinacion del sexo.

2.1.1 SEXO GENETICO.

En 1870, Mendel sugirié que la determinacion sexual podria ser resultado de los fendmenos
de herencia y segregacion (Mendel, 1950). Por otro lado, desde inicios de la genética, se propuso
que la expresion genética del sexo se explica por la presencia de dos tipos de genes sexuales: los
genes que determinan el sexo y los genes basicos para el sexo; encontrandose los primeros en los

cromosomas sexuales, y los segundos en los autosomicos (Muller, 1923).

Posteriormente, Morescalchi retomando estas ideas, sefialdé que puesto que la mayoria de
los individuos derivan de padres con sexos diferentes, el método mas econémico desde el punto de
vista genético, es mantener una relacion 1:1 entre machos y hembras. A nivel fenotipico, el sexo
estaria determinado por la accién reguladora de sustancias quimicas durante el desarrollo, de
manera que los alelos sexuales pueden o no iniciar la sintesis de una hormona tipica del sexo

heterogamético (Morescalchi, 1992).
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A nivel basico, la determinacion sexual genética de los mamiferos deriva de la base
cromosomica de la determinacion sexual, es decir, de la presencia o ausencia del cromosoma sexual
Y, que contiene la informacion genética necesaria para el desarrollo del sexo masculino y actia como
actor dominante de tales efectos. Una de las razones de peso que apoya este hecho, es la presencia
de un Jocus genético unico codificado en el cromosoma Y conocido como Factor Determinante
Testicular (FDT), que es un componente determinante en el desarrollo del testiculo, y otras proteinas

relacionadas.

Hacia la 72 semana en el humano y la 12 en roedores, comienza la diferenciacion gonadal,
la cual es de forma activa en XY (masculino) y pasiva en XX (femenino). Una vez que se ha
diferenciado la gbénada (testiculo), se suceden cambios en las estructuras genitales que habian sido
idénticas en ambos sexos hasta la 72 en humano y 12 semana en roedor (conducto de Wolf,
conducto de Miller, seno urogenital). En el macho, por efecto de la testosterona se desarrolla de
forma activa el conducto de Wolf, produciéndose a la vez a nivel testicular, hormona antimilleriana
que hace que se presente regresion del conducto de Miiller. En ausencia de testosterona, habra

desarrollo en forma pasiva del conducto de Miller e involucion del conducto de Wolf.

La diferenciacién sexual hormono-dependiente en el macho se pone en marcha por la
produccion y actuacion de tres hormonas secretadas por el testiculo fetal: la testosterona, la hormona
antimilleriana y la Ins.L-3 (insuline-like 3, citocina de la familia insulinoide), producida por las células
de Leydig, dotada de una accion similar a la insulina (insulin-like) e implicada en la migracion
testicular. En la diferenciacion sexual femenina hay una triple ausencia de produccion: de
testosterona, de hormona antimulleriana y de Ins.L-3, que mantiene los ovarios en el abdomen y al

mismo tiempo el gen Wunt-4, presente en el ovario fetal, inhibe la produccién de testosterona.
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Volviendo a la determinacién sexual, se admite actualmente que varios genes estan
implicados en la evolucion de la gdénada indiferenciada:
QSF1 (Factor esteroidogénico 1)
QWT-1 (supresor del tumor de Wilms)
QLim-1 (un gen de la caja homeobox)

QSRY (familia de genes clave en la determinacion testicular)

El SF-1 juega un papel decisivo en la diferenciacion sexual masculina, de hecho se ha
demostrado que el SF1 regula la actividad de dos enzimas clave en la esteroidogénesis fetal: la 17-
alfa-hidroxilasa y la 3-beta-hidroxiesteroide-deshidrogenasa; el SF-1 controla asi la produccién de
androgenos fetales. Adicionalmente, SF-1 interacciona con la Ins.L-3, implicada en el desarrollo de

los testiculos y, por lo tanto en la migracion testicular.

El gen de la HAM (hormona antimilleriana) representa uno de los modelos de expresion de
un gen especifico del sexo masculino. El SF-1 regula la produccién de HAM por el testiculo fetal (y
postnatal) activando la transcripcion del gen de la hormona antimiilleriana ademas de otros factores
de transcripcion (WT-1, SF-1 y GATA-4, un factor de transcripcion expresado entre otros por las
células gonadales); en donde el concepto de "dosis" de estos genes aparece aqui como algo
fundamental, ya que la pérdida de alguno de los alelos de los genes codificados por autosomas

conduce a una patologia especifica de la determinacién del sexo.

2.1.2 ESTABLECIMIENTO DEL DIMORFISMO SEXUAL.-

Ademas de las influencias por expresiéon del material genético involucrado, el ambiente
hormonal durante el periodo critico del desarrollo contribuye en gran medida al establecimiento de las

diferencias sexuales del SNC.
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Actualmente se ha aceptado la idea de que las hormonas sexuales ejercen efectos
activadores y efectos organizadores sobre el cerebro. Los efectos activadores son transitorios y son
los que por lo general inducen las hormonas sexuales en el cerebro adulto. Por otro lado, los efectos
organizadores son aquellos que resultan en modificaciones permanentes de la estructura y funcién
cerebral y ocurren, fundamentalmente, durante el periodo critico de cada especie (Arnold, Breedlove,
1985). Por ejemplo, se ha descrito en machos, que los andrégenos (testosterona) permanecen
incrementados por al menos dos semanas después del desarrollo de los genitales, atraviesan la
barrera hematoencefalica y son convertidos a estradiol, el cual se une a receptores cerebrales de
estrogenos que subsecuentemente regulan la transcripcion genética. La expresion genética mediada
por el estradiol induce la organizacion permanente del neurodesarrollo a través de una cascada de
mecanismos que promueven diferenciacion neuronal, diferentes patrones de formacién neuronal,
muerte celular programada (apoptosis) y sinapsis especificas en el cerebro del macho en relaciéon a

la hembra; presentandose un efecto organizador.

En paralelo y seguido de la diferenciacion gonadal determinada genéticamente, el factor
critico para el DS es la secrecion hormonal del testiculo (Wilson, Griffin, Leshin, y George, 1981). En
el caso de los érganos reproductores internos, todos los mamiferos tienen al inicio de la gestacién,
primordios genitales tanto para el fenotipo masculino como para el femenino. El primordio testicular
produce hormona inhibitoria Mulleriana, que inhibe el desarrollo de los 6rganos internos femeninos
(Vigier, Picard, Bezard, y Joss0,1981), permitiendo el posterior desarrollo de los conducto Wolfianos

inducidos por las hormonas esteroides testiculares como se comentod previamente.

Para la diferenciaciéon de genitales externos, ambos fenotipos parten de un mismo punto de
salida ya que son idénticos, en donde las hormonas testiculares inducen a los primordios genitales
indiferenciados hacia el fenotipo masculino, mientras que su ausencia condiciona el desarrollo de

genitales femeninos (Wilson, et al, 1981).
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En el caso del SNC, el PC de diferenciacion sexual se refiere a la etapa perinatal, en donde
el cerebro en desarrollo es proclive al efecto de las hormonas de origen gonadal. En el caso del
macho, la testosterona (TE) en el PC entra por difusion pasiva a las células y es convertida a
estradiol (E2) en el citoplasma celular via enzimatica por la “aromatasa”, siendo este proceso
fundamental y necesario para la diferenciacion sexual (McEwen, Lieberburg, Chaptal, y Krey, 1977).
El E2 se une a su receptor (ER) nuclear alterando el proceso transcripcional hacia la produccion de
proteinas que inducen cambios en la densidad sinaptica, en la neuritogénesis, en la mitosis o en la
apoptosis celular, entre otros. Cambios que permaneceran a lo largo de la vida del individuo, proceso
conocido como “defeminizacion del SNC” (Parsons, Rainbow, y McEwen, 1984). Aunque el ovario de
hembras neonatales produce pequefas cantidades de E2, este es secuestrado en el torrente
sanguineo por la alfa-feto proteina (AFP), quedando imposibilitado para acceder al cerebro de la
hembra (Toran-Allerand,1984) y por lo tanto la defeminizaciéon no ocurre, desarrollandose de forma
pasiva el fenotipo femenino. En resumen, el desarrollo normal del SNC de la hembra ocurre en
ausencia de E2, mientras que el macho requiere de éste, el cual obtiene mediante su sintesis a partir

de la TE.

Los cambios estructurales inducidos durante el PC presentan repercusiones funcionales a
largo plazo, por ejemplo, en una rata hembra adulta, las hormonas gonadales actuan en el cerebro
para inducir receptividad sexual o “lordosis” ante el estimulo de la monta de un macho; y si este DS
no fue oportunamente inducido en el PC, dicha conducta no se presenta en el apareamiento (Gorski,

1974).

Sin embargo, también existen reportes de cultivos celulares de embriones de rata
mostrando que las neuronas dopaminérgicas del diencéfalo, pueden desarrollar diferencias sexuales
morfoldgicas y funcionales en ausencia de hormonas esteroides (Reisert, Engele, y Pilgrim, 1989), lo
que sugiere un contexto genético para su diferenciacion ademas del epigenético (ambiente hormonal

en este caso).
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Con el advenimiento de la biologia molecular, surgié la posibilidad de establecer los
sustratos gendmicos de la diferenciacion sexual del SNC. Entre sus aportaciones mas importantes,
destacan las que detallan la activacién de ciertos genes cuya expresion subyace a los efectos
esteroidogénicos, como lo son las modificaciones en la sintesis de enzimas, receptores hormonales,
neurotrofinas y neurotransmisores, entre otros; es decir, se atribuye a los efectos esteroides

gonadales el papel de transductor de sefiales hormonales (Toran-Allerand, Singh, y Setalo, 1999).

Otros genes relacionados con el cromosoma sexual Y, y que se han caracterizado como
sexualmente dimoérficos, son: Usp9y, Ubely, Smcy, Eif2s3y, Uty y Dby. Su expresion ha sido
detectada en cerebro de machos y en hembras XY, y no requiere de secreciones testiculares.
Ademas, existen seis genes homodlogos para el cromosoma X (Usp9x, Ube1x, Smcx, Eif2s3x, Utx, y
Dbx) que son expresados en el cerebro y, en etapas adultas, sus transcritos son expresados en
mayores cantidades en las hembras que en los machos, independientemente de la inactivacién de
uno de los cromosomas X (Xu, Burgoyne, y Arnold, 2002). Incluso, se ha desarrollado la hipotesis de
que los genes situados en los cromosomas sexuales participan directamente sobre la diferenciacion
sexual del cerebro y la conducta reproductiva (De Vries, 2002); aunque no se puede descartar la

existencia de los genes contenidos en cromosomas somaticos en el desarrollo del DS del SNC.

Finalmente, el DS presenta un periodo de diferenciacion que varia entre especies, puede
ser prenatal, perinatal o postnatal, dependiendo del grado de maduraciéon del SNC al nacimiento que
presente la especie (Gosrki, 1983).

Inclusive dentro de la misma especie, la diferenciacién sexual de una cierta funcion difiere
temporalmente, en términos de sensibilidad hormonal y de la identidad del esteroide gonadal
responsable de esa diferenciacion (Christensen y Gorski 1978; Gorski, Csernus, y Jacobson, 1981).
Ademas es posible encontrar evidencia de el DS de una funcidon en una especie pero no en otra
(Vale, Ray, y Vale, 1972), es decir, funciones similares pueden diferir entre especies en términos de

DS. Ademas, el DS se encuentra determinado tanto por factores genéticos como epigenéticos.
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2.2. Sistema Nervioso Central y Dimorfismo Sexual.-

2.2.1 HIPOTALAMO

Estudios en distintas especies de mamiferos han demostrado que en la regién hipotaldmica
del diencéfalo se encuentran localizados grupos neuronales que estan directamente implicados en la
reproduccion, ya sea regulando la conducta sexual o bien la secrecion hormonal necesaria para
activar los diferentes procesos reproductivos. Por lo tanto, el hipotalamo siendo el principal centro
regulador de hormonas, ha sido una de las estructuras cerebrales mas estudiadas con buenos

resultados en cuanto a DS se refiere (como se detalla a continuacion).

El Hipotalamo es un derivado diencefalico que se encuentra debajo del talamo, formando
las paredes laterales y el piso del Il ventriculo que lo divide en una porcién derecha y otra izquierda.
Puede ubicarse facilmente, desde la cara ventral del encéfalo, se encuentra enmarcado por el rombo

orto-peduncular que delimitan las cintillas épticas, quiasma y los pedunculos cerebrales .

El hipotalamo se dividide en cuatro importantes regiones rostro-caudales: el area preoptica
(APQ), el hipotalamo anterior (HA), el hipotalamo medio (HM) y el hipotalamo posterior (HP). Cada

area a su vez puede subdividirse en medial y lateral.

El hipotdlamo es un centro de integracién esencial para la supervivencia de y la
reproduccion de las especies, puesto que es el sistema encargado de controlar las complejas
interacciones fisiolégicas y conductuales. Su papel regulador se ve reflejado en su organizacion
estructural y sus multiples conexiones, ya que casi todas las subdivisiones del SNC se comunican
con el hipotdlamo y se infiere que estan sujetas a su influencia. Ademas se encuentra en
comunicacion con sistemas y érganos periféricos convirtiendo informacion generada por la actividad
sinaptica del SNC en sefales humorales transmitidas a los tejidos periféricos por el sistema

circulatorio, es decir, actia como centro responsable de la coordinacion del sistema endocrino.
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Recibe informacion de la corteza cerebral y del sistema nervioso auténomo e interpreta
estimulos ambientales (temperatura, iluminacion) y la contrarregulacion periférica. En respuesta a
estos estimulos el eje hipotalamo-hipdfisis regula las actividades de la tiroides, glandulas
suprarrenales y génadas, asi como las funciones de crecimiento, produccién de leche, y equilibrio
hidrico. El hipotalamo interviene ademas en funciones de naturaleza no endocrina, (regulacién de la
temperatura) en la actividad del sistema nervioso auténomo y en el control del apetito. Las hormonas
hipotalamicas son polipéptidos de pequefio tamafo cuya actividad biolégica requiere de
concentraciones elevadas observadas en el sistema porta-hipofisiario; excepciones a esta regla son

las hormonas de la neurohipdfisis: la hormona antidiurética (arginina-vasopresina) y la oxitocina.

Por otro lado, la capacidad de los mamiferos para reproducirse depende de la funcién del
hipotadlamo en conjunto con la hipdfisis. En efecto, la produccién, maduracion y liberaciéon de los
gametos tanto en hembras como en machos requiere de la participacion adecuada del eje
hipotalamo-hipofisiario. Ademas, el hipotalamo juega un papel esencial en la organizaciéon y
expresion de los patrones conductuales necesarios para la cépula. Estudios experimentales en
roedores han demostrado que la zona media rostral del hipotdlamo, en especial la regidon predptica
media participa en el control de la conducta sexual masculina como la ereccién, la monta y la
eyaculacion (Larsson, 1979); mientras que el ndcleo ventromedial participe en el control de la
conducta de las hembras.

Practicamente todos los nucleos hipotalamicos estudiados hasta la fecha presentan DS
estructural. Por ejemplo, estudios ultraestructurales de la region predptica en ratas hembra y macho
mostraron diferencias en los patrones sinapticos que se desarrollan y dependen de una exposicion

perinatal a andrégenos (Raisman y Field, 1973).

Estas observaciones motivaron la busqueda de DS en hipotalamos humanos, detectandose

que una region equivalente al APO es aproximadamente el doble de tamafio en hombres que en

mujeres (Swaab y Fliers, 1985; Hofman y Swaab, 1989).
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Aunque el significado funcional del DS tanto por estructura como por conectividad del
hipotalamo aun se desconoce, se sabe que ambos patrones estructurales dimdrficos coexisten en
sujetos que exhiben funciones y conducta sexual normal y especifica a cada sexo; el género del
cerebro esta claramente determinado por la influencia hormonal presente durante el PC del

desarrollo.

Ademas del papel que juega el hipotalamo en el comportamiento sexual, de enorme
relevancia es su influencia sobre la produccién y liberaciéon de gonadotropinas desde la hipdfisis
anterior y de las cuales depende la génesis y maduracion de gametos competentes. Por ejemplo, la
espermatogénesis ocurre en respuesta a una liberacion mas o menos continua de gonadotropinas,
mientras que la ovulacidn es un evento ciclico iniciado por una elevacion abrupta o fasica de ellas. En
ambos casos, las neuronas hipotalamicas producen Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH
por sus siglas en inglés) para estimular la liberacidon de gonadotropinas por la hipdfisis anterior; sin
embargo, los patrones sexo-especificos de liberacion de gonadotropinas implican la existencia de
diferencias sexuales en la organizacion funcional de sistemas aferentes que influencien la actividad
de las neuronas GnRHérgicas. Estas acciones organizacionales de las hormonas sexuales
(esteroides) inducen el dimorfismo sexual permanente en los elementos neuronales de la formacion
sinaptica en el hipotalamo, que posteriormente se correlacionara con la liberacién fasica o ténica de

la hembra y el macho (Matsumoto y Arai, 1997).

Retomando el DS del hipotalamo, Gorski y su grupo encontraron que el nucleo predptico
medial muestra un obvio DS en rata; por lo que llamaron como Nucleo Sexualmente Dimérfico del
Area Preédptica (NSD-APO). Este nucleo presenta mayor numero de neuronas en ratas macho que en
hembras (Gosrki, Gordon, Shryne y Southam, 1978) y fue el primer grupo de neuronas en describirse
como sexualmente dimorfico y continda siendo uno de los ejemplos mas claros de dimorfismo tanto
en animales de laboratorio como en humanos (Swaab y Hofman, 1988). En rata, el NSD-APO
corresponde a la porcién central del nucleo medial y en el humano al nudcleo intersticial del

hipotalamo anterior-1 (NIHA-1 o INAH-1) (Allen, Hines, Shryne y Gorski, 1989).
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Ademas del NIHA-1, se ha descrito el NIHA-2 como regiones dimorficas de NIHA 1-4
representan grupos neuronales anatémica y funcionalmente independientes. LeVay (1991) confirmé
el dimorfismo sexual en el NIHA-3 pero no en NIHA 1, 2, y 4. En el caso del NIHA-1, sin embargo, se
ha determinado que en el varon existen dos veces mas células que en la mujer. Incluso se ha
determinado que tanto nifios como nifias poseen el mismo numero de células al nacer y que este
numero aumenta exponencialmente hasta los 4-5 afios de edad; la cantidad de células permanece
constante hasta la pubertad pero en el caso de las nifias un gran porcentaje de las células muere
(Swaab y Hofman, 1988). Por lo tanto, el dimorfismo sexual del area predptica en humanos no es

aparente hasta la pubertad.

Ya que tedricamente no existe una correlacion lineal entre el nimero de neuronas de un
circuito y su capacidad funcional, se desconoce si diferencias en tamafo reflejan diferencias
cualitativas y/o cuantitativas en términos de funcién neural; sin embargo, es claro que si se destruye
el area predptica, las ratas machos no expresan conducta sexual en presencia de una hembra
receptiva (Hansen, Kdohler, Glodstein, y Steinbusch 1982; Szechtman, Caggiula, y Wulkman 1978).

También se ha determinado el papel del APO en la conducta sexual de los primates.

En macacos machos, el APO esta asociada con la iniciacion del acto sexual, ereccion del
pene, y con el periodo refractario postcoital. En las hembras el APO esta asociada con la iniciacién

de la cépula (Oomura, Aon, Koyama, Fuijita, y Yoshimatsu, 1989).

Otro grupo neuronal hipotalamico sexualmente dimoérfico y generalmente de mayor
densidad celular en las hembras, se identifica en la sustancia gris periventricular del APO,
caudalmente al érgano vasculoso de la lamina terminal, el Nucleo Anteroventral Periventricular
(AvPv-APO) (Bleier, Byne, y Siggelkow, 1982). Este nucleo es mas voluminoso en la hembra. y
desempefia un papel critico regulando la liberacion ciclica de gonadotropinas en este sexo

(Terasawa, Wiegand, y Bindon, 1980).
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La administracion de andrégenos o estrogenos perinatalmente causa una reduccion en
tamafo del AvPv via potencializacion de la apoptosis neuronal, mas que por la inhibiciéon de la

neurogénesis (Arai, Murakami, y Nishizuka, 1994).

Es importante sefalar que estas hormonas esteroideas administradas perinatalmente tienen
un efecto facilitador en la incidencia de apoptosis en el AvPv-APO, pero inhibidor en el NDS-APO,

mostrando una dualidad en efectos (Arai, Sekine, y Murakami, 1996; Davis, Popper, y Gorski, 1996)

La primera forma de DS identificada en el SNC consisti6 en diferencias en densidad
sinaptica en la porcion estrial del APO, se evidencié que la testosterona puede actuar como factor
neurotrofico estimulando la formacion de sinapsis de los nucleos Arcuato (ArcN) y Ventromedial
(VMN) hipotaldmicos (Arai y Matsumoto, 1978). En el ArcN el nimero de sinapsis somaticas y
espinosas es aproximadamente el doble en hembras que en machos (Matsumoto y Arai, 1980); en
contraste, el VMN cuenta con un numero significativamente mayor de sinapsis, tanto somaticas como
espinosas, en el macho que en la hembra (Matsumoto y Arai, 1986; Millar y Aoki, 1991); siendo
ambos nucleos sensibles a hormonas esteroides, y sugiriendo que la organizacion sinaptica puede

variar de acuerdo con la respuesta genética individual que cada nucleo presenta ante los esteroides.

El NVM es facilitador de conducta sexual en las hembras (Davis, McEwen, y Pfaff 1979;
Pfaff, y Sakuma, 1979) expresando receptividad sexual por medio de una conducta refleja que se
conoce como ‘lordosis”. Esta conducta de receptividad sexual se expresa durante niveles altos de
hormonas sexuales (estrogeno y progesterona), de lo contrario la hembra rechaza los acercamientos
sexuales del macho. Aun mas interesante, el nimero de contactos sinapticos en la rata hembra varia
en funcion de la etapa ciclo estral (Frankfurt, Gould, Woolley, y McEwen, 1990; Cohen y Pfaff, 1992).
Por lo tanto, el NVM esta claramente determinado por los efectos organizacionales y transitorios de
las hormonas sexuales, puesto que la densidad sinaptica en el caso de las hembras se modifica a lo

largo de los ciclos hormonales.
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Otra regién hipotalamica que presenta DS es el nlcleo supraquiasmatico (NSQ) que
funcionalmente es el encargado de regular los ritmos ciclicos o ritmos circadicos controlados por el
SNC. En efecto, el NSQ genera y coordina los ritmos de secrecion hormonal y modificaciones
conductuales con una periodicidad de cerca de 24 horas. Se ha encontrado que el NSQ difiere en
forma entre machos y hembras; esférico en machos y ovoide en hembras (Swaab y Fliers, 1985),
forma que se ha relacionado con diferencias sexuales en conectividad. Se ha establecido que el NSQ
también esta asociado con conductas sexuales. Asi, Sordersten y colaboradores (1981) determinaron
que la amplitud de los ritmos circadianos en conducta sexual es mayor en ratas tratadas con anti-
estrogenos durante el periodo neonatal. De igual modo, la administracion de antagonistas a
receptores estrogénicos durante el periodo prenatal y postnatal, incrementa en un 59% el numero de
neuronas que contienen vasopresina en el NSQ, en paralelo con la aparicion de conducta “bisexual”
en ratas; si el tratamiento con anti-estrégenos se limita al periodo prenatal no se observan estos

cambios (Swaab y Fliers, 1985).

Por otro lado, existen evidencias experimentales que corroboran que las hormonas sexuales
regulan diversos aspectos del desarrollo neural en determinadas areas del cerebro. Por ejemplo,
pueden determinar la existencia de un numero diferente de neuronas en el adulto, actuando durante
el desarrollo ya sea como factores tréficos y promoviendo la supervivencia neuronal (Chowen,
Busiguina, y Garcia-Segura, 1995), o favoreciendo la muerte neuronal (Guillamon, Segovia, y Del
Abril, 1988). También pueden afectar el crecimiento de las prolongaciones neuronales, dendritas y
axones (Torand-Allerand, Hashimoto, y Greenough, 1983), mediante la inducciéon de proteinas del
citoesqueleto y estabilizacion de microtubulos (Diaz, Lorenzo, y Carrer, 1992; Ferreira y Caceres,
1991). Ademas, afectan las conexiones mutuas entre estas prolongaciones, es decir, pueden
determinar el numero de conexiones sinapticas entre las neuronas, y por lo tanto el patron de
conectividad neuronal, el cual es la base de la funcion cerebral (Garcia-Segura, Baetens, y Naftolin,

1986; Matsumoto, 1991).
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Estos efectos organizadores de las hormonas sexuales sobre la conectividad cerebral ejercen
su actividad, fundamental pero no exclusivamente, en estructuras cerebrales que controlan el

comportamiento reproductor o la secrecion hormonal.

Es importante destacar que el efecto de la testosterona en el cerebro se manifiesta
rapidamente, de tal forma que desde el mismo dia del nacimiento existe una diferencia sexual en la
composicion de la membrana neuronal (Garcia-Segura, Baetens, y Naftolin, 1985). Esta diferencia
sexual precede, por tanto, a la llegada de los conos de crecimiento para la formaciéon de sinapsis y
podria determinar que se formaran mas sinapsis sobre neuronas de las hembras que sobre neuronas

de los machos (Pérez, Naftolin, y Garcia-Segura, 1990).

Ademas, los efectos de la testosterona sobre la expresién de la proteina acida glio-fibrilar
(GFAP por sus siglas en inglés), estan asociados a la aparicion de diferencias sexuales en la

cantidad de membrana postsinaptica recubierta por las prolongaciones astrogliales.

Esta cantidad es menor en hembras que en machos, es decir, esta en proporcion inversa al
numero de contactos sinapticos. Una vez alcanzada la pubertad, se producen variaciones en los
niveles de GFAP y en el recubrimiento de la superficie neuronal por prolongaciones gliales durante el
ciclo estral, en coordinacién con los cambios que ocurren en el numero de contactos sinapticos
(Garcia-Segura, Chowen, y Parducz 1994). Estos resultados sugieren que las modificaciones
hormonales en el citoesqueleto de los astrocitos, pudieran tener como resultado, cambios en la
ramificacion de sus prolongaciones y en su capacidad para recubrir la superficie neuronal, lo que a su
vez determina la cantidad de membrana neuronal disponible para el establecimiento de contactos

sinapticos.

Los astrocitos parecen tener una activa participacion en el proceso de diferenciacion sexual de

la conectividad neuronal en el nucleo arcuato del hiptalamo de rata.
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Se ha demostrado que niveles perinatales de testosterona determinan la densidad de
ramificaciones astrogliales en el nucleo arcuato; ademas, la administracion de testosterona en
hembras recién nacidas tiene como resultado un aumento en los niveles de RNA mensajero de la
proteina GFAP y de los niveles de proteina inmunoreactiva. Esta proteina es un constituyente de los
filamentos intermedios del citoesqueleto de los astrocitos, y su nivel de expresion es un buen indice
del grado de diferenciacion morfoldgica de estas células. La castracion neonatal en machos tiene el

efecto opuesto sobre la expresion de GFAP (Chowen, Busiguina, y Garcia-Segura, 1995).

Estudios realizados en cultivos primarios de hipotalamo sugieren que el efecto de la
testosterona sobre los astrocitos depende, por lo menos en parte de su conversién a estradiol.
Ademas, los estudios in vitro indican que el efecto del estradiol sobre los astrocitos sélo se produce si
existe un contacto directo sobre la membrana glial con la membrana neuronal (Torres-Aleman, Rejas,
y Pons, 1992). Es necesaria una estrecha comunicacion ente astrocitos y neuronas para que se
produzca la diferenciacion sexual de los circuitos neuronales, y por tanto, la diferenciacién sexual de

la funcién cerebral.

Finalmente y resumiendo los antecedentes detallados, se concluye que a la fecha
prevalecen dos corrientes tendientes a explicar el DS. Una primera vertiente propone que éste resulta
exclusivamente de la interaccion temprana de las hormonas sexuales con el genotipo neuronal a lo
largo del PC de desarrollo, en donde el SNC se convierte en el “6rgano blanco” de las hormonas
gonadales, asumiendo, un papel relativamente pasivo. Por otra parte, con base en los estudios
realizados a lo largo del desarrollo gonadal que han discutido que los mecanismos de diferenciacion
estan determinados por diferencias sexuales en la informacién genética (cromosomas), se infiere
que dichas diferencias pudieran ser el factor determinante en la génesis del DS observado en el
tejido nervioso. Mas aun, esta concepcion esta apoyada por la observacién de que en practicamente
todos los modelos de dimorfismo sexual experimental, las manipulaciones hormonales gonadales no
han sido capaces de revertir completamente ni estructural ni funcionalmente los patrones inherentes

a cada sexo (Arnold, 2000).
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En este ambito, el grupo de trabajo del laboratorio, propone que ambas lineas de
pensamiento pudieran conciliarse en una nueva hipétesis en la que “las diferencias sexuales en la
composicién genética actian de manera sinérgica con las variaciones hormonales cuantitativas y
cualitativas a las que el SNC en desarrollo esta expuesto” y que a su vez, sugiere una interaccion
temporal y anatdmica de eventos genémicos y endocrinoldgicos. La eleccion del hipotalamo como
modelo experimental para este trabajo, se basa en estudios en distintas especies de mamiferos que
han demostrado que en la regién hipotalamica se encuentran localizados grupos neuronales que
estan directamente implicados en la reproduccién, ya sea regulando el comportamiento sexual o la
secrecion hormonal, ademds de otros estudios revelando la existencia de nucleos sexualmente
dimérficos en dicha estructura.

El trabajo serd abordado primeramente por la busqueda de genes de expresién
sexualmente dimoérfica en el hipotalamo de ratas neonatales (dia postnatal 6) mediante la técnica
experimental de microarreglos, y seguido por la estandarizacion de técnicas que permitan la

visualizacion y localizacion topografica de dichos genes in situ (Hibridacion y PCR in situ).

3. ASPECTOS METODOLOGICOS

Para cumplir los objetivos planteados, nos valdremos de las tres técnicas ya mencionadas:
Microarreglos, Hibridacion in situ, y RT-PCR in situ, por lo que a continuacion se comentan las bases

de cada una de ellas.

En primera instancia y para comprender el fundamento de las técnicas empleadas en este

trabajo es necesario tener claros algunos conceptos basicos de biologia molecular como los que se

comentan en seguida.
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3.1 CONEPTOS BASICOS

Los genes consisten en porciones de acido desoxirribonucleico (DNA) que codifican la
sintesis de una proteina en particular. Cada segmento de DNA gendmico, organizado en
cromosomas en el nacleo celular, esta construido por secuencias lineales de nucleétidos, cada uno
constituido por un grupo fosfato, un azucar desoxirribosa y una de las cuatro bases nitrogenadas:
adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). Durante la sintesis de RNA (transcripcion) la doble
cadena de DNA se despliega y una de ellas es usada como molde para generar una copia
complementaria también de cadena simple con la base uracilo (U) que reemplaza a la T. EI RNA es
procesado de manera que a partir de un transcrito primario se generan diferentes clases, entre ellas
el RNA mensajero (MRNA) que en células eucariotes lleva un Capuchén (Cap) 5’, una cola de poli-
Adeninas (Poli-A) y no contiene intrones. En el proceso siguiente de traduccion, se sintetizan
proteinas a partir del mRNA en los ribosomas. La correspondencia entre las cuatro letras presentes
en el DNA y los 20 aminoacidos que forman las proteinas esta dada por el cédigo genético, que

vincula tres bases (codén) a un aminoacido.

Una propiedad importante del DNA es la complementariedad de las bases que lo
componen, asi la T se complementa con la Ay la G con la C por medio de puentes hidrégeno de las
cadenas opuestas del DNA. Esta propiedad es la base molecular de la técnica de microarreglos (MA),
hibridacion in situ (HIS) y RT-PCR in situ (RT-PCR-IS) aqui empleadas, donde hebras de DNA de

diferente origen van a hibridarse por complementariedad de las bases que las componen.

30



DNA
cromosomico

Nucleo

v Transcripcion
5 3

AN
— l}

rR% m

v Traduccién
NC__— ]C Proteina

Transcrito
RNA

tRNA

v Procesamiento

Funcién post traduccion C|t0p|asma

hinlr')gir'a

Figura 1.- Dogma central de la biologia molecular: el material genético consiste de DNA,
que se transcribe a mRNA que sirve como molde para la sintesis de proteinas. mRNA:
RNA mensajero; rRNA: RNA ribosomal; tRNA: RNA de transferencia.

A continuacién se exponen los fundamentos de cada una de las técnicas por separado, y

que ademas comparten el mismo principio de la complementariedad de bases.

3.2 MICROARREGLOS (MA)

La palabra microarreglo (MA) deriva del griego mikro (pequefio) y del inglés array
(distribuciéon ordenada). Los MA son un conjunto de sondas moleculares fijadas de manera ordenada
sobre un soporte solido, es decir que las micromatrices o microarreglos permiten el depésito de miles

de genes o parte de genes sobre un portaobjetos para su estudio en paralelo.
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De esta manera es posible tener una visién instantanea de la actividad de genomas
completos o de un grupo selecto de genes. Ademas, los MA constituyen un procedimiento que
describe el grado de expresion de un gen como indicador de la actividad del mismo, siendo detectado

por su correspondiente RNA mensajero (mRNA) transcrito.

En los estudios de MA se combinan las técnicas de hibridacion de acidos nucléicos y
deteccion por fluorescencia. De esta manera, sélo en los puntos del portaobjeto donde haya ocurrido
hibridacion habra fluorescencia y su intensidad sera proporcional al nivel de expresion del gen en
estudio. Una condicién indispensable es que cada uno de los genes que esté representado sea
facilmente distinguible de otros. En otras palabras, la porcion del gen inmovilizado en el portaobjeto

debe llevar consigo, independientemente de su tamario, su cédula de identidad.

El concepto basico en MA es el posicionamiento preciso en un soporte sélido de elementos
que funcionen como detectores moleculares en altas densidades. En la practica, abarcan una amplia
gama que puede tener diferentes soportes (membranas o vidrio) y diferentes moléculas que
interaccionan en este medio, en donde se le llama “blanco” a la molécula libre, por hibridar o muestra,

y “sonda” a la inmovilizada.

Existen diversos tipos de MA segun las sondas utilizadas que abarcan metodologias muy
variadas que van desde lo mas casero hasta lo mas sofisticado.

Los que se emplearan en este proyecto corresponden a MA de acidos nucléicos
particularmente de “oligonuclettidos”, buscando expresion diferencial entre hipotalamos de ratas

hembra y macho neonatales.

Las sondas u oligonucledtidos son secuencias de DNA sintético de cadena simple que
pueden ser cortas (15-25 nucleétidos) o largas (50-120 nucleétidos). Estos fragmentos pueden ser
presintetizados y depositados en portaobjetos por robots o sintetizados in situ y depositados por ink

jet o fotolitografia (DNAchips).
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En los experimentos de expresion génica como éste, el RNA total es obtenido de la muestra
biolégica (hipotalamo de rata) y marcado con colorantes fluorescentes derivados de cianinas (Cy5-
rojo para hembra y Cy3-verde para macho o viceversa) durante el proceso de RT-PCR al que se

someten las muestras para su posterior deteccion.

Las muestras provienen de dos condiciones a comparar (hembra y macho en este caso), se
mezclan en cantidades iguales y se hibridan competitivamente en el mismo MA. La lectura se hace
con detectores que permitan cuantificar los espectros de emisién de los dos colorantes en canales

diferentes y generar imagenes separadas para cada uno de ellos.

Para el analisis de las imagenes se debe detectar la expresion diferencial en un solo
archivo de imagenes, que se obtiene por la superposicion resultante del archivo generado por la
deteccion del colorante verde mas la del colorante rojo por separado. De esta manera los puntos que
resulten verdes estaran expresados diferencialmente en una condicion y los rojos en otra, mientras

que los amarillos estaran expresados en ambas condiciones.
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Figura 2.- Técnica de microarreglos, generacion, hibridacién (hembras y machos), lectura
composicion de imagenes. (Modificado del libro “Molecular Cloning: A Laboratory Manual
Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, Cold Spring Press, New York, 1989.



Una vez obtenido el/los archivos de imagenes, hay que transformar las intensidades de las
sefales obtenidas en datos numéricos, discriminando la sefal informativa del ruido que pudiera haber
en segundo plano. En este proceso hay que considerar las dimensiones y forma de cada punto
analizado de la imagen, su localizacion y los parametros estadisticos que pueden asociarse a ellos.

Los controles de calidad son realizados para cada imagen.

El manejo de una cantidad extensa de datos en simultaneo requiere del uso de algoritmos
de computacién para obtener, manejar, procesar y almacenar la informaciéon en paralelo. De esta
manera se obtiene una matriz de expresion donde las filas serdn genes y las columnas experimentos.
Los datos se normalizan y transforman para disminuir las variaciones y hacer los célculos posteriores

mas sencillos (Bowtell, y Sambrook, 2002).

Para un gen dado (fila) pueden compararse las intensidades entre muestras y generar un
reporte que indique sobreexpresion y subexpresion de genes en las diferentes condiciones
ensayadas. No deben compararse intensidades entre genes (filas) del mismo experimento ya que el
nivel de expresion es una propiedad de cada gen, se puede modificar por la expresion de otro gen
presente en altos niveles en el mismo experimento y esta ligado a complejas vias de control (Bowtell,

y Sambrook, 2002).

A pesar de la gran diversidad de paquetes analiticos para microarreglos (aproximadamente
100 paquetes diferentes) nuestro grupo eligié para este proyecto, el paquete estadistico “R” entre
otras cosas, debido a su simpleza de manejo e instalacién, ademas, es ideal para microarreglos
menores a 10,000 genes y sin sesgo alguno de la informacion. El programa es de libre acceso e

instalacién por internet y no permite la manipulacién de los datos para la introduccién de sesgos.

Ademas, R es uno de los lenguajes de programacion para analisis estadistico y grafico mas
utilizados en investigacion por la comunidad estadistica, siendo ademas muy popular en el campo de

la investigacion biomédica y bioinformatica.
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Representa un proyecto de software gratuito enfocado al analisis y la comprension de datos
genomicos y ofrece paquetes especificos para la normalizacion, analisis y clasificacion de MA

(Parmigiani, Garret, Irizarri, y Zeger, 2003).

El lenguaje R es ideal para graficos y estadisticas multiples, ya que provee de una gran
cantidad de analisis estadisticos tanto para modelos lineales como no lineares, pruebas estadisticas
clasicas, analisis seriados, agrupamiento y clasificacion de datos, etc., asi como técnicas de
graficacion avanzadas siendo extremadamente sensible, ademas pueden disefiarse analisis basados
en algoritmos y formulas con simbolos matematicos (https:/svn.r-project.org/R-dev-
web/trunk/index.html).

El programa R integra una serie de facilidades para la manipulacion, céalculo y analisis de

informacion que incluyen (www.r-proyect.org):

JdFacilidad en el almacenamiento de datos

d&Varios métodos de célculos y operaciones con matrices

&Amplia coleccion de herramientas para el analisis de datos

JdFacilidad para desplegar varios tipos de graficos sobre una misma matriz

Jd'Programa de facil entendimiento para personal ajeno a la computacion.

Asi una vez procesadas las muestras, se realiza un analisis de los datos en le programa R,
se seleccionan los genes de interés para el estudio y se continda con el desarrollo experimental del
proyecto recurriendo a las técnicas de visualizacion y localizacion topografica de los genes

seleccionados en el tejido (hipotalamo): Hibridacién y el RT-PCR in situ.
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3.3 HIBRIDACION IN SITU (HIS)

La “hibridacién in situ” (HIS) es una técnica histoquimica que fue desarrollada en 1969
(Gall,y Pardue, 1969), y es ampliamente utilizada hoy en casi todos campos de estudios bioldgicos.

El término “in situ” deriva del latin “en su sitio o lugar”.

La HIS resulta de la combinacion de técnicas anatomicas, citolégicas y moleculares, y es
empleada para localizar secuencias especificas de RNA mensajero (mMRNA) en células individuales o
en secciones de tejido; lo que nos da un indicio del nivel de expresion de un gen en una célula

determinada y nos permite su localizacién precisa en el tejido.

La “hibridacién” representa una reaccion en donde dos moléculas de acidos nucleicos de
cadena sencilla se reconocen mutuamente, debido a la accién de las fuerzas electroquimicas (tipo
puentes de hidrogeno) generadas por la afinidad de pares de bases complementarias. Duplas DNA-
DNA, DNA-RNA y/o RNA-RNA pueden ser producidas mediante ésta reaccion. En el caso particular
de la HIS, la dupla RNA-RNA es la mas comun, en donde el mRNA por detectar (transcrito) se
encuentra fijo en el tejido, y es localizado por la union de su sonda complementaria de 4cido nucléico

previamente marcada (Henderson, 1996).

El procedimiento general consiste en obtener cortes (14 y 16 micras en nuestro caso) del
tejido de interés (hipotalamo) y adherirlos en laminillas polarizadas, en seguida se procede a su
tratamiento con soluciones quimicas que inducen la permeabilidad de los tejidos y desnaturalizan los

acidos nucléicos presentes.

Previo a la hibridacion, la sonda de secuencia especifica debe ser marcada con alguna
enzima cuya reaccidén pueda se colorida , radiactiva o florescente. Posteriormente se pone en
contacto la sonda con el tejido de interés a una temperatura permisible (55-75°C dependiendo de la
longitud de la sonda) para el alineamiento y reconocimiento de bases entre la sonda y el mMRNA
nativo de la célula (etapa de hibridacion).

36



El exceso de sonda es lavado y su revelado dependera del tipo de marcaje que posee
(Leitch, 1994). Finalmente, las laminillas son observadas al microscopio 6ptico o de fluorescencia

segun sea el caso.

A continuacion se esquematiza el fundamento de las HIS con fines didacticos.

Figura 3.- Esquematizacion de una HIS
DIG = digoxigenina, NBT= nitro azul de tetrazolio,
BCIP = Bromo, Cloro, indol-fosfato, ANTI-DIG = Ac contra DIG

El éxito de la técnica depende principalmente de la sintesis de la sonda. Es de vital

importancia que la sonda contenga la secuencia especifica del mMRNA del gen deseado y que sea

marcada eficientemente.
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En nuestro caso, las sondas fueron disefiadas con base en cDNA’s de nuestros genes de
interés contenidos en plasmidos de bacterias E.coli transformadas que se adquirieron
comercialmente a la firma de Biologia Molecular Alemana “RZPD” (Deutsches Ressourcenzentrum
fur Genomforschung, Heubnerweg 6, 14059, Berlin, Alemania. Pagina web: www.rzpd.de) (Pedido del

19 de Octubre de 2004, No. Factura: 3463353).

Las bacterias se crecieron en medio LB a 37°C y la extraccion del DNA plasmidico fue
mediante MaxiPreps. Finalmente, los cDNA’s fueron sintetizados mediante la la reaccion en cadena

de la polimerasa con su variante de transcripcion reversa (RT-PCR), como se explica a continuacion.

El cDNA insertado en un vector (plasmido), puede ser empleado como el templado para
sintetizar la sonda de RNA por transcripcion in vitro en presencia de la polimerasa (Pol) de RNA (Cox,

DelLeon, y Angerer, 1984).

La Pol de RNA (Tag-Pol en nuestro caso) utiliza de molde la cadena “antisentido” de DNA
(de 3’ a ) para sintetizar un mRNA “sentido” (de 5’ a 3’). La cadena “sentido” es la que contiene el
“codigo genético” y es la codificante, es idéntica al templado del DNA original con excepcién del

cambio de la base Timina (T) por Uracilo (U).

Ejemplo:

5" GAT CAT CAT 3’ Cadena codificante DNA/ Templado

3" CTA GTA GTA 5 Cadena antisentido del DNA/ cDNA (inserto)

RT- PCR (diferentes promotores)

5" GAU CAU CAU 3’ Cadena de RNA sentido/ mRNA (sonda sentido)

3’ CUA GUA GUA 5’ Cadena de RNA antisentido / cRNA (sonda antisent.)
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La sonda de RNA antisentido (en azul) es complementaria al mRNA celular, es la requerida
para la HIS, puede variar en tamafno desde cientos hasta miles de bases de longitud, y es sintetizada

in vitro a partir del cDNA templado (inserto).

Los plasmidos contienen promotores de transcripcion derivados de los bacteriéfagos T3, T7
y/o SP6 principalmente, adyacentes al sitio de policlonacion. Si un promotor diferente esta presente
en cada lado del sitio de policlonacion, le permite al RNA ser transcrito tanto en sentido (5’-3’) como
en antisentido (3’-5’) a partir de la misma cadena del cDNA (Sambrook, Fritsch, y Maniatis, 1989);
recordando que para la sintesis de cada sonda es importante el empleo de las enzimas de restriccion

y los promotores adecuados para cada vector.

Es importante el marcaje de la sonda para su posterior revelado, lo que se logra agregando
nucleodtidos (NTP’s) previamente acoplados al marcador “digoxigenina” (DIG) en la mezcla de
sintesis del RT-PCR, reaccién en donde la sonda incorporara los NTP’s marcados con DIG a su

secuencia.

La DIG es un esteroide aislado de las hojas y semillas de la planta Digitalis purpurea, que
se une mediante un brazo de 11 carbonos a la posicién C-5 del nucleétido Uracilo (U) por

compatibilidad electronegativa.

La sonda que estda marcada por incorporaciéon de la DIG a su secuencia puede ser
posteriormente detectada por anticuerpos (Ac) especificos contra DIG. Estos Ac se encuentran
conjugados a una enzima cuyo sustrato metabdlico proporciona productos coloridos, siendo la mas
comun vy la utilizada en este proyecto, la fosfatasa alcalina (FA). Misma que al ser incubada en
presencia de sales de azul de tetrazolio (NBT / BCIP = Tetrazolium salt / 5-bromo,4-chloro,3-idolyl-
phosphate) produce un precipitado azul/morado resultado de la desfosforilacidon y posterior oxidacion

de BCIP a indigo facilmente observable al microscopio 6ptico.
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3.4 TRANSCRIPCION REVERSA — REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA IN SITU
(RT- PCR-IS)
La RT-PCR-IS es una variante de la técnica de PCR convencional (desarrollada por Kary B.

Mullis en 1985), cuyo propésito es crear un numero ilimitado de copias de un gen (Sambrook, 1989).

La técnica consta de tres etapas fundamentales que se repiten de 30 a 40 veces (ciclos) en
un termociclador automatico, que puede enfriar y calentar las muestras en periodos muy cortos (Innis,

Gelfand, y Sninsky, 1995):

1.- Desnaturalizacién (a 94°C):

Durante esta etapa la doble cadena de DNA se abre en 2 cadenas sencillasy ningun

proceso enzimatico se lleva a cabo.

2.- Alineamiento (55 a 75°C):

En este paso la temperatura es variable dependiendo de la longitud y condiciones de los
“primers” o “cebadores” empleados, ya que es aqui en donde por movimientos Brownianos
los primers reconocen a su secuencia complementaria y se unen o “flanquean” a la cadena
sencilla de DNA (templado o molde) mediante enlaces de tipo idnico. Entre mas estables
sean las uniones idnicas mayor facilidad de la Polimerasa (Pol) para unirse al complejo y

empezar la copia del templado.

3.- Extensién (a 72°C):

Los primers aun conservan la fuerza de atraccion por el templado, y es la temperatura
Optima de trabajo para la Pol que comienza la replicacién o extension del templado. La Pol
afiade los dNTP’s (presentes en la mezcla de reaccion) en sentido 5 a 3’ leyendo el

templado de 3’ a 5', y anexando la base complementaria a la secuencia del templado.
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PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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Figura 4.- Etapas del PCR: Paso 1: desnaturalizacion, Paso 2: alineamiento,
Paso 3: extension. (Tomado del libro “Bases moleculares de Genética”,
Andy Vierstracte, 1999)

Debido a que ambas hebras del DNA son copiadas durante el PCR, el incremento de las
copias del gen es de manera exponencial. Esto es, posterior al primer ciclo de la reaccion solo habra
dos copias del gen; después de dos ciclos el nUmero de copias sera cuatro, de tres ciclos resultan

ocho copias, y asi sucesivamente.

El nimero de ciclos dependera de la cantidad de copias que se requieran, y generalmente

va de entre 30 a 40 ciclos (Sambrook, Fritsch, E.F. and Maniatis, 1989).
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Figura 5.- Crecimiento exponencial del PCR de acuerdo con el nimero de ciclos.
(Tomado del libro “Bases moleculares de Genética”, Andy Vierstracte, 1999)

La enzima clave en todo el proceso es la Polimerasa, generalmente se emplea la Tag-
Polimerasa que cuenta con caracteristicas especiales necesarias durante la reaccion. La Pol
proviene de la bacteria Thermus aquaticus (Tag-Pol), una bacteria fotosintética cuyo habitat natural
son los geysers por lo que resiste temperaturas de hasta 80°C, siendo su 6ptima entre 70 y 72°C.
Contiene como parte de su maquinaria constitutiva de transcripciéon a la DNA-Pol, considerada como

una exonucleasa que cataliza la sintesis de nuevas hebras de DNA a partir del DNA templado.

La Taqg-Pol se une al grupo hidroxilo 3’ libre e inicia la sintesis de la nueva cadena, siendo
requeridos iones de magnesio libres y una temperatura de 70-75°C para alcanzar su mayor tasa

transcripcional y su tasa de error total es de 1 error por cada 1X10* a 2X10®° pb (www.pcrlinks.com).

Ahora bien, asi como para la Hibridacion in situ el paso critico depende de la sintesis de la
sonda y su eficiencia para hibridarse, el éxito del PCR se basa en la eleccion y sintesis de los primers

ademas de la eficiencia de la enzima de transcripcion. 42



Para disefar los primers es necesario conocer la secuencia del gen deseado, misma que se

puede obtener por acceso libre al banco mundial de genes en internet (Genebank, www.ncbi.nih.gov),

y mediante programas especiales para el disefio de primers (Primer Express en este caso), es
posible localizar aquella secuencia unica e irrepetible para cualquier otro gen, y asi seleccionar el par

de primers (sentido y antisentido) correspondientes al gen de interés.

Es importante que las secuencias en el disefio de los primers siempre sean leidas en
sentido 5’ a 3’ no importando qué primer se va a sintetizar (sentido o antisentido), ya que la Pol
siempre leera en sentido 3’ a 5’. Ademas, la secuencia del primer determinara la temperatura media

de alineamiento 6ptima (Tm), ya que por cada par de G-C se suman 4 grados, y 2 grados por cada

par A-T (www.mature.com/oligonucleotide.html).

Ahora bien, el procedimiento descrito anteriormente corresponde Unicamente al PCR
convencional in vitro, sin embargo en este proyecto se emplean dos variantes mas. La primera es
una Transcripcion Reversa previa al PCR, y la segunda es el sitio de reaccion, llevandose a cabo

sobre el tejido mismo (in situ).

La transcripcion reversa (RT) consiste en un paso adicional previo al PCR que semeja a la
sintesis de la sonda en la HIS. Debido a que en el tejido muestra se cuenta con el DNA y los mMRNA
originales (5’ a 3’), es necesario obtener los cRNA’s (3’ a 5’) para poder amplificar la sefial de los

genes de nuestro interés, lo que se logra mediante la RT.

La RT representa un tipo de PCR en donde la Unica diferencia con el PCR convencional es
la exonucleasa implementada, ya que en esta ocasion reemplazando a la Tag-Pol se emplea una
transcriptasa reversa (M-MLV) capaz de reconocer los sitios de Poli-adeninas (Poli-A) tipicos del
mRNA, de tal suerte que uniéndose a ellos y siguiendo con el patron de la complementariedad de
bases sintetiza y amplifica cRNA’s. Ademas, los reactivos de la mezcla y las condiciones de reaccién
son diferentes al PCR tradicional, sin embargo el fundamento de la técnica es exactamente el mismo

(Innis, Gelfand, y Sninsky, 1995). 43



La segunda variante mencionada anteriormente se refiere exclusivamente al sitio de

reaccion, esto es, tanto la RT como la PCR se desarrollan directamente en el tejido.

En principio las muestras de tejido se incluyen en medio de montaje (parafina por ejemplo)
para posteriormente ser cortadas a un grosor maximo de 5 micras. A continuacion los cortes se
someten a soluciones quimicas que inducen la permeabilidad de los tejidos y desnaturalizan los
acidos nucléicos presentes. Seguido a esto, se realiza la RT y el PCR en un termociclador con
cabezales especiales, dando a las muestras tratamientos previos a cada reaccion con DNAsas y

RNAsas (respectivamente) para evitar la degradacion de los acidos nucléicos por sintetizar.

De vital importancia es el hecho de emplear dNTP’s marcados con DIG en la mezcla de
reaccion del PCR, ya que el revelado se basa en la deteccion de la DIG por anticuerpos acoplados a
fosfatasa alcalina, cuyo principio es semejante al de la HIS y fue comentado anteriormente en este
capitulo.

Resumiendo, el RT-PCR-IS es una variante del PCR convencional cuyo procedimiento
general consta de varios pasos a seguirse en estricto orden: la fijacion y desnaturalizacion del tejido,
la RT, el PCR y el revelado de las reacciones; para finalmente observar las laminillas al microscopio y

analizar los resultados.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Jdldentificar genes de expresion sexualmente dimoérfica en el hipotdlamo de ratas Wistar
neonatales machos y hembras por medio de microarreglos, y comparar 2 técnicas de

visualizacion y localizacion topografica de dichos genes.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Jd'Determinar genes involucrados en el DS del hipotdlamo de ratas Wistar en el dia postnatal 6,

mediante microarreglos y su analisis.

J&Seleccionar genes involucrados directamente en el DS del hipotalamo.

&'Comparar las técnicas de Hibridacion in situ y RT-PCR in situ para la visualizacion y

localizacion de los genes elegidos.

4.3 HIPOTESIS

dLos perfiles de expresion genética en el hipotdlamo de rata en el dia postnatal 6 son

sexualmente dimorficos.

dLas dos técnicas empleadas para la visualizacién de la expresion in situ son igualmente

eficientes.
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5. JUSTIFICACION

En la ciencia el uso de animales para predecir los probables efectos de procedimientos sobre
humanos u otros animales, conlleva la responsabilidad del bienestar de ambos. Los animales son
usados para distintas investigaciones entre ellas: comportamiento fisioldgico, patoldgico, toxicolégico
y terapéutico, para cirugias experimentales y de entrenamiento, para testificacion de farmacos y
preparaciones bioldgicas; y para la generacion de conocimientos basicos que aporten un beneficio

posterior a alguna de las especies (1).

En este contexto nuestro trabajo experimental basado en un modelo animal, se centra en la
generacion de respuestas del conocimiento basico relacionado con el establecimiento de las
diferencias sexuales presentes en el sistema nervioso central (SNC), en donde tanto el protocolo
como los procedimientos experimentales que se utilizaron en el manejo de animales a lo largo del
estudio, fueron aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia, basados en la
Guia para el manejo y uso de animales de experimentacion de la National Academy of Science (2),

asi como en el Real Decreto de las Comunidades Europeas (3).

De tal manera, este trabajo se justifica intentando responder a la interrogante acerca del
establecimiento del dimorfismo sexual en SNC a partir de su componente genético intrinseco,
expresado en el hipotalamo de ratas Wistar (ambos sexos y sin manipulaciéon previa) de 6 dias de

nacidas.

1) International Guiding principles for biomedical research involving animals, Universidad Nacional de la

Plata, Facultad de Medicina, Cérdoba, Argentina, 1992.

2) Guide for the care and use of laboratory animals,National Academy of Science, 2003, 1-7.

(http:/www. nap. Edu)

3) Real Decreto 1201/2005, Comunidad de Naciones Europeas, 10 de Octubre de 2005.
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6. METODOS

La parte experimental fue dividida en tres etapas conforme a los objetivos del proyecto, asi
mismo, todas las técnicas desarrolladas emplearon como modelo bioldégico experimental, ratas Wistar

de ambos sexos en etapa neonatal, especificamente del dia postnatal seis (P6).

Con el objeto de determinar genes de expresion sexualmente dimadrfica en el hipotalamo, se
realizaron los ensayos correspondientes a los microarreglos (MA), posteriormente el segundo objetivo
fue cubierto con la estandarizacion de la HIS y de la RT-PCR-IS en ese 6rden. Todas las técnicas
utilizadas y a continuacion descritas estuvieron precedidas de experimentos preliminares en los que
se establecieron las condiciones 6ptimas en: espesor de corte, pH, concentracion de soluciones,

temperatura, concentraciones enzimaticas, etc.

6.1 MICROARREGLOS (MA)

La obtencion del material biolégico se realizé a partir de ratas Wistar hembra y macho en el
dia postnatal 6 de acuerdo al protocolo (ver protocolo de obtencién de muestras en el apéndice 1). Se
completaron un total de 20 muestras por cada sexo, mismas que se dividieron en 4 ensayos con 5

muestras por sexo para cada uno.

A continuacion se realizé la extraccion del hipotalamo completo de cada rebanada de tejido
(bloque de aproximadamente 2 mg., tomando 5 hipotadlamos de cada sexo (100 ug. totales) para un
solo ensayo. Las muestras de hembras y machos se procesaron por separado para la extraccion del
mRNA con la técnica de Trizol (protocolo mostrado en el apéndice 1), obteniendo aproximadamente

100 ng de mRNA por muestra.

47



Las muestras de mRNA fueron enviadas a la “Unidad de Microarreglos” del “Instituto de
Fisiologia Celular’ de la U.N.A.M. para su procesamiento. Los chips de MA fueron adquiridos
comercialmente (MWG-Biotech (E.U.A.), nombre de catdlogo MWG-Rat5k, con oligonucledtidos de

30-100 bases de longitud y con un total de 5760 genes de rata (www.mwg-biotech.com).

Se efectuaron 4 sesiones de microarreglos con distintos sujetos de estudio utilizando
separadamente 5 ratas de cada sexo para cada ensayo con el objeto de asegurar su reproducibilidad.
Una vez procesadas las muestras, los resultados cuantitativos fueron analizados estadisticamente
con el programa “R”, y fueron seleccionados aquellos genes con expresion diferencial minima del

50% y reproducibles en un minimo de 3 de los 4 ensayos realizados.

A continuacién se establecieron los criterios de seleccion con el fin de descartar genes
irrelevantes en el DS del hipotalamo. Se eligieron aquellos considerados importantes en el
crecimiento, apoptosis, diferenciaciéon, maduracioén, sinaptogénesis, y/o proliferacién celular del SNC;
incluyendo genes tipo: factores de transcripcion, enzimas metabdlicas del ciclo celular, receptores a
hormonas, enzimas intermediarias en biosintesis o catalisis de hormonas, factores anti o pro-
apoptoticos, citocinas de sefalizacion y factores de crecimiento principalmente. Una vez reducido el
numero de genes se procedié a la seleccion unicamente de dos de ellos para estandarizar las

técnicas de localizacion in situ.

6.2 HIBRIDACION IN SITU (HIS)

De los dos genes elegidos en los MA se obtuvieron las sondas requeridas para la HIS. Una
de ellas SOX10 (de la que se hablara mas adelante) fue donacién del laboratorio del Dr. Michael
Wegner (Centro de Neurobiologia Molecular de la Universidad de Hamburgo, Alemania), a manera de

insertos en plasmidos liofilizados.
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La otra sonda para el Receptor de Leptina tipo-b (Lepr) fue adquirida comercialmente a la
empresa alemana RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum fir Genomforschung GMBH) como inserto
en el plasmido de bacterias E.coli (Clona de la libreria 463, Rat Array TAG cDNA- LION plasmid, No.

de catalogo LIONp463C08200D2, Requisicién No. 2426483).

Con los plasmidos de SOX10 se transformaron bacterias E.coli y junto con las bacterias de
Lepr se incubaron a una temperatura de 37°C, en agitacion constante y durante toda la noche. A
continuacion se extrajo (Maxiprep) y purific6 el DNA plasmidico, se realizé la digestién con las
enzimas de restriccion correspondientes a cada sonda; finalmente, se efectuaron las transcripciones
tanto para las sondas sentido (mMRNA 5’-3’) o controles negativos, como para las antisentido (CRNA
3’-5’) o sondas de interés (Apéndice 3). Entre cada uno de los pasos mencionados, fue necesario

corroborar los resultados mediante geles de agarosa al 30% y el analisis de las bandas obtenidas.

El material biolégico para la HIS se obtuvo de acuerdo con el protocolo de obtencién de
muestras (ver apéndice 1), y la fijacion del tejido se basé en gradientes de sacarosa con inclusiéon en
medio de montaje (Tissue Tek O.C.T. Sakura, No. de catalogo 4583 (Apéndice 1) y posterior

congelacién en nitrégeno liquido a -70°C.

Para establecer el grosor ideal del corte de los tejidos en el criéstato (Leica CM3050S) se
probaron desde 10 hasta 20 um de espesor (basado en diversas referencias de la técnica), siendo 16
pUm el 6ptimo para la preservacion del tejido durante el tratamiento y asi mismo como para una mejor

visualizacién del resultado.

Asi mismo, para estandarizar las condiciones 6ptimas de trabajo, fue necesario inicialmente
probar diferentes temperaturas de hibridacion, ya que segun la literatura las sondas pueden hibridar
desde 55 hasta 75°C dependiendo de su fuerza de afinidad, el numero de pares de bases G-C y A-T,

y la longitud de las mismas (Sambrook, Fritsch, y Maniatis, 1989).
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Se realizaron varias pruebas sobre el protocolo original (mostrado en el apéndice 1) y

finalmente se determiné como la temperatura éptima a 65°C para ambas sondas.

Ademas los tiempos y temperaturas de incubacion, las concentraciones de sonda y
anticuerpo, fueron modificados hasta obtener el resultado deseado que se logré bajo las siguientes
condiciones:

Concentracion de las sondas: [1ug/ ml] (previa a la hibridacion)

Dilucién del Ac anti-DIG: 1:2000 (Roche)

Reactivos NBT/BCIP en proporcion 1:1 (Roche No. Catalogo 1383213 y 1383221
respectivamente).

Por ultimo, los cortes se observaron al microscopio, se analizaron, y se compararon los

tejidos de hembra y macho con los obtenidos en la RT-PCR-IS.

6.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA IN SITU

De la misma manera que en la HIS fue fundamental la sintesis de la sonda, el papel crucial
en la RT-PCR-IS lo desempefian los “primers” o “cebadores”. En este caso, se disefiaron los primers
sentido y antisentido para flanquear la secuencia de los genes SOX10 y Lepr, que se muestran a

continuacion:

¢?Primer Sentido para SOX10 (21 pb): TGGAGGTTGCTGAACGAGAGT
QPrimer Antisentido para SOX10 (19 pb): TTTTGTGCTGCATCCGGAG
?Producto de PCR de longitud 73 pb. de para SOX10

QPrimer Sentido de Lepr (21 pb): TTTCCTCTTGTGTCCTGCTGC
QPrimer Antisentido de Lepr (21 pb): TGTGCCCAGGAACAATTCTTG

?Producto de PCR de longitud de 106 pb para Receptor de leptina (Lepr)
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Estas secuencias se sintetizaron comercialmente con los laboratorios SIGMA y el siguiente
paso consistid en determinar la temperatura media de alineamiento (Tm) para cada par de primers
mediante ensayos de PCR convencional (Apéndice1) y verificandolos en geles de agarosa al 1%,
donde la banda mas clara indica |la temperatura ideal para el par de primers, después de probar con
10 temperaturas diferentes (60-70°C) de acuerdo al numero de pares G-C y A-T, la Tm 6ptima resulté

ser de 62°C para ambos pares de primers,, misma que se empleo para los PCR’s in situ.

El tejido se obtuvo de acuerdo al protocolo ya mencionado en la HIS, y fue sometido a un
tratamiento de deshidratacion en gradientes de alcohol y xilol hasta finalmente ser incluido en parafina

(protocolos descritos en el apéndice 1).

En esta ocasion los cortes se realizaron en un microtomo convencional a un grosor de 5 ym
(lo recomendado en el protocolo original), y en orientaciéon coronal de la misma manera que para la
técnica anterior. Los tejidos se montaron también en laminillas polarizadas (Fisherbrand No. Catalogo

12-550-15), las cuales se desparafinaron por incubaciéon durante 18 hrs a 60°C.

Inmediatamente después, se desarrolld la RT-PCT-IS siguiendo seis etapas secuenciales

del protocolo: Fijacién, tratamiento con DNAsas, RT, tratamiento con RNAsas, PCR y Revelado

(protocolo detallado en el apéndice1), cuyo fundamento fue descrito en los aspectos metodoldgicos.

Por ultimo, los resultados fueron observados al microscopio, analizados y comparados con

los tejidos de la HIS.

51



7. RESULTADOS

7.1 MICROARREGLOS (MA)

La etapa experimental correspondiente a los MA se desarrollé en 4 ensayos con muestras

de tejido hipotalamico de 5 ratas macho y 5 ratas hembra (P6) para cada uno de ellos.

El mRNA de cada muestra fue extraido y enviado para su procesamiento a la Unidad de
Microarreglos del “Instituto de Fisiologia Celular’ de la U.N.A.M., para obtener posibles diferencias
cuantitativas en intensidad de fluorescencia para cada gen y su fondo o background (Bkg) respectivo.
Las tablas con los datos cuantitativos originales que se desprendieron de los MA no se muestran en
el trabajo por considerarse irrelevantes, puesto que previo a su manipulacién y analisis, los datos

crudos de los 5760 genes no revelan ninguna informacién sobre la expresién diferencial de estos.

Los resultados fueron tratados y analizados por nuestro grupo de laboratorio y la unidad de
imagenes del Instituto mediante el paquete estadistico “R” (ver arriba) como se comenta a

continuacion.

Los datos iniciales fueron agrupados en matrices de (8*4) (12*15) (total de 5760 genes),

facilitando tanto su localizacion en el chip como su manipulacion para el analisis, presentandose a

continuaciéon de manera grafica para su mejor comprension (ver figura 6).
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Figura 6.- Esquematizacion de la matriz (8*4)(12*15) que agrupa los 5760 genes del chip.

En la figura 6, se representa la distribucién de los genes en el chip, cada cuadrado mayor
(gris) contiene 180 genes (12*15), agrupados en una matriz de 8 (filas) por 4 (columnas), de tal forma
que para cada gen existe una serie de coordenadas Unica e irrepetible. Tal es el ejemplo mostrado en
la figura, en donde al gen (punto) sefalado (flecha) corresponde la posiciéon 2.2.2.3, es decir,

pertenece a la columna 2, fila 2, subcolumna 2 y subfila 3.

De cada ensayo de microarreglos realizado (4 en total) se arrojan datos como el diametro
del spot (oligo adherido al chip que se visualiza como un punto fluorescente en el MA), y la densdidad
e intensidad del mismo, informacion que es procesada para graficar y ser analizada. Pero ademas el
programa de lectura de las imagenes nos puede mostrar la sefial inespecifica o no hibridada de cada

spot, a manera de fondo, ruido o background, para entonces disernir la calidad de ese ensayo.

De tal manera, la segunda manipulacion de los resultados consisti6 en graficar el
background (Bkg) de los datos, con el fin de observar la homogeneidad en el procesamiento de las

muestras de cada ensayo y descartar posibles errores sistematicos.
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Grafico 1.- Distribucion del background en los 4 ensayos. De izquierda a derecha los ensayos 1, 2, 3, y 4.
De arriba abajo los fluoréforos Cy3 y Cy5. Las muestras de hembras y machos fueron marcadas de manera diferente en cada
ensayo. Con la interseccion de los ejes Xy Y es posible localizar la posicion de cada gen en los chips de MA por
coordenadas, siendo exactamente el mismo orden de los genes en los 4 ensayos.

Como se observa en el gréfico 1, la distribucién del Bkg para cada ensayo es
aparentemente homogénea entre hembras y machos, sin embargo, el ensayo 2 presenta una region
localizada con mayor Bkg (mas densa) en su parte inferior para ambos sexos, lo que nos sugiere un

posible error sistematico en el depdsito de las muestras, 0 una mayor concentracion de las mismas.

No obstante, el grupo de trabajo lo considerd irrelevante ya que el problema es equiparable
para ambos, ademas de que el Bkg se sustraeria de las intensidades totales para el andlisis de los
dato. Aunado al hecho de que se decidi6 seleccionar aquellos genes de expresion diferencial
reproducibles en un minimo de 3 arreglos. A continuacion, se sustrajo el Bkg respectivo a la
intensidad de fluorescencia de cada uno de los datos originales (lo), eliminando asi la sefial

inespecifica:
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1)  Intensidad Original (lo) — Background (Bkg) = Intensidad corregida (Ic)

Se ha documentado que para el tratamiento de resultados de un MA es recomendable el
empleo de herramientas matematicas que simplifiquen la manipulaciéon de un conjunto numeroso de
datos con alta disparidad (Parmigiani, Garret, Irizarri, y Zeger, 2003, y Vawter, Barrett, Cheadle,
Sokolov, Wood, Donovan, Webster, Freed, y Becker, 2001). Asi, el empleo de un logaritmo permite
disminuir el margen de variacién entre magnitudes sin alterar los valores absolutos de ellas (Daniels,
1989), asi mismo, el uso del logaritmo base 2 facilita la dispersiéon de los valores cuando se tienen
solamente 2 condiciones por comparar en un experimento (hembra y macho en este caso), mientras
que logaritmos mayores (base 10 o natural) permiten una dispersion mas amplia y homogénea, util
para el estudio de varias condiciones experimentales (Garret, Irizarri, y Zeger, 2003, y Jung-Choi,

Man-Ha, Choi, Soo, Sung, Kyu, Kim, y Ju, 2001).

Con el objeto de simplificar el manejo de la informacién se aplicé el logaritmo base 2 (log2)

a todos los datos obtenidos reduciendo asi sus magnitudes (desde -20 hasta 20 aproximadamente)

pero sin alterar sus valores absolutos.

2) Log2 (Ic) = Intensidad tratada (It)

Para lograr determinar la expresién diferencial entre sexos, se relacionaron los datos de

hembras y machos mediante el cociente entre ellos:

3) It de machos / Itde hembras = Intensidad Total (IT)

Por lo tanto, si la IT es igual o cercana al valor absoluto de “1” indica igualdad de expresion
entre los sexos y, por el contrario, entre mas alejado de la unidad se encuentre el valor del cociente,

significa una expresioén diferencial de mayor magnitud en la expresion de ese gen.
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A continuacion se ejemplifica el tratamiento de los datos con los valores reales

correspondientes al gen mostrado:

Gen No. 2048

Nombre: sry-box gene 10 sox10 (SOX10)

Numero de acceso al GeneBank: NM_019193 1

Posicion en el chip: 3,4,5,8.

Densidad en hembra: 316.420382 D.O.  Densidad en macho: 41466.242 D.O.

Bkg en hembra: 111.8049 D.O. Bkg en macho: 110.061

Tratamiento:
1) Intensidad Original (lo) — Background (Bkg) = Intensidad corregida (Ic)
Hembra: Macho:
316.4203 — 111.8049 = 204.6154 41466.242 - 110.061=41356.181
2) Log2 (Ic) = Intensidad tratada (It)
Hembra: Macho:

log2 (204.6154) = 7.67677092 log2 (41356.181)= 15.3358153

3) Itde machos / It de hembras = Intensidad Total (IT)

15.3358153/7.67677092 = 1.99769 ... IT

Este procedimiento se realizd para cada uno de los genes (5760) de los 4 ensayos,
obteniendo en todos los casos un intervalo de IT con valores desde -3 hasta 3 (Intervalo [-3 a 3]), en
donde el signo (+/-) de cada valor no refiere ninguna informacién en particular y es inherente

exclusivamente al logaritmo.

Posteriormente, las IT obtenidas de los cocientes fueron graficadas en Box plot (cajas y

bigotes) respetando su ubicacion dentro de la matriz y obteniendo el grafico 2.
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Box Plot
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Grafico 2.- Box plot (cajas y bigotes) de los 4 ensayos.

Datos agrupados en matrices de (8*4) (12*15). En el eje de las ordenadas se presenta la posicién

de los genes en la matriz y en el de las absisas la intensidad total (IT) de florescencia de los genes
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En el grafico anterior se muestran los datos de IT de acuerdo a la posicidon del gen respecto
a la matriz. En cada caja se representan 180 genes (12*15), existiendo 4 cajas de un mismo color
referente a las columnas, y ocho colores diferentes aludiendo a las filas de la matriz. Ahora bien, cada
caja representa dos cuartiles (la mitad) de la poblacién a partir de la mediana (marcada por la linea
divisoria de la caja y con un total de 180 genes), los bigotes nos refieren el tercer cuartil, y los puntos
fuera de los bigotes correponden al ultimo cuartil de la muestra, siendo ésta region la de interés en

nuestro estudio por referirse a aquellos genes en los que la expresion diferencial fue mayor.

Como se puede observar en el grafico 2, las medianas no se encuentran alineadas a un
mismo punto, imposibilitando la comparacién entre los ensayos. En este sentido, el programa “R”
cuenta con una herramienta de “normalizacion” basada en la comparacién de los datos con valores
de genes control. Es decir, los chips de MA contienen secuencias (oligos) de genes considerados
como “genes base”, “constitutivos” o “house- keeping”; que se alternan entre los genes de
interésactuando como control positivo para el proceso. De los 5760 genes contenidos en los chips de
nuestros ensayos, 225 de ellos fueron de tipo constitutivo (gen de GADPH, beta-actina, entre otros),
depositados siempre en el mismo orden a lo largo de toda la matriz. Por ser constitutivos tanto en
hembra como en macho, estos genes actian como control positivo intra e inter-arreglo (Parmigiani,

Garret, Irizarri, y Zeger, 2003).

La importancia de los genes constitutivos en el analisis de los datos radica en que el
programa “R” promedia sus valores de IT (aproximado a 1), y multiplica el valor resultante por cada IT
de los genes restantes (5535); logrando asi la normalizacién de los datos con respecto a un punto de

referencia (Parmigiani, 2003) (ver grafico 3).
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Box plot de datos normalizados
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Grafico 3.- Box plot (cajas y bigotes) de los 4 ensayos con datos normalizados.

Datos agrupados en matrices de (8*4) (12*15). En el eje de las ordenadas se presenta la posicién
de los genes en la matriz y en el de las absisas la intensidad total (IT) de florescencia de los genes.
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El siguiente paso permitio establecer la expresion diferencial con base en los datos
obtenidos, ya que todos los valores de IT por arriba o abajo de 1 y -1 (0.999, 1.1, -0.95, -1.2, etc.)
podrian considerarse en esta categoria. Del intervalo inicial [-3 a 3] de los datos de IT, se buscaron
los genes que se sobre-expresaran por arriba del 50% (intervalo [-1.5 a 1.5]), entendiendo por sobre-
expresion a las IT’s diferentes de 1, y al valor absoluto de 3 como el 100% de sobre-expresion,
entonces, todo aquel valor fuera del intervalo [-1.5 a 1.5] se considera sobre-expresado en un 50%.
Asi el grupo de trabajo evalu6 varios criterios de expresion diferencial de los genes, tales como el 25,
40, 75 y 90% de sobre-expresion, determinando finalmente que el intervalo [-1.5 a 1.5] (equivalente al
50%) proporcionaba las condiciones ideales para fines de comparaciéon del niumero de genes
encontrados. Estableciendo el 50% de sobre-expresién, se localizaron los genes con valores de IT’s
fuera del intervalo y que ademas fueran reproducibles en minimo 3, encontrando 36 genes repetidos

en 3 ensayos, y 28 presentes en los 4 arreglos, mismos que se reportan en las tablas siguientes.
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SOBREEXPRESION DEL 50% O MAYOR EN
3 DE LOS 4 ARREGLOS EVALUADOS

Sobre-’
NOMBRE FUNCION EXPRESION
Puede promover la supervivencia neuronal e inhibe la actividad del activador del Hembra
1 -Serpine1 plasminégeno.
ycs: Myc-like Hembra
oncogene Actividad como factor de transcripcion
Cataliza la transformaciéon de UDP-glucosa (UDP-GIc) a ceramida para formar Hembra
Ugcg: UDP-glucose| glucosilceramida
S100a1 Se une al ion Ca+2 para dirigirlo a Reticulo Sarcoplasmico Hembra
Paics Actividad carboxilasa Hembra
slc26a3 Mediador electrolitico para la absorcién de fluidos en el colén Hembra
Bzrap1 Regulacién génica implicada en la metastasis Hembra
mta1 Asociado a metastasis, y puede tener un papel en la regulacion genética Hembra
Atp1a3 ATPasa, transporte de Na+/K+ Hembra
Gnb2 Actividad de GTPasa Hembra
Factor de transcripcién asociado con el factor determinante sexual; importante Macho
sry-box 10 sox10 |para el desarrollo de células gliales
Ptf1a Factor de transcripcion del pancreas Hembra
Pafah1b2 Subunidad cerebral del factor activador plaquetario de acetilhidrolasa Hembra
Juega una papel importante en el almacenamiento de CHO'’s en las cisternas Hembra
GRASP65 del aparato de Golgi
Pppr2b2 Regula la actividad catalitica de la fosdatasa Hembra
Intersectin 1 Se une a la dinamina y a la SNAP 23, y esta involucrado en exocitosis Hembra
nogo-a Proteina inhibidora del crecimiento neuronal Hembra
Clathrin Cadena ligera de la clatrina que cubre a las vesiculas Hembra
kallikrein Calicreina Hembra
Creb1 Regula transcripcion uniéndose a cAMP Hembra
Neuromedin Induce la contracciéon muscular del dtero y la vasoconstriccion Hembra
Sphingosine-1  [Esfingosina-1-fosfato fosfohidrolasa Hembra
Nbl1 Supresor tumoral Hembra
Adamts4 Desintegrina y metaloproteasa involucrada en la enfermedad de Alzheimer Hembra
CL1BA Proteina G acoplada al receptor de alfa-Latrotoxina Hembra
Ntrk3 Receptor tirosin-cinasa de neurotrofina-3 Hembra
Nfib Regula la expresion de neuronas olfatorias Hembra
pex1ia Biogénesis de la membrana peroxisomal Macho
Cryaa Proteina estructural del “lens” ocular Hembra
Apoc1 Transportador de lipidos Macho
megf8 EGF-like Hembra
Rps5 Componente de la subunidad 40S ribosomal Hembra
Vegfb Involucrado en angiogénesis Hembra
Etle Mediador de la seleccion de splicing Macho
7 Igals7 Lectina glactosidasa de union Hembra
Dncic1 Dineina citoplasmica Hembra

Tabla 1.- Genes sobre-expresados 50 % en 3 de los 4 arreglos.86
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SOBRE- EXPRESION DEL 50% EN LOS 4
ARREGLOS EVALUADOS

Transportador idnico

Sobre-’
NOMBRE FUNCION EXPRESION
Map2k2 Cinasas mitogénicas Hembra
Papel importante en la plasticidad sinaptica, asociada a la actina del citoesque- Macho
Synpo leto
TNNT2 Troponina cardiaca Hembra
Tfrc Receptor de transferrina Hembra
PRP-2 Proteina provedora de prolinas Hembra
Plat Activador de plasminégeno Hembra
RP4-622L5 Proteina RP4-622L5 Hembra
Cacnaild Canal de calcio tipo-L Hembra
Syt7 Sensor de exocitosis sindptica complementaria a las r sinaptotagminas vesiculares Hembra
Npr3 Papel importante en la hipertension y el flujo de neurotransmisores Hembra
Ptf1a Factor de transcripcion del pancreas Hembra
Chrnb4 Subunidad del receptor neuronal nicotinico para acetilcolina Hembra
Slc8a1 Regulacién en el transporte de Ca+2 Hembra
Smpd3 Esfingomielina fosfodiesterasa 3, involucrada en crecimiento celular Hembra
Amelx Amelogenina del cromosoma X Hembra
Cataliza la conversionn de IMP y difosfatos a hipoxantina y 5-fosfo-alfa-D- Hembra
Hprt ribosa, 1-difosfato
Leptin receptor  |Receptor de leptina Hembra
Steroid sulfatase |Enzima que convierte precursores sulfatados a estrégenos durante el embarazo Hembra
Mca32 Citocina inducida por la activacién de mastocitos Hembra
Componente de la matriz extracelular, juega papel importante en metastasis y Macho
Fibronectin 1 fibrosis
Rarb Receptor de Ac. Retindico Hembra
Dipeptidase 1 [Actividad de dipeptidasa Macho
camk2g-prov  [Protein-cinasa dependiente de Ca+2/Calmodulina Hembra
Dkc1 Procesamiento de mRNA en higado Hembra
P2rx2 Receptor purinérgico pX2 Hembra
Glutamate receptor [Papel importante en la transmision sinaptica del dolor por artritis Hembra
Sulfite oxidase |Cataliza la oxidacion de sulfita a sulfato Hembra
Slic39a1 Hembra

Tabla 2.- Genes sobre-expresados 50 % en los 4 arreglos.

Asi contamos con un total de 64 genes, 36 encontrados en 3 de los 4 arreglos, y los 28

restantes en los 4 ensayos. Debido a que algunos genes aparentaban no estar directamente

involucrados con la diferenciacion sexual, se establecieron criterios de seleccién que segun literatura

consultada, incluyeran genes ya reportados y relevantes para el DS del SNC.
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De tal manera, se realizaron revisiones en PubMed y en el banco internacional de genes
(GeneBank) sobre la participacion y funcién reportada de cada uno de los 64 genes. Como se
comentd en la metodologia, se eligieron aquellos considerados importantes en el crecimiento,
apoptosis, diferenciacion, maduracién, sinaptogénesis, y/o proliferacién celular del SNC; incluyendo
genes tipo: factores de transcripcion, enzimas metabdlicas del ciclo celular, receptores a hormonas,
enzimas intermediarias en biosintesis o catalisis de hormonas, factores anti o pro-apoptéticos,

citocinas de sefializacion y factores de crecimiento principalmente.

Logrando ontener una lista de los 16 genes relacionados con el DS del hipotalamo, que
pueden subdividirse para su estudio en cinco grupos: a) Factores de transcripcion, b) factores de
crecimiento, ¢) enzimas metabdlicas, d)receptores, y e) proteinas sefializadoras; como se enuncia a

continuacion:

a) FACTORES DE TRANSCRIPCION:

1)Receptor de acido retindico beta (Rar-b): (sobre-expresion en macho)

Se acepta que los gradientes de acido retindico dirigen la polaridad antero-posterior durante el
desarrollo del SNC; la sobre-expresion de su receptor produce alteraciones y arrestos en el ciclo
celular (Wang, Zhang, y Parent, 2005). Ademas, el Rar-b (subunidad exclusiva del SNC) se ha
involucrado en la diferenciacién celular (hacia neuronas) y en la apoptosis, por lo que se ha vinculado
con procesos cancerosos (Lane, y Bailey, 2005). El Rar-b esta ubicado en el cromosoma 5 de rata, es

un gen regulador de la expresion de genes Hox (Genebank No. Acceso AJ002942 1).

2)SRY-box SOX10: (sobre-expresion en macho)

Gen importante en el desarrollo de las células gliales y su especificidad celular (Kordes,
Cheng, Scotting, 2005), ya que es un cooperador asociado a la diferenciaciéon de glia hacia
oligodendrocitos (Gokhan, Marin-Husstege, Yung, Fontanez, Casaccia-Bonnefil, y Mehler, 2005). Gen
ubicado en el cromosoma 7 de rata, locus 7934, que actia como factor de transcripcion asociado al

factor determinante sexual SRY (Genebank No. Acceso NM_019193_1).
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3)Neuromedina (Nmu): (sobre-expresion en hembra)

Gen al que recientemente se le ha involucrado en la ingesta, reparticion de energia y liberacion
hormonal hipofisiaria (Jethwa, Small, Smith, Seth, Darch, Abbott, Murphy, Todd, Ghatei, y Bloom,
2005). Su expresion provoca elevacion en los niveles de serotonina en corteza e hipotalamo y se cree
que afecta las respuestas enddcrinas y neuroquimicas; ademas, la Nmu es una proteinas ligando de
receptores tipo G en la regulacion de hormonas neurohipofisiarias (Ueta, Ozaki, Saito, 2004).
localizado en el cromosoma 14 de rata, cuya funcion reportada inicialmente fue como gen inductor de

la respuesta vasoconstrictora del musculo liso intrauterino (Genebank No. Acceso NM_022239 1).

4)Factor nuclear I/B (Nfib): (sobre-expresion en hembra)

El Nfib es un factor expresado principalmente en ratones en desarrollo (Chaudhry, Lyons, y
Gronostajski,1997), y su supresion causa agénesis del cuerpo calloso e hidrocefalia (Das Neves,
Duchala, Tolentino-Silva, Haxhiu, Colmenares, Macklin, Campbell, Butz, y Gronostajski, 1999) y ha
sido involucrado en la formacién de estructuras gliales (Shu, Butz, Plachez, Gronostajski, y Richards,
2003). El gen de Nfib se localiza en el cromosoma 5, locus 5q31, el nfib corresponde a un factor de
transcripcion que regula la expresion génica nuclear en neuronas olfatorias (Genebank No. Acceso

AB012230_1).

b) FACTORES DE CRECIMIENTO:

5)Factor activador de plaquetas acetil-hidrolasa alfa-2 (Pafah1b2): (sobre-expresion en
hembra):

La proteina de Pafah esta compuesta por varias subunidades, sin embrago, la subunidad alfa

2 es exclusiva del SNC, en donde se le ha relacionado con los procesos de diferenciacion,

supervivencia y migracion neuronal (Sweeney, Clark, Prokscha, Dobyns, y Eichele, 2000), por lo que

se le asume un papel importante en el DS estructural. El gen que codifica para dicha proteina esta

ubicado en el cromosoma 8 de rata, locus 8q22, el gen pafah codifica para una subunidad intracelular

de plaquetas cerebrales (Genebank No. Acceso NM_022387 1) y esta asociada a lisencefalina.
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6)Factor B de crecimiento del endotelio vascular (Vegfb): (sobre-expresion en hembra)

El Vegfb esta localizado en el cromosoma 1, locus 143, y es importante para el crecimiento
celular y tisular, ya que desempefia un papel fundamental en la angiogénesis promoviéndola

(Genebank No. Acceso AF022952_1).

c) ENZIMAS METABOLICAS:

7)Protein-cinasa 2 activadora de mitégenos (Map2k2): (sobre-expresion en hembra)

Gen cuya relevancia en el DS del hipotalamo se asume por participar en metabolismo y
mitosis neuronal, al ser activada por estradiol (Lania, Filopanti, Corbetta, Losa, Ballare, y Spada.,
2003). Localizado en el cromosoma 7 de rata, locus (7q11), la expresion de Map2k2 resulta en una

enzima activadora de otras cinasas de la familia (Genebank No. Acceso NM_031643 _1);

8) Protein-cinasa gamma-2 dependiente de calcio (Camk2g): (sobre-expresion en hembra)

Unidad de la cadena gamma de la cinasa Camk I, localizada en el cromosoma 15, region
15p16 (Genebank No. Acceso NC_005114.2) e involucrada con la regulacién de las corrientes de
calcio. La expresion de este gen se ha detectado en las terminales sinapticas principalmente en
tdlamo, hipotalamo y corteza, en relacion a los procesos de plasticidad sinaptica a largo plazo
(Musazzi, Perez, Hunt, Racagni, y Popoli, 2005); ademas, se sabe que esta presente en la mayoria
de las terminales sinapticas asimétricas, especialmente en neuronas glutamatérgicas, involucrandolo

en actividad epiléptica (Lee, Kwon, Shim, Lee, y Suh, 2005).

9) Esfingomielina fosfodiesterasa 3 (Smpd3): (sobre-expresiéon en hembra)

Se sabe que la expresion de Smpd3 es a nivel nuclear interfiriendo con la muerte celular,
confiriéndole un papel protector en la neurodegeneracién (Stoffel, Jenke, Block, Zumbansen, y

Koebke, 2005).
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El gen de la Smpd3 esta localizada en el cromosoma 19 de rata, locus 19q12 y parece

actuar como gen regulador del crecimiento celular (Genebank No. Acceso NM_053605_1).

10)Sulfatasa de esteroides (Sts): (sobre-expresion en hembra)

La Sts es la enzima encargada de la conversion de dehidroepiandrosterona-sulfato a
dehidroepiandrosterona en el proceso de biosintesis de hormonas esteroideas (Compagnone, Salido,
Shapiro, Mellon, 1997). El exceso o disminucion de Sts provoca cambios en las concentraciones de
esteroides ovaricos; mientras que en SNC se le ha relacionado en procesos afectivos e instinto
maternal (Wood, 2005). El gen de Sts se encuentra ubicado en el cromosoma sexual X. locus Xq12-
14, que codifica a la enzima convertidora de precursores sulfatados a estrégenos (Genebank No.

Acceso NM_012661_1),

11) Hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (Hprt): (sobre-expresiéon en hembra)

La deficiencia de esta enzima en cerebro conlleva la acumulacion de histidina, provocando
un desbalance en la regulacion de los ganglios basales, alterando las interacciones dopamina-
adenosina con dafio especifico a neuronas dopaminérgicas (Connolly, 2001). El gen codificante de la
Hprt se localiza en el cromosoma sexual X, locus Xq36, codificando a una enzima catalizadora de la

conversion de IMP a hipoxantina (Genebank No. Acceso NM_017008_1).

d) RECEPTORES:

12) Receptor de Leptina b (Lepr): (sobre-expresion en hembra)

El Lepr se encuentra ampliamente distribuido en las neuronas hipotalamicas POMC
(ProOpioMelanoCortinas), en donde las cascadas de senales de leptina son muy importantes para la
fertilidad (De Luca, Kowalski, Zhang, Elquimist, Lee, Kilimann, Ludwig, y Chua, 2005). La leptina
también parece estar involucrada con la organizaciéon neuroanatémica resultante de los procesos de

mielinizacion, maduracién neuronal y glia.
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Adicionalmente, la leptina tiene una influencia neuroprotectora en forma dosis-dependiente
(Wilson, Bagnol, Kaelin , Ollmann, Gantz, Watson, y Barsh , 1999). Su gen esta ubicado en el
cromosoma 5 en rata, locus 5q33 , inicialmente relacionado con el mantenimiento del peso corporal y

la saciedad (Genebank No. Acceso AF007818_1).

e) PROTEINAS SENALIZADORAS:

13)Sinaptopodina (Synpo): (sobre-expresion en macho)
Gen con funciones descritas en la plasticidad sinaptica, asociada a la actina del

citoesqueleto. Se encuentra localizado en el cromosoma 18 de rata, locus18q12.1, (Genebank No.

Acceso NM_021695_1).

14)Intersectina-1 (Itsn-1): (sobre-expresion en hembra)

Gen ubicado en el cromosoma 21 en humano y 11 en rata, locus 11q11. Se reportd
inicialmente como una proteina de unién a la dinamina durante el proceso de exocitosis (Genebank
No. Acceso NM_019227_1); actualmente se sabe que la Itsn-1 esta involucrada en el sindrome de
Down y se expresa en neuronas de diferenciacion y/o proliferacion (Pucharcos, Fuentes, De la Luna,

Alcantara, Arbones, Soriano, Estivill, y Pritchard,1999).

15) Sinaptotagmina 7 (Syt7): (sobre-expresion en hembra)

Este gen se localizada en el locus 1g43 del cromosoma 1 de rata, y codifica para una
proteina descrita como sensor de calcio membranal durante la exocitosis (Genebamk No. Acceso
AF336858 1); también se sabe que esta proteina se encuentra directamente relacionada en la
velocidad de reciclamiento de las vesiculas sinapticas (Virmani, Han, Liu, Sudhof, y Kavalali, 2003),
actuando al mismo tiempo como switch molecular para el splicing alternativo de su forma larga o
corta; la primera desacelerando el reciclamiento vesicular y la segunda acelerandolo (Fukuda, Ogata,

Saegusa, Kanno, y Mikoshiba, 2002).
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16)Reticulén 4 (Rtn-4): (sobre-expresion en hembra)

También conocido como Nogo 4, esta ubicado en el cromosoma 14 de rata, locus 14g22.
Su expresién da origen a una proteina mielinica sefalizadora inhibidora del crecimiento neuritico
(Genebank No.Acceso NM_053835_1); ademas de inhibir en el crecimiento neuritico y axonal, se
sabe que la expresiéon de este gen induce apoptosis, y que a bajos niveles de reticuléon se produce
denervacion, por lo que se le ha vinculado con la plasticidad cerebral (Buss, Shellhouse, Wolmsley,

Noth, Schwab, y Brook 2005).

En principio es importante sefialar que ninguno de los 16 genes aqui expuestos habia sido
vinculado hasta el momento con el DS del SNC, no existiendo reportes previos, y siendo este trabajo

el primero en relacionar su expresién con un posible papel de diferenciaciéon sexual.

Todos lo genes mencionados seran estudiados a profundidad en trabajos posteriores, tanto
su funcién, expresion, y localizacién in situ, ya que resultaria imposible evaluarlos a todos en el
presente proyecto de tesis de maestria. De tal forma que de la lista anterior, se eligieron dos genes
con el objeto de comparar entre las técnicas de identificacion de expresion génica ya mencionadas
(HIS y RT-PCR-IS), y determinar aquella que satisface las necesidades del proyecto como nuestro

segundo objetivo, para emplearse posteriormente en trabajos subsecuentes.

7.2 HIBRIDACION Y PCR IN SITU

Se eligieron 2 genes al azar: el SOX10 sobre-expresado en machos y el Receptor de Leptina
tipo b (Lepr) cuya expresion es mayor en hembra, y de los cuales existe informacién reportada (no
vinculada al DS) sobre sus sitios de expresion en el SNC de la rata adulta (control). Ademas, cabe
mencionar que ambos genes fueron sometidos a PCR en tiempo real (datos no mostrados)
encontrando diferencias las mismas diferencias de expresion entre hembras y machos, confirmando

asi nuestros resultados.
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Las condiciones para las técnicas de HIS y RT-PCR-IS fueron estandarizadas previamente (ver
metodologia), sobre cortes de cerebro de rata Wistar (P6) hembra y macho, tanto para el gen SOX10

como para Lepr, y siguiendo los protocolos de las técnicas obtuvimos los resultados siguientes.

A continuacion se presentan las imagenes comparativas entre las técnicas, tratando de mostrar
el mismo nivel de corte entre individuos de igual sexo. La sefial puede ser identificada por un

precipitado (puntos) morado sobre el tejido, faciimente distinguible del fondo.

La expresion del gen SOX10 fue clara y comparable entre ambas técnicas, siendo mas intensa
en nucleos ventromedial (VMH) y dorsomedial (DMH) del hipotalamo (figura 7), giro dentado y
circunvolucién hipocampica (figuras 8 y 9), y nucleo cortical de la amigdala (CoAp) (figura 10) que en

el resto de las estructuras cerebrales observadas (informacién no mostrada).

HIS SOX10 (Hipotalamo) PCR SOX10 (Hipotalamo)

Figura 7.- Expresion del gen SOX10 en el Nucleos ventro y dorso-medial del hipotalamo.
Cortes coronales, regién hipotalamica, ratas macho.
El lado izquierdo de la figura muestra la técnica de HIS con expresion positiva para SOX 10,
y del lado derecho la técnica de RT-PCR-IS mostrando en el mismo corte expresion positiva(derecha +)
y falta de expresion (izquierda -) para SOX10.
VMH=Ndcleo VentroMedial, DMH= Nucleo DorsoMedial, ambos nucleos bilaterales.
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Figura 8.- Expresion positiva de SOX10 en el giro dentado del hipocampo.
Corte coronal, region hipocampica, ratas macho.
De lado izquierdo la técnica de HIS, y del derecho la de RT-PCR-IS.

HIS SOX10 (Hipocampo) PCR SOX10 (Hipocampo)

Figura 9.- Expresion positiva de SOX10 en circunvolucion hipocampica.
Corte coronal, region hipocampica, ratas hembra.
De lado izquierdo la técnica de HIS, y del derecho la de RT-PCR-IS.
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PCR SOX10 (CoAp)

Figura 10.- Expresién positiva de SOX10 en el Nucleo cortical de la Amigdala (CoAp).
Corte coronal, regién de la amigdala, ratas macho.
De lado izquierdo la técnica de HIS, y del derecho la de RT-PCR-IS.

Concordante a la bibliografia (Steppan y Swick, 1999) y en ambas técnicas porbadas en
este trabajo, la localizacion topografica de SOX10 en macho fue en Nucleo Cortical de la Amigdala
(CoAp) e hipocampo, ademas en hipotdlamo ventral. Asi mismo, el receptor de leptina (Lepr) se ha
descrito en regiones dienceallicas tanto de hembra como de macho, sin embargo en ningun trabajo
se le habia relacionado sexualmente, siendo este el primer reporte de sobre-expresion de Lepr en
hipotalamo de hembras neonatales. A continuacién se muestra la expresiéon basal de Lepr en rata
macho, y la sobre-expresion en hipocampo de rata hembra como control positivo de la técnica segun

la literatura.
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PCR Lepr (CoAp) PCR Lepr (Hipotalamo)

Figura 11.- Expresioén positiva de Lepr de ratas macho en cortes coronales.
A la izquierda expresion de Lepr en el Nucleo cortical de la Amigdala (CoAp),
y de lado derecho expresion de Lepr en hipotalamo (periventricular),

ambas figuras por la técnica de RT-PCR-IS.

Figura 12.- Expresion positiva de Lepr en ratas hembra, cortes coronales, region hipocampica.
A la izquierda se muestra la expresion de Lepr en hipocampo por la técnica de HIS,
y de lado derecho expresion de Lepr en hipocampo por la técnica de RT-PCR-IS.
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La expresion del Lepr ha sido vinculada en la regulacién de la reproduccion vy la fertilidad,
encontrando su expresion en hembra en hipotalamo (nucleos periventricular, dorsomedial y lateral),

hipocampo y corteza amigdaloide como se comentara mas adelante en la discusion.

e
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PCR SOX10 (Hipot. Macho) | PCR SOX10 (Hipot.

R

Hembra)

Figura 13- Expresion diferencial de SOX10 en cortes coronales, region hipotalamica.
A la izquierda se muestra la expresion (positiva) de SOX10 en el hipotalamo de rata
macho, y de lado derecho la expresion (negativa) del mismo gen en rata Hembra (P6),
ambas figuras con la técnica de RT-PCR-IS.

Finalmente, se muestran imagenes de macho y hembra (respectivamente) buscando la
expresion del gen SOX10, encontrando que en la hembra no es posible distinguir la misma intensidad
de expresion (porcién derecha ventricular) que en el macho, corroborando los resultados de los MA

que arrojaron una sobre-expresion en el sexo masculino.
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8. DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo principal el de establecer posibles diferencias
sexuales en la expresién genética en el SNC de la rata en desarrollo, en particular en el hipotalamo

que juega un papel primordial en desarrollo y control enddcrino de las funciones reproductivas.

Puesto que las diferencias estructurales del encéfalo son mas ostensibles en las areas
directamente involucradas con la reproduccion, elegimos la regién hipotalamica de animales de cada
sexo, durante la etapa que precede a la consolidacion estructural del dimorfismo sexual; es decir,
hacia el final del periodo critico de desarrollo hipotalamico. A partir de multiples observaciones
realizadas por nosotros y por otros grupos de investigacion, muestran que es la interacciéon de las
hormonas esteroides con el SNC en desarrollo un poderoso factor inductor que promueve la
adquisicion de los rasgos fenotipicos que caracterizan a cada sexo. En este contexto supusimos de
interés el poder establecer los patrones de expresién genética durante desarrollo, asi como

determinar posibles diferencias cuantitativas entre los sexos.

Este cuestionamiento estuvo justificado por que a la fecha se desconoce si las neuronas en
diferenciacion sintetizan “espontaneamente” productos (v.gr. proteinas) relacionados con el fenotipo
dimorfico de cada sexo; o bien si éste resulta exclusivamente del bien identificado efecto promotor de

las hormonas gonadales.

Dos corrientes han discurrido respecto al dimorfismo sexual del encéfalo invocando
mecanismos distintos: Una primera vertiente propone que éste resulta exclusivamente de la
interaccion temprana de las hormonas sexuales con el genotipo neuronal a lo largo del periodo critico
de desarrollo, ya que el SNC se convierte en el “érgano blanco” de las hormonas gonadales,

asumiendo, un papel relativamente pasivo.
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En segunda instancia, con base en los estudios realizados a lo largo del desarrollo gonadal
en que los mecanismos de diferenciacién estan determinados por diferencias sexuales en la
informacion genética (cromosomas), se infiere que dichas diferencias pudieran ser el factor

determinante en la génesis del dimorfismo sexual observado en el tejido nervioso.

Mas aun, esta concepcion esta apoyada por la observacion de que en practicamente todos
los modelos de dimorfismo sexual experimental, las manipulaciones hormonas gonadales no han sido
capaces de revertir completamente ni estructural ni funcionalmente los patrones inherentes a cada

sexo (Arnold, 2000).

En este marco tedrico, nuestro grupo de trabajo del laboratorio propuso que ambas lineas
de pensamiento pudieran reunirse en una hipétesis mas conciliatoria en la que “las diferencias
sexuales en la composicidon genética, mas que marginales o inertes, participan de manera sinérgica
con las variaciones hormonales cuantitativas y cualitativas a las que el SNC en desarrollo esta
expuesto” y que a su vez, sugiere una interaccion temporal y anatémica de eventos gendémicos y
endocrinolégicos. Para someter esta hipétesis a experimentacion, elegimos al hipotalamo de la rata,
sitio en el que se localizan algunos de los grupos neuronales directamente implicados en la

reproduccién y que muestran importantes diferencias sexuales estructurales.

La resolucién de la hipétesis inicial se proyecté en dos etapas ontogenéticas: la primera,
realizada en esta tesis implica la identificacion hipotalamica de los genes relacionados con la
diferenciacion sexual durante el periodo critico; y la segunda fase por realizar, proyecta la
identificacion de los mensajeros sexualmente dimérficos en la etapa que precede al periodo critico, es

decir antes incremento de hormonas gonadales que normalmente le precede.

Como se comenta en el apartado correspondiente, durante etapas especificas o
periodos criticos, es la interaccidon de las hormonas esteroides de origen gonadal, placentario y
suprarrenal, el factor epigenético mas importante en la adquisicion de caracteres anatémicos y

funcionales especificos de cada sexo. 75



Durante las tres o cuatro décadas pasadas se establecié mediante técnicas de histologia,
citologia, morfometria e inmunohistoquimica, la caracterizacién de mas de cincuenta elementos
neurales sexualmente dimorficos. Mas recientemente, con el advenimiento de la biologia molecular y
la utilizacién de técnicas de deteccion de polinucléotidos asociados con la biosintesis de proteinas
especificas, se han podido detectar diferencias sexuales aun mas sutiles. Una consecuencia obvia de
estos métodos es su enorme fidelidad, puesto que derivan de la utilizacion de enzimas que

multiplican de manera practicamente infinitesimal los sustratos de interés.

Por otra parte, la deteccidon de mensajeros especificos en los diferentes dominios tisulares y
neuronales (v.gr. hibridacién y PCR in situ) ofrece una resolucién espacial inmejorable. Gracias a ello,
optamos inicialmente por la cuantificacion de mRNA entre individuos de cada sexo, a partir muestras
de hipotalamo obtenidas en el periodo critico de desarrollo. Por sus posibles implicaciones en el
proceso de diferenciacion sexual estructural, los resultados mas relevantes del proyecto actual

derivan de los ensayos de microarreglos en ratas recién nacidas.

En estos detectamos un total de 64 genes con expresion diferencial minima del 50% entre
sexos; 16 de ellos codifican para proteinas involucradas en la biosintesis de hormonas sexuales,
receptores de hormonas no esteroideas, factores de crecimiento, enzimas del ciclo celular, factores
pro o anti apoptéticos, factores de transcipcion, asi como algunos relacionados con la diferenciacion
celular; parametros relacionados directamente con los mecanismos de el establecimiento del DS
estructural del SNC (vide supra). La expresion sexualmente dimoérfica de estos genes y su relacion
con proteinas relacionadas con los diferentes eventos que participan en el desarrollo y consolidacion
de las funciones reproductivas justifican que a continuaciéon se discutan separadamente en este

contexto.

En primera instancia citamos al grupo de los factores de transcripcion, quienes son los
principales encargados de la posible expresidon o inexpresion de las diferencias sexuales que

buscamos.
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Asi, Encontramos ampliamente documentada la participacién del acido retindico durante el
desarrollo normal del SNC; por ende, el receptor de acido retindico beta (Rar-b) es crucial para sus
efectos plasticos y metabdlicos. Mas especificamente, se sabe que durante el periodo critico la
activacion del Rar-b inhibe a la muerte neuronal, efecto por el que se le considera un factor de
transcripcion anti-apoptotico en ratas (Lane y Bailey, 2005). Por otra parte, el acido retinoico tiene un
papel fundamental en la neurogénesis al potenciar la proliferacion y diferenciacion neuronal de los

neuroblastos en mamiferos (Wang, Zhang, y Parent, 2005).

Ademas, de manera importante para el DS, el nivel de expresion del receptor (Rar-b) varia
durante el ciclo estral de la rata de manera directamente proporcional con las variaciones ciclicas de
hormonas esteroideas, sugiriendo un vinculo entre la actividad transcripcional de éstas y la regulacion

en la expresion de Rar-b (Camacho-Arroyo, 2005).

En el contexto de la diferenciacion sexual hipotalamica, el dimorfismo sexual en Rab-b
detectado en nuestro estudio es altamente relevante, puesto que indica que los efectos inductores de
las hormonas esteroides observados en este sitio (apoptosis, migracion, sinaptogénesis, etc.:)
parecen requerir de manera suplementaria o sinérgica de la activacion de otras vias metabdlicas, en

particular de las dependientes de vitamina A.

Por otro lado, el DS estructural en le caso de diferenciacion celular hacia estructuras gliales
en el hipotalamo de rata en este estudio se encontraron dos genes, el Factor nuclear I/B (Nfib) (sobre-
expresion en hembra) y el gen SOX10 (sobre-expresion en macho) y del que se detallara
posteriormente. La falta de expresion de Nfib en ratones macho knock out (E15-E17) redunda en la
disminucién (+/-) y en casos de homocigosis (-/-) en la ausencia de células gliales en telencéfalo
dorsal, principalmente en cuerpo calloso, corteza del cingulo y comisura anterior (Shu, Butz, Plachez,
Gronostajski, y Richards, 2003; Kordes, Cheng, y Scotting, 2005), lo que nos sugiere DS a nivel

estructural y sobre todo de circuitos y conexiones neuronales.
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De la misma manera nos referiremos ahora a los factores de crecimiento encontrados,
quienes intervienen de manera directa en la diferenciacién celular, y por lo tanto se ven altamente

involucrados en el DS.

Comenzando con el gen que codifica al factor activador de plaquetas acetil-hidrolasa alfa-2
(Pafah1b2), que participa en procesos de coagulacion a nivel sistémico, codifica tambien en el SNC a
una subunidad de la enzima Lisencefalina (Lis). Esta enzima guarda estrecha relaciéon con los
procesos de diferenciacion, supervivencia y migracion neuronal en etapas incipientes del desarrollo
del SNC. Su participacién en dichos procesos se evidencia por la escasa cantidad de Lis en las areas
hipoplasicas observadas en la lisencefalia humana (Sweeney, Clark, Prokscha, Dobyns, y Eichele,
2000). Adicionalmente, la Lis parece estar relacionada con la migracion neuronal en células de

Purkinje en corteza cerebelar en estadios intermedios de la gestacién de la rata (Isumi, 1998).

Finalmente, en el humano la Lis parece estar relacionada con los procesos de integracion
psicoafectiva (Ohtsuki, 2002). Mientras que el Factor B de crecimiento del endotelio vascular (Vegfb)
es importante para el crecimiento celular y tisular, ya que desempefia un papel fundamental en la

angiogénesis promoviéndola, lo que favorece el crecimiento celular en la zona de expresion.

Siguiendo cono el grupo de enzimas involucradas en el metabolismo de procesos
importantes como la diferenciacion y crecimiento celular, apoptosis, sefializacion intracelular entre
otras, tenemos que la Proteincinasa-2 activada por mitdgenos (Map2k2) es una proteina cuya
relevancia en el DS del hipotalamo se infiere a partir de las observaciones previas que prueban su
articipacion en la mitosis neuronal mediada por estradiol (mitdgeno). Lo anterior nos permite sugerir
que su elevacion de Map2k2 durante los periodos criticos del desarrollo del SNC, tal y como se
observa durante la ovulaciéon en rata (Nordstrom, 2005). Mas aun, el incremento de Map2k2
observado aqui, es concomitante con los eventos morfogenéticos asociados al crecimiento y
diferenciacion neuronal celular, observacion que esta en consonancia con la asociaciéon de Map2k2
con el crecimiento y proliferacion de adenomas y gliomas cerebrales (Lania, Filopanti, Corbetta, Losa,
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De especial interés resulta el dimorfismo cuantitativo observado tanto la Protein-cinasa
gamma-2 dependiente de calcio (Camk2g) como la Esfingomielina fosfodiesterasa 3 (Smpd3). En
efecto la expresién de CamK2g y Smpd3 ha sido observada en las terminales sinapticas en talamo,
hipotalamo y corteza de ratén, entre otros (Musazzi, Perez, Hunt, Racagni, y Popoli, 2005). Dado que
ademas la hibridacion in situ revela que estos genes se expresan a nivel nuclear, se ha propuesto
que sus productos interfieren con la muerte celular considerandose genes anti-apoptéticos. En apoyo
de esta tesis, es que la expresién de CamK2g y Smpd3 es estimulada a la alta por la hormona del
crecimento (GH), tanto en neuronas hipotalamicas neurosecretoras (GHRH) de nucleo arcuato y
paraventricular, como directamente en los somatotropos de pars distalis (Stoffel, Jenke, Block,

Zumbansen, y Koebke, 2005).

Nuestros hallazgos, a la par de las evidencias aqui presentadas apoyan la participacién
directa de CamK2g y Smpd3 en los procesos neurogénicos y sinaptogénicos sexualmente dimorficos

observados en el hipotalamo de los roedores.

En el mismo ambito el gen de la sulfatasa de esteroides (Sts) significa un prospecto
importante en la contribucién del DS, ya que esta proteina es una enzima convertidora de precursores
sulfatados a estrégenos durante su proceso de biosintesis, especificamente en el paso de
Dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS) a Dehidroepiandrosterona (DHEA), un mecanismo clave en
la sintesis tanto de estradiol como de estrégenos. La Sts se expresa en diversos tejidos, y a nivel de
SNC se ha encontrado en talamo, hipotalamo, hipocampo, corteza, cerebelo y médula espinal de
embriones de ratén (E16-E19) (Compagnone, Salido, Shapiro, y Mellon, 1999); por otro lado, tanto
DHEA como DHEAS tienen un papel importante en la diferenciacion de neuronas neocorticales, la
primera promoviendo el crecimiento axonal, y la segunda el crecimiento dendritico y el reclutamiento
celular; ademas, se ha propuesto que el balance de DHEA y DHEAS controla el crecimiento
axonal/dendritico de las fibras cortico-talamicas durante la organizaciéon de la neocorteza de

embriones de ratén (Compagnone, Salido, Shapiro, y Mellon, 1997).
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Por udltimo, se ha encontrado expresiéon de Sts en altas concentraciones en placenta por lo
que se a considerado como un recurso importante en el suministro de hormonas esteroides del feto
(Word, 2005). Ahora bien, a diferencia de lo que esperabamos encontrar, solo se obtuvo un receptor
(Lepr) lo suficientemente sobreexpresado (50%) para ser incluido en nuestro estudio, ademas de no
ser un receptor hormonal como se esperaba. A pesar de ello consideramos que el receptor de leptina
(Lepr) puede ser de gran relevancia para el DS del hipotalamo, ya que se le ha reportado actividad de

hormona a la leptina como tal.

Diversos estudios manifiestan que la leptina (Lep), observada en mayor cantidad en la

hembra, pudiera estar involucrada en el establecimiento de patrones de conectividad sexualmente.

Como a continuacion se comenta, estudios previos muestran que Lep participa
directamente en la diferenciacion y en el establecimiento de circuitos neuronales, incluyendo aquellos
relacionados con las funciones de apareamiento (Simerly, 2004). Mas especificamente, evidencias
prueban que la Lep es requerida para el establecimiento de conexiones entre los nucleos
hipotaldmicos arcuato y ventral medial, conexidon que es sexualmente dimorfica. Observaciones
adicionales al respecto muestran que las Lep participan en los procesos de mielinizacion, maduracion
neuronal y glial, y como neuroprotectora en forma dosis-dependiente en el nucleo arcuato de rata en
desarrollo y en etapa puberal (Wilson, Bagnol, Kaelin, Ollmann, Gantz, Watson, y Barsh, 1999). En lo
referente a la expresién del gen que codifica para el Lepr, ésta ha sido vinculada con la regulacién de
la reproduccion y la fertilidad por (Smith, Jackson, y Foster, 2002; Gonzalez, Caballero-Campo,
Norman, Chardonnens, Devoto, y Bischol, 2000), participar en la regulacién de la secrecion de
gonadotropinas (Barb, y Kraeling, 2004), siendo altamente expresado en neuronas de POMC
(ProOpioMelanoCortinas) (Balthasar, Coppari, Mcminn, Liu, Lee, Tang, Kenny, McGovern, Chua,
Elmquist, Lowell, 2004), por lo que se esperaba su expresion en areas mediales del hipotalamo
concordantemente con los resultados obtenidos (figura 11b). Ademas, se ha relacionado con el
desarrollo del cerebro (Steppan y Swick, 1999) y con el establecimiento de circuitos hipotalamicos

(nucleos periventricular, dorsomedial y lateral) (Simerly y Bouret, 2004).
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Finalmente, se ha visto un papel neuroprotector ante dafios citotdxicos al expresarse Lepr
sobretodo en hipocampo (Dicou, Attoub, y Gressens, 2001), por lo que esta estructura es un buen
control positivo de expresion (figura 12). Ademas, los estrégenos pueden modular su expresion en
hipotalamo (Meli, Pacilio, Raso, Esposito, Coppola, Nasti, Di Carlo, Nappi, y Di Carlo, 2004) y su
expresion se ve reducida al androgenizar el cerebro neonatal femenino (Morash, Ur, y Wilkinson,
2001). En breve, la existencia de dimorfismo sexual en la expresion de Lep subyace a numerosos
mecanismos de crecimiento y diferenciacion neural relacionados directamente con el establecimiento

del fenotipo especifico de cada sexo.

Por ultimo, las proteinas senalizadoras que intervienen como inductoras, inhibidoras o
direccionadoras de otras proteinas, estableciendo la comunicacion intra o intercelular. La
Neuromedina (Nmu) por ejemplo, es una proteina considerada como neuropéptido hipotalamico
involucrado en la liberacidén hormonal hipofisiaria, especialmente relacionada a mecanismo de
saciedad y gasto energético actuando de manera coordinada con la leptina, y participando en la
distribucion de la grasa corporal (Jethwa, Small, Smith, Seth, Darch, Abbott, Murphy, Todd, Ghatei, y
Bloom, 2005), presuponiendo un papel dimdrfico entre los sexos. Ademas, se ha observado que la
administracion de Nmu intracerebroventricular en ratas macho adultas (200-250g) afecta respuestas
enddcrinas de manera importante en relacion al eje hipotalamo-hipdfisis-adrenales, causando
liberacién de la hormona de estrés y por consecuencia incrementando actividad locomotora y

activando al sistema nervioso simpatico (Kowalski, 2005).

El mensajero que codifica Reticuldbn 4 (Rtn-4) da origen a una proteina mielinica
sefalizadora inhibidora del crecimiento axonal en prosoncéfalo y telencéfalo de ratas y ratones
durante el desarrollo intrauterino (Buss, Shellhouse, Wolmsley, Noth, Schwab, y Brook, 2005); asi
mismo, su presencia restringe la proliferacién y crecimiento neuronal del I6bulo frontal en fetos

humanos (8, 16, 19, y 21 semanas de gestacion) (Halabia, 2005).
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Rtn-4 también llamado NOGO, ha sido implicado en la plasticidad sinaptica del hipocampo
de ratas adultas incrementando su expresion posterior a una lesién (Cai, 2005); y segun estudios de
resonancia magnética en humanos con epilepsia, se ha sugerido que la expresién de Rtn-4 precede
a la neurodegeneracion (Bandtlow, 2004). Aunque en la actualidad resulta prematuro inferir el papel
exacto que el Rtn-4 en la génesis del hipotadlamo murino, pareceria razonable sugerir su posible
participacion en aquellas estructuras hipotalamicas cuyo tamafio se mantiene relativamente
estacionario, tal y como ocurre en el nucleo sexualmente dimérfico del area predptica de la hembra

(Jacobson y Gorski, 1979).

El gen que codifica para la Sinaptopodina (Synpo) ha sido identificado en neuronas
piramidales del hipocampo, especialmente en CA3 y CA1 en el dia posnatal 6, y sin expresion en
interneuronas (Czarnecki, 2005). Asi mismo, la expresion de Synpo se ha visualizado mediante
inmumocitoquimica, en cultivos celulares de hipocampo de embriones de rata (E19). En estos
estudios se documenta que esta proteina esta unida a la actina del citoesqueleto formando espinas
dendriticas (Kremerskothen, Plaas, Kindler, Frotscher, y Barnekow, 2005), por lo que se infiere su
participacion en la plasticidad sinaptica hipocampica (Deller, 2006), o bien, como propone Roth (2001)
modulando la forma y motilidad de estas espinas dendriticas durante la formacién o eliminacién de
contactos sinapticos. Claramente, los hallazgos aqui enumerados sugieren que la Synpo parece estar
también involucrada en la sinaptogénesis hipotalamica, toda ves que sus nucleos arcuato (Arai y
Matsumoto Psychoneuroendocrinology), area preoptica (Raissman y Field, 1973) ndcleos preodptico
medial (, Larriva-Sahd, 1989) y ventral medial (Matsumoto, Larriva-Sahd, 1983), entre otros, muestran
dimorfismo sexual en densidad numérica de contactos sinapticos. Mas aun, dicha densidad se
adquiere a lo largo del periodo perinatal y estd determinada por las hormonas sexuales de origen

gonadal (Larriva, Arai, Matsumoto y Larriva Matsumoto).

El gen de la Intersectina (Itsn-1) por su parte, se expresa en neuronas de diferenciacion y/o
proliferacion a lo largo del desarrollo. En efecto, la ltsn-1 se identifica por inmunohistoquimica en

neuronas tanto de fetos humanos (18-22 semanas de gestacion) como de ratén (dia gestacional 16).
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En el ratén, la Itsn-1 se detecta en los cuerpos neuronales del prosoencéfalo en desarrollo,
mientras que en la etapa adulta su expresidon desaparece (Pucharcos, Fuentes, De la Luna,
Alcantara, Arbones, Soriano, Estivill, y Pritchard, 1999). Ademas, la ausencia de ltsn repercute en
sinapsis aberrantes presentes en el Sindrome de Down; y finalmente, la Itsn constituye una proteina
compleja que forma parte de la maquinaria endocitica de las neuronas durante la recaptura y el
reciclaje de neurotransmisores (Tong, 2000), motivos suficientes para suponer que la sobreexpresion
de Itsn en hembra se encuentra directamente vinculada con el DS del SNC a nivel sinaptico,

estructural y/o organizacional.

A los productos de sintesis de los genes hasta aqui enumerados, cuya participacion ocurre
fundamentalmente en eventos plasticos y fenotipicos, se adicionan los genes cuya expresion resulta
en modificaciones membranales que resultan en variaciones en la generaciéon y propagacion de
impulsos nerviosos que, como se sabe, corresponden a los efectos transitorios de las hormonas
gonadales (vide supra). En este grupo queda inserto el gen que codifica para la Sinaptotagmina 7
(Syt7) y que es sobre-expresado en las hembras. Puesto que en el hipocampo del animal recién
nacido la Syt7 esta directamente relacionada con la velocidad de reciclamiento de las vesiculas
sinapticas (Virmani, Han, Liu, Sudhof, y Kavalali, 2003), parece ser adecuado el sugerir que, en el
hipotdlamo en desarrollo pudiera guardar relacion con los procesos de excitabilidad vy
neurotransmision asociados con la formacion y establecimiento de redes neuronales sexualmente

dimorficas (Simerly, Handa y Swanson 1985).

Finalmente, retomando y dentro del mismo contexto genético, los resultados del presente
estudio muestran que solamente 2 de los 16 genes mencionados se encuentran ubicados en los
cromosomas sexuales (especificamente en el X), mientras que el resto son localizados en
autosomas, sugiriendo que el sexo genético del individuo no es fundamental para el establecimiento
del DS del hipotalamo. Por otro lado y de acuerdo a lo esperado, algunos genes son de tipo
constitutivo mientras que otros son inducibles de expresarse bajo ciertas condiciones o por la

influencia de algun inductor especifico (factores de crecimiento u hormonas por ejemplo).
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Asi mismo, dos de los genes fueron elegidos (SOX10 y Lepr) para indagar sobre sus sitios
de expresion en hipotadlamo y areas aledafas cubriendo nuestro segundo objetivo particular, y
mostrando que las dos técnicas moleculares para la visualizacion de los mRNA’s in situ (Hibridacion y

el PCR in situ) aqui empleadas son satisfactorias para continuar con el estudio.

Concordante a la literatura reportada sobre la expresion del gen SOX10, los hallazgos
obtenidos con ambas técnicas coinciden en su localizacién topografica en macho, principalmente en
células de linaje oligodendrocitico (CoAp e hipocampo), en sitios del cerebro en procesos de
diferenciacion (CoAp e hipocampo) (Kuhlbrodt, Herbarth, Sock, Enderich, Hermans-Borgmeyer, y
Wegner, 1998), y mas recientemente se reportd la expresion de SOX10 en células GnRHérgicas
(hipotdlamo ventral) durante su proceso de diferenciacion (Whitlock, Smith, Kim, y Harden, 2005).
Ademas, la expresion de SOX10 en la induccion de precursores neurales hacia oligodendrocitos ha
sido comprobada en SNC pero no en SN periférico, sugiriendo que una misma proteina puede incurrir
en funciones de diferenciacion entre el SNC y el periférico (Wegner y Stolt, 2005), y encontrandose
expresion de SOX10 en las crestas neurales a lo largo del desarrollo durante todo el proceso de

diferenciacion neural (Hong y Saint-deannet, 2005).

Refiriéndonos a las técnicas empleadas, no se aprecian diferencias aparentes entre ellas en
cuanto a sefal e intensidad. En ambos casos se obtuvieron patrones de expresion similares para los
2 genes estudiados, lo cual nos refiere tanto a la eficiencia y reproducibilidad de las técnicas como al
sitio de expresion del gen. En lo que se refiere a la HIS, resulta una técnica cualitativa sencilla,
econdmica especifica y sensible; mientras que la RT-PCR-IS resulta una técnica laboriosa,
relativamente cara, requiere de un mayor numero de reactivos y equipo especifico, y de mas
cuidados durante la préactica, sin embargo, pudiera ser semicuantitativa si se aplican algunas
variantes al protocolo y es sumamente especifica. Sin embargo, nuestros datos de diferencias de
expresion entre los sexos, al menos para los genes SOX10 y Lepr, son avalados y confirmados por
los resultados obtenidos en los PCR tiempo real (datos no mostrados) efectuados, confiriendole

credibilidad y un mayor peso al trabajo experimental aqui presentado.
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9. CONCLUSIONES

El DS corresponde una serie de eventos morfofisioldgicos y genéticos que actdan
sinérgicamente entre ellos de manera secuencial y que se establece durante periodos bien definidos.
El caso del SNC no es diferente, y el establecimiento de las diferencias sexuales se manifiestan
estructuralmente en: tamafno nuclear, nimero neuronal, densidad sinaptica, arborizaciones y espinas
dendriticas, numero de fibras, y cantidad de neurotransmisores; procesos que se logran con enzimas
limitantes de la biosintesis de hormonas sexuales, receptores de hormonas no esteroideas, factores
de crecimiento, enzimas del ciclo celular, factores pro o anti apoptéticos, factores de transcipcion, y

factores de diferenciacion y maduracion celular principalmente.

Como se ha demostrado en este trabajo, los perfiles de expresion genética en el hipotalamo
de rata Wistar del dia postnatal 6 son sexualmente dimérficos, ya que al menos 64 genes se
expresan de manera diferencial, demostrando que existe un factor genético intrinseco independiente
al ambiente hormonal presente en el periodo critico de la diferenciacién sexual del SNC. En base a
esto, el grupo de trabajo confirma su hipotesis y propone un sinergismo entre los factores hormonales

y genéticos involucrados en los procesos de diferenciacion sexual del SNC.

Por otra parte, los objetivos generales y particulares fueron satisfactoriamente cumplidos al
encontrar toda una gama de genes expresados de manera diferencial con la técnica de MA, y probar
las técnicas de biologia molecular (HIS y PCR-IS) para la visualizacién de la expresion de dos de
estos genes (SOX10 y Lepr), en donde ambas técnicas resultaron eficientes, especificas y

reproducibles para nuestros objetivos, siendo ampliamente recomendable cualquiera de ellas.

Finalmente, se propone el estudio de cada uno de los genes aqui reportados, desde su sitio
de expresién, manipulacion, interaccion con el ambiente hormonal y hasta su posible vinculo con el

DS.
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10. APENDICE 1

PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

Obtencion de las muestras

1.- Sacrificio de los animales (ratas de la cepa Wistar y con seis dias de nacidas) por decapitacion,
sin anestesia previa, y separando hembras y machos.

2.- Extraccién del cerebro completo, cortando los nervios 6pticos para evitar el desgarre del
hipotalamo.

3.- Localizacién del hipotalamo por detras de la cintilla 6ptica y hasta los cuerpos mamilares con
ayuda del microscopio estereoscopico.

4.- Corte de la rebanada coronal del tejido hipotalamico (5 mm de espesor aprox. para el hipotalamo
completo).

NOTA: Su procesamiento posterior dependera de la técnica en que se ocupe la muestra.

Extracciéon de RNA total por el método de Trizol para Microarreglos.

1.- Disecar el tejido fresco (ver protocolo de obtencidon de muestras) y colocarlo en PBS en cama de
hielo, hasta juntar un aproximado de 100 mg de tejido (en este caso se requieren de 5 hipotalamos
para completar tal cantidad).

2.- Homogenizar los 100 mg en 1 ml. de Trizol, usando una jeringa de 3 ml.

3.- Incubar a temperatura ambiente durante 5 min.

4.- Agregar 0.2 ml. de cloroformo por cada ml, de Trizol.

5.- Agitar en vortex e incubar 2-3 min. a temperatura ambiente.

6.- Centrifugar a 12000 rpm por 15 min. a 4°C y transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

7.- Agregar 0.5 ml. de isopropanol por cada ml. de Trizol e incubar a temperatura ambiente 10 min.
8.- Centrifugar a 12000 rpm por 15 min. a 4°C y desechar el sobrenadante.

9.- Lavar el botdn 2 veces con 1 ml. de etanol al 75% (en agua DEPC), centrifugando a 7500 rpm
durante 5 min. a 4°C.

10.- Secar el botén y resuspender en 30 ml. de agua DEPC.

11.- Cuantificar el RNA total en espectrofotometro.

12.- Trabajar con 100 microgramos para cada ensayo de MA.
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Fijacién del tejido para HIS

1.- Obtener la muestra segun el protocolo y colocar la rebanada de tejido en un tubo Falcon de 50 ml.
con PBS pH= 7.4 en agitacion a 4°C toda la noche.

2.- Cambiar la solucién por sacarosa 10% en PBS e incubar en agitacion a 4°C hasta que el bloque
de tejido deje de flotar y se deposite en el fondo del tubo (crioproteccién).

3.- Repetir el paso anterior pero con sacarosa al 20 % en PBS.

4.- Repetir con sacarosa 30 % en PBS.

5.- Agregar medio de montaje (Tissue-Tek) y congelar el bloque de tejido sumergiendo en Nitrégeno
liquido (-70°C)

6.- Realizar cortes en criéstato de 16 micras y montarlos sobre laminillas polarizadas.

Hibridacién in situ en cortes adheridos a porta objetos

Después de la fijacion y el reposo de los tejidos, las laminillas se colocan en camaras de hibridacion,

en donde se realizan los cambios de soluciones segun el protocolo que se detalla acontinuacion.

Cuadro 1. Primer dia

No. Tiempo Temperatura de

Solucién repeticiones Minutos manejo de las

(rep.) (min.) muestras (TMM)
*PBT ° 8 Temperatura ambiente
(PBS+Tween 20 0.1%) (TA)
Metanol 50 %/*PBT 1 3 TA
Metanol 100% 2 3 TA
Metanol 66%/PBT 1 3 TA
Metanol 50%/PBT 1 3 TA
Metanol 33%/PBT 1 3 TA
PBT 2 5 TA
PBT/Mezcla hibridacién 1:1 1 5 TA
*Mezcla hibridacién 1 5 TA

Do 65°C en camara de

Mezcla hibridacion 1 3 horas formamida 50%
Sonda 1 16 horas 65°C

* La preparacion de estas soluciones se describe en el apéndice 2.

Sonda:
Para 8 laminillas:
©1.8 ml de mezcla de hibridacion

©200 pl de sonda [1ug/ml] marcada con Digoxigenina-uridin 5 trifosfato (DIG-UTP).
QIncubar la mezcla 10 minutos a 65 °C.
Q Agregar 250 pl de la mezcla sobre cada laminilla.
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Cuadro 2. Segundo dia

Solucién No. Tiempo min. Temperatura de la TMM
rep. solucion
Mezcla hibridacién 2 10 65°C TA
Mezcla hibridacion 2 45 65°C TA
1’_E1>ST/ Mezcla hibridacion 1 10 65°C TA
*TBST 2 15 TA en camara TA
humeda

Solucién de prebloqueo
(Agente de bloqueo 1X 1 60 TA TA
diluido en acido maleico)
Anticuerpo acoplado a
?nt|d|QOX|gen|qa unldq . 1 16 horas 4°C TA
osfatasa alcalina (antidig-
AP)

La preparacion de esta solucion es descrita en el apéndice 1.

Preparacion del Anticuerpo
Para 8 laminillas:
1) 250pl de solucion de prebloqueo 1X (SFB al 10%) + 1l anticuerpo [1:2000] (antidig-AP)
2) Agitar 1 hra4°C
3) Aforar a 2 ml con TBST
4) Agregar 250 pl de solucion a cada laminilla

Cuadro 3. Tercer dia (Revelado)

TBST 2 10 minutos TA
TBST 2 45 minutos TA
*NTMT 2 10 minutos TA
Solucién reveladora 1 2-48 horas TA

* La preparacion de estas soluciones es descrita en el apéndice 2.

Solucion reveladora:
Para 8 laminillas:
31.6 mI NTMT

&'4.5 pl NBT (4-nitro azul tetrazolium clorado) + 3.5 pl BCIP (5-bromo-4-cloro-indolil-fosfato)
@Agregar 200 pl de solucién reveladora por laminilla.

Cuadro 4. (Lavados)
Solucion No. rep. | Tiempo min. TMM
*PBT 3 5 TA
Montar en glicerol al 90% y dejar secar.

Observacion de los resultados
Las laminillas se examinan en microscopio optico, con objetivos 4X, 10X, 20X, 40X y 100X.
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PCR Convencional

1.- Efectuar la siguiente mezcla de reaccion en tubo Eppendorf de 1.5 ml.:

Buffer de Reaccién 10X 4.0yl
MgCI2 50mM 1.2 pl
dNTP’s*DIG 2.5l
Primer sentido 1.5 ul
Primer antisentido 1.5 pl
Taq 5U 1.0 pl
Agua DEPC 28.3 pl

2.- Colocar el tubo en el termociclador y programar la reaccion a las condiciones siguientes:

94°C por 7 min.
94°C por 1 min.
Tm= ¢¥?7°C por 1 min. 35 ciclos
72°C por 1.5 min.
72°C por 1 min.
Mantener a 4°C hasta el siguiente paso.

*Para estandarizar la Tm de cada par de primers, se realizan varias reacciones probando
temperaturas desde los 55°C hasta los 75°C.

3.- Verificar los resultados corriendo geles de agarosa al 1.8%, en donde la mejor banda revelara la
Tm 6ptima para el par de primers.

Fijacion del tejido para RT-PCR-IS

1.- Obtencién de la muestra segun el protocolo y colocarla en tubo Falcon de 50 ml. con etanol
absoluto e incubar a temperatura ambiente por una hora.

2.- Incubar 2 veces mas con etanol absoluto cambiando la solucién cada hora.

3.- Cambiar la solucion por Xilol e incubar una hora a temperatura ambiente.

4.- Incubar 2 veces mas con Xilol cambiando la solucién cada hora.

5.- Inmersién en parafina liquida a 60°C por una hora.

6.- Cambiar la parafina e incubar otra hora mas.

7.- Inclusién en parafina nueva y esperar condensacion a temperatura ambiente.

8.- Cortar en microtomo a 4-5 micras de espesor y montar los tejidos en laminillas polarizadas.
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Transcriptasa Reversa - Reaccién en Cadena de la Polimerasa in situ (RT-PCR-IS).

La técnica de RT-PCR-IS consta de varios pasos que se detallan a continuacion:

JdFijacion:

1.- Sumergir las laminillas en caja Coplin con xilol e incubar a 37°C por 20 min.

2.- Cambiar el xilol e incubar a temperatura ambiente por 5 min. en agitacion.

3.- Repetir el paso anterior.

4.- Cambiar el xilol por etanol absoluto e incubar por 5 min.

5.- Cambiar por etanol al 75% en agua DEPC e incubar por 5 min.

6.- Cambiar por etanol al 50 % en agua DEPC e incubar por 5 min.

7.- Cambiar por etanol al 25 % en agua DEPC e incubar 5 min. 8.- Cambiar por agua DEPC e incubar
5 min.

9.- Sacar las laminillas de la caja Coplin y agregar 100 pl de HCI 0.02M sobre cada tejido durante 5
min.

10.- Sumergir las laminillas en proteinasa K 100 ng/ml. a 37°C por 20 min.

11.-Sacar las lamimillas de la caja Coplin y agregar 100 pl de Acido Acético al 20% sobre cada tejido
por 15 segundos.

12.- Sumergir en PBS durante 2 min. en agitacion.

13.- Cambiar por agua DEPC 2 min.

14.- Sacar las laminillas de la caja.

dTratamiento con DNAsa

1.- Realizar la mezcla siguiente en tubo Eppendorf de 0.6 ml.:

Buffer DNAsa 10X 3yl por tejido
DNAsa | 3yl por tejido
Agua DEPC 30 pl por tejido

2.- Agregar 36 ul de la mezcla sobre cada tejido e incubar durante 15 min a temperatura ambiente.
3.- Agregar 1 gota de EDTA 25mM sobre el tejido para inactivar la DNAsa.

4.- Incubar por 10 min. a 65°C.

5.- Lavar con PBS por 2 min.
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&'Reaccion de Transcriptasa Reversa in situ

1.- Realizar la mezcla siguiente en tubo Eppendorf de 0.6 ml.:

Oligo dT (500ng/ml) 1.5ul por tejido
Agua DEPC 18 ul  por tejido
Buffer de Transcripcion 5X 6 ul  por tejido
DTT 0.1M 3 ul  por tejido
dNTP’s 10 mM 1.5yl por tejido
M-MLV (200U) 1.5l por tejido

2.- Agregar 31.5 pl de la mezcla sobre cada tejido y colocar el cojinete.

3.- Colocar y sellar el clip sobre cada cojinete.

4.- Colocar las laminillas en el termociclador y programarlo con las siguientes condiciones para la
transcripcion:

37°C por 60 min.
70°C por 15 min.
Un solo ciclo y mantener a 4°C hasta el siguiente paso.

dTratamiento con RNAsa H

1.- Remover los clips y cojinetes.

2.- Adicionar 3 ul de RNAsa H sobre cada tejido.

3.- Incubar a 37°C durante 15 min.

4.- Agregar 50 pl de para-formaldehido al 4% durante 5 min a 4°C.

5.- Enjuagar en PBS por 2 min. en agitacion.

Jd'Reaccion en Cadena de la Polimerasa in situ

1.- Efectuar la siguiente mezcla de reaccion en tubo Eppendorf de 1.5 ml.:

Buffer de Reaccién 10X 4.0 yl por tejido
MgCl2 50mM 1.2 yl por tejido
dNTP’s*DIG 2.5yl por tejido
Primer sentido 1.5yl por tejido
Primer antisentido 1.5yl por tejido
Taq 5U 1.0 yl por tejido
Agua DEPC 28.3 yl por tejido
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2.- Agregar 40 ul de la mezcla sobre cada tejido y colocar el cojinete.
3.- Colocar y sellar el clip sobre cada cojinete.
4.- Colocar las laminillas en el termociclador y programarlo con las siguientes condiciones de

transcripcion:

94°C por 7 min.
94°C por 1 min.
*Tm= 62°C por 1 min. 35 ciclos
72°C por 1.5 min.
72°C por 1 min.

Mantener a 4°C hasta el siguiente paso.

*Tm fijada previamente mediante PCR’s convencionales, mencionado previamente en el protocolo.

dRevelado

1.- Retirar los clips y cojinetes de las laminillas.

2.- Lavar con PBS durante 3 min. en agitacion.

3.- Preparar el Anticuerpo Anti-DIG dilucién 1:500 en TBS-Fab y con Suero Fetal Bovino (SFB) al 2%,
y adicionar 100 ul sobre cada tejido. (2 yl de Ac. Anti*DIG + 20 ul SFB + 978 ul TBS-Fab)

4.- Incubar en camara humeda durante 30 min. a temperatura ambiente.

5.- Lavar 3 veces con TBS por 10 min.

6.- Preparar la solucion de revelado NBT/BCIP dilucion 1:50 en TBS-MgCI2 y agregar 150 ul sobre
cada tejido. (20 yl NBT/BCIP + 980 pl TBS-MgCI2)

7.- Incubar en camara humeda y evitando contacto con la luz durante 30 min.

8.- Lavar 3 veces con TBS por 10 min.

9.- Enjugar con agua DEPC.

10.- Sumergir las laminillas en el colorante de contraste (Nuclear Fast Red) por 5 min.

11.- Enjuagar 3 veces con agua.

12.- Lavado rapido en etanol al 96%.

13.- Lavado rapido en etanol al 100%.

14.- Lavado rapido en xilol.

15.- Montar el cubreobjetos con resina de Entellan diluida.

16.- Dejar secar.

17.- Observar al microscopio con objetivos de 4X, 10X, 20X y 100X.

92



Geles de agarosa al 1.8%

Geles especiales para corrimiento de primers para PCR, utiles para la estandarizacién de la Tm.

1.- Disolver por calentamiento la agarosa en la solucién .
2.- Adicionar 5 de Siber Green, cloruro de etidio 1X, u otro marcador fluorescente.
3.- Preparar el gel.

Solucioén:
Agarosa 1.8 gs.
Agua DEPC 98 ml.
TBS 50X 2 ml.

4.- Depositar las muestras en los pozos con su respectivo Buffer y el marcador de peso molecular, y
correrlo a 100 mVolts durante una hora.

11. APENDICE 2
REACTIVOS
Agua DEPC (DiEtil-PiroCarbamato)
Por cada litro de agua bidestilada agregar 1 ml. de Dietil-poricarbamato, incubar a 60-65°C

toda la noche (para liberarla de DNAsas y RNAsas), y finalmente esterilizar en autoclave (15 min./
121°C/ 15 Ib de presiodn) para inactivar el DEPC.

Mezcla de Hibridacion de la HIS

Para 300 ml.:

Formamida al 50% 150 ml
SCC (acido citrico 20X pH=4.5) 19.5ml
EDTA 0.5M pH=8 3.0 mi
RNA de levadura (20 mg/ml) 750 pl
Tween-20 al 10% 15 ml
CHAPS al 10% 15 ml
Heparina (50 mg/ml) 600 pl

Aforar a 300 ml con agua DEPC.

PBS (Buffer Salino de Fosfatos)

KCI 0.2g
NaCl 80¢g
K2HPO4 02g
NaHPO4 1.15¢

Aforar a 1 Lty ajustar el pH a 7.3 con HCI y/o NaOH.
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PBT

Tween-20 1Tml.

PBS 100 ml.
TBS

Tris 50 mM 0.61g

NaCl 150 mM 0.88¢g
Aforar a 100 ml y ajustar el pH a 7.6 con HCl y NaOH.

TBS-Fab
Tris 100 mM 1.22¢
NaCl 150 mM 0.88 g
Aforar a 100 ml y ajustar el pH a 7.5 con HCly NaOH

TBS-MgCl2
Tris 100 mM 12149
NaCl 50 mM 0.29¢
MgClI2 50 mM 0.47g
Aforar a 100 ml y ajustar el pH a 9.5 con HCl y NaOH.

TBST
NaCl 8.0g¢g
KCI 0.2g
Tris-HCI 1M pH=7.5 25 ml
Tween-20 1149
Aforar un litro con agua DEPC
NTMT
NaCl 5M 0.2ml
Tris-HCI 2M pH=9.5 1.0 ml
MgCI2 2M 0.5 mi
Tween-20 0.1 ml

Aforar a 10 ml. con agua DEPC
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12. TABLA DE ABREVIATURAS

Ac
AFP
ArcN
APO
APOM
AvPv
BCIP

Bkg

Camk2g

cDNA
cRNA
DIG
DNA
DNAp
D.O.
DS
E2

ER

GnRH
HA

HIS

Adenina

Anticuerpos

Alfa-FetoProteina

Nucleo Acuato

Area Predptica

Area Preéptica Media

AnteroVentral PeriVentricular

5-Bromo, 4-cloro, 3-indol-fosfato (5-bromo,4-chloro,3-idolyl-phosphate)
Background o fondo

Citosina

Protein-cinasa gamma-2 dependiente de calcio

Acido Desoxirribonucléico copia
Acido Ribonucléico copia
Digoxigenina

Acido DesoxirriboNucléico

Acido DesoxirriboNucléico plasmidico
Densidad Optica

Dimorfismo Sexual

Estradiol

Receptor a estradiol

Guanina

Hormona Liberadora de Gonadotropinas
Hipotalamo anterior

Hibridacion in situ
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HM
HP

Hprt

Ins.L-3

Ints-1

Lepr
Logo
MA

Map2k2

mRNA
NBT

Nfib

NIHA

Nmu

NSD-APO
NSQ
NTP’s
SFB

Smpd3

SNC

SOX10
Sts

Synpo

Syt7

Hipotalamo medio
Hipotalamo posterior

Hipoxantina guanina fosforibosil transferasa

Insuline-Like 3 ¢ tipo insulinoide

Intersectina-1

Receptor de Leptina tipo b

Logaritmo base 2

MicroArreglos

Protein-cinasa 2 activada por mitdgenos

Acido RiboNucléico Mensajero
Azul de Tetrazolio (Nitro-Blue Tetrazolium)

Factor nuclear 1/B

Nucleo Instersticial del Hipotalamo Anterior

Neuromedina

Nucleo Sexualmente Dimérfico del Area Predptica

Nucleo SupraQuiasmatico
Nucleodtidos
Suero Fetal Bovino

Esfingomielina fosfodiesterasa 3

Sistema Nervioso Central

Gen SRY-box SOX10
Sulfatasa de esteroides

Sinaptopodina

Sinaptotagmina 7
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P6

Pafah1b2

pb

PC
PCR
PCR-IS
Pol
POMC

Rar-b
RNA
Rtn-4

RT
RT-PCR
RT-PCR
T
Taqg-Pol
TE

Tm

Vegfb

VMN

Dia postnatal 6

Factor activador de plaquetas acetil-hidrolasa alfa-2

Pares de Bases

Periodo Critico

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Reaccion en Cadena de la Polimerasa in situ
Polimerasa

ProOpioMelanoCortina (precursor de hormonas)

Receptor de acido retindico beta
Acido RiboNucléico
Reticuldn 4

Transcripcidon Reversa

Transcripcion Reversa - Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Transcripcion Reversa- Reaccion en Cadena de la Polimerasa in situ
Timidina

Polimerasa de la bacteria Thermus aquaticus.

Testosterona

Temperatura media de alineamiento

Uracilo

Factor B de crecimiento del endotelio vascular

Nucleo VentroMedial
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