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RESUMEN

Se ha reportado que la adenohipofisis de la rata y raton posee una subpoblacion de
células que expresan neurofilamentos de 68 kDa (NF68) y lo hacen en respuesta a los niveles
circulantes de estrogenos (Fiordelisio y Hernandez-Cruz 2002).

La pregunta de este trabajo saber si el estradiol est4 ejerciendo sus acciones a través de
sus receptores principales el tipo alfa (REa) y el beta (REB) por lo que es necesario saber si
existe alguna relacion entre los NF68 y los RE.

El objetivo general de este trabajo es analizar la posible correlacion en la expresion de
los receptores a estrogenos tipo a o tipo B y el efecto del 17 B-estradiol sobre la expresion de
NF68 en células adenohipofisiarias de rata en cultivo.

Para lograr el objetivo se realizaron cultivos primarios de células adenohipofisiarias de
rata hembra, de macho, macho estrogenizado y de células de l6bulo intermedio, asi mismo
cultivos de células de hebra fueron suplementos con 200 nM de 17 B-estradiol. Posteriormente
se realiz6 la localizacion de los receptores a estrogenos junto con la de NF68 por medio de la
técnica de inmunofluorescencia.

Los resultados mostraron una correlacion entre el marcador neuronal y el REP, a
diferencia del REa que no muestran ninguna correlacion. Los datos de este trabajo, confirman
que las células del lobulo intermedio de hembra presentan nula inmunoreactividad a NF68, y
diferencias en cuanto a la expresion del REP. En concordancia con los resultados del estudio
de Fiordelisio y Hernandez-Cruz en 2002, se observo que la adenohip6fisis de macho muestra
pocas células positivas a NF68, en contraste con el macho orquidectomizado e inyectado con
17 B-estradiol que muestra gran cantidad de células positivas a NF68, estableciendo en esta
ultima condicidn fisioldgica una correlacion con la expresion del REP. La expresion de NF68
y REP en las células a lo largo de los dias de cultivo decae con el tiempo, en primer lugar se
pierden los NF68 y posteriormente el REB. Cuando se suplementa el cultivo con 17 (-
estradiol no se previene la pérdida de NF68, sin embargo si se mantiene la expresion de REP.

Se concluye que la expresion de neurofilamentos de 68 kDa correlaciona con el
receptor a estrogenos tipo beta en células adenohipofisiarias. El estradiol es necesario para la
expresion de NF68 en estas células, pero no es el Unico factor que se necesita para modificar
dicha expresion.



ANTECEDENTES

1. Glandula hipofisis

La glandula hipofisis se encuentra protegida por la silla turca del hueso esfenoides o fosa
hipofiseal del craneo, bajo el cerebro. Se encuentra recubierta por la dura madre, una densa capa
de tejido conectivo, y la parte superior esta cubierta por el diafragma selar. Se divide en dos
partes, lobulo posterior o neurohipéfisis y el lobulo anterior o adenohipofisis (Moguilevsky y

Sciaffini 1972)

El lobulo posterior o neurohipoéfisis (NH), esta dividido en 1) proceso infundibular o pars
nervosa y 2) tallo infundibular. El tallo infundibular es la zona de paso de las fibras
neurosecretoras peptidérgicas que terminan en los capilares de la pars nervosa. Esta ultima esta
compuesta en un 42 % de los axones provenientes de las neuronas de los nucleos paraventricular
y supraoptico del hipotalamo que sintetizan, entre otras, dos hormonas peptidicas, la oxitocina
(OX) y la hormona antidiurética o vasopresina (ADH o VP). La porcion superior de esta
formacién se expande para cubrir la porcion inferior del hipotdlamo, dando lugar a la eminencia

media (Moguilevsky y Sciaffini 1972, Griffin y Ojeda 1988) (Figura 1).

Entre el 16bulo posterior y el anterior, se encuentra una delgada lamina de tejido conocida
como lobulo intermedio, pars intermedia cuando es tomado como parte de la adenohipofisis o
l6bulo neuro-intermedio cuando se encuentra fusionado al 16bulo posterior. La mayor proporcion
de células que se encuentran en este l6bulo son melanotropos, células que producen el precursor
de proopiomelanocorticotropina (POMC), que en el caso de los melanotropos se divide
posteriormente en B-endorfina y a-hormona estimulante de melanocitos. Este 16bulo se encuentra
directamente inervado por las neuronas hipotaldmicas, a través del 16bulo neural (Moguilevsky y

Sciaffini 1972, Saland 2001).

Finalmente, el 16bulo anterior o adenohipéfisis (AH), esta dividido en pars tuberalis que
comprende una pequeia porcion del 1obulo que se extiende hacia arriba para adosarse en forma

de collar al piso del diencéfalo y pars distalis, en la cual se encuentra la mayor parte del tejido



secretor hipofisiario (Figura 1). Las células de la pars distalis se pueden dividir en general en dos
grandes categorias: células secretoras de hormonas proteicas y secretoras de hormona
glucoproteica. El primer grupo corresponde a células acidofilas: somatotropos (secretan hormona
de crecimiento, GH), lactotropos (secretan prolactina, PRL), lactosomatotropos (GH y PRL) y
corticotropos (secretan adenocorticotropina, ACTH). El segundo grupo esta compuesto de células
basofilas: tirotropos (secretan tirotropina, TSH) y gonadotropos (secretan hormona luteinizante y
foliculo estimulante, LH y/o FSH respectivamente) (Moguilevsky y Sciaffini 1972, Griffin y
Ojeda 1988, Williams 1992, Yeung et al. 2006). La proporcion de cada uno de estos tipos
celulares puede variar en el adulto y sobre todo en las hembras hasta un 10 % dependiendo de la
edad y la etapa del ciclo reproductivo, siendo en general: 50 % de somatotropos, 10-25 % de
lactotropos, 10-20 % de corticotropos, 10 % de gonadotropos, 10 % de tirotropos y 4.3 % de
células foliculo-estrelladas (Yeung et al. 2006) (Tabla 1).
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Figura 1. Esquema que muestra la division anatomica de la glandula hipofisiaria y su
relacion con el hipotalamo. (Modificado de Gartner y Hiatt 2002).



Tipo celular

Melanotropos

Corticotropos

.Somatotropos

Lactotropos

Tirotropos

Gonadotropos

Porcentaje en
poblacion de
rata

10-20 %

50 %

10-25 %

10 %

10 %

Hormona

Melanotropina (MSH)

Corticotropina (ACTH)

Somatotropina (GH)

Prolactina (PRL)

Tirotropina (TRH)

Foliculo Estimulante,
Luteinizante (LH y
FSH)

Funcion

Regula la sintesis de melanina en
melanocitos.

Regula el crecimiento y la secrecion
en la corteza adrenal.

Estimula el crecimiento y el
desarrollo somatico posnatal.
Regula el metabolismo de
proteinas, carbohidratos y grasas.

Relacionada con la actividad
lactogénica, metabolismo lipidico y
efectos sobre el sistema
inmunolégico.

Regula el crecimiento y
metabolismo de la glandula
tiroidea.

Relacionadas con los procesos
reproductivos y de secrecion de
hormonas sexuales esteroideas.

Tabla 1. Tipos celulares adenohipofisiarios, porcentaje del total de la poblacion celular en

rata y sus principales funciones.

El suministro de sangre a esta glandula esta dado por el sistema porta hipofisiario, que
constituye una complicada red de vasos largos y cortos. La neurohipofisis posee una irrigacion
comun (vasos arteriales-capilares-venas), mientras que la adenohip6fisis pose por el contrario una
irrigacion que es excepcional por el hecho de que toda la sangre que irriga a las células de este

lobulo pasa primero por el sistema nervioso a nivel de la eminencia media (Moguilevsky y

Sciaffini 1972, Williams 1992) (Figura 1).



Segun la organogénesis, la porcion anterior de la hipdfisis tiene su origen embrionario a
partir de una invaginacion de las células del ectodermo que forman el techo de la cavidad oral del
embrion, dando lugar a la llamada bolsa de Rathke. Esta bolsa posteriormente se cierra y se
separa de la cavidad oral por interposicion del hueso esfenoideo del craneo (Sheng y Westphal
1999). El 16bulo intermedio se origina a partir de la pared posterior de la bolsa de Rathke. En
cuanto a la neurohipdfisis, ésta se desarrolla a partir de las células de la cresta neural como una
evaginacion del piso del tercer ventriculo. El lumen de esta bolsa se cierra, los lados se fusionan
para formar el infundibulo mientras la porcion superior de la bolsa forma un hueco en el piso del

tercer ventriculo conocido como eminencia media (Sheng y Westphal 1999) (Figura 2).

Ectodermo oral =g Bolsa RUdinentaria se———— Bolsa Definitiva =—)  Glindula Pituitaria
8.5 11 14.5 19.5

Dias I I I I

embrionarios

Figura 2. Esquema del desarrollo embrioldgico de la hipéfisis de la rata. AL: 16bulo
anterior; DI: diencéfalo; H: corazon; I: infundibulo; IL: 16bulo intermedio; N: notocorda;
NP: placa neural; O: cavidad oral; OM: membrana oral; PP: placa precordal; PL: 16bulo
posterior; PO: puente; RP: bolsa de Rathke; SC: cartilago esfenoideo. (Modificado de
Sheng y Westphal 1999).



Acerca del origen embrioldgico de la glandula, algunos autores (Takor y Pears 1975; y
Dubois et al. 1997) han sugerido que al menos una subpoblaciéon de las células de la
adenohipo6fisis pudiera tener un origen neuroectodérmico. Esto implicaria que la adenohipéfisis
tendria un origen mixto: parcialmente neuroectodérmico y mayoritariamente ectodérmico. Takor
y Pears en 1975, trabajando con embriones de pollo sugirieron que los dos 16bulos de la hipofisis
se originan a partir de la porciéon caudal de la placa neural ventral. En 1986, Eagleson y
colaboradores mostraron que los corticotropos de la pituitaria de rana provienen de la placa
neural ventral. Dubois y colaboradores en 1997 aportaron evidencias experimentales de que la
parte anterior de la placa neural estd predeterminada a formar parte de la adenohipofisis antes del

cierre el tubo neural.

Si bien hay autores que plantean un origen embrionario diferente para algunos tipos
celulares adenohipofisiarios, todos ellos parecen coincidir en el camino que siguen las células
para la formacion de la adenohipofisis y la secuencia de aparicion de los diferentes linajes

celulares, a partir de la formacion de la bolsa de Rathke.

2. Neurofilamentos como marcador neural

Varios autores (Ogawa et al. 1990; Halliday et al. 1990; Back et al. 1995) han empleado
la expresion de filamentos intermedios (FI) para apoyar el posible origen embriologico neural de
algunas células incluyendo las adenohipofisiarias. Los FI componen un sistema de filamentos
intracelulares en la mayoria de los vertebrados. Tienen un didmetro de 10 nm, intermedios entre
los microfilamentos (7 nm) y los microtubulos (25 nm), y juegan un papel estructural
manteniendo la forma celular. Intervienen en el movimiento, posicion del nucleo y los organelos,
el contacto célula-célula y los procesos mitdticos. Ademads, se ha especulado que pueden estar

involucrados en el transporte y exocitosis de los granulos de secrecion (Senda et al. 1998).

Segtn sus propiedades inmunologicas y bioquimicas es posible distinguir 5 subclases de

FI, que provienen de la expresion de 5 familias de genes: queratinas que estan presentes en las



células epiteliales y forman un complejo grupo de polipéptidos relacionados y cuyo peso
molecular varia de 40 a 70 kDa; vimentinas, de 54 kDa que se encuentran en el mesénquima
(fibroblastos, endotelio, etc.); desmina, la cual existe en la mayoria de las células miogénicas y es
una proteina acida de 53 kDa. Las proteinas fibrilares gliares (GFAP) de 51 kDa, son
caracteristicas de las células gliales y, finalmente los neurofilamentos (NF) que consisten en un
triplete de polipéptidos de peso molecular de 60-70 (NF-L), 130-170 (NF-M) y 180-200 kDa

(NF-H) y que se expresan mayoritariamente en las células neuronales (Alberts et al. 2002).

Las proteinas de NF-M y NF-H no son capaces por si solas de formar filamentos
homopoliméricos y solamente en conjunto con NF-L se pueden ensamblar, formdndose un
filamento heteropolimérico. El primer paso en el proceso de ensamblaje del filamento en el
citoplasma es la formacion de dos cadenas enrolladas, que posteriormente se unen entre si para
formar un tetramero (protofilamento) y finalmente 4 protofilamentos se enrollan para formar un
neurofilamento. El protofilamento, es la forma mdas pequefia y estable que puede haber en

solucion (Alberts et al. 2002) (Figura 3).

Durante la maduracion neuronal, el nimero de neurofilamentos se va incrementando con
relacion al de microtibulos y filamentos de actina, hasta convertirse en el filamento
predominante del citoesqueleto en los axones mielinizados. Por medio de experimentos de
knockout se ha mostrado que los NF determinan al calibre axonal y por lo tanto la velocidad de
conduccion de las sefiales eléctricas. Asi mismo, los axones mielinizados de ratones desprovistos
de NF-L y otros con disrupciones de NF-M y NF-H presentan potenciales de accion 50% mas
lentos que el control (Kriz et al. 2000). La deficiencia de NF-L también produce anormalidades
en la arbolizacion dendritica de las motoneuronas (Zhang et al. 2002) y alteraciones en el
metabolismo (Dubois et al. 2005 a y b). En cuanto a las células endocrinas se ha probado por
medio de experimentos electrofisiologicos en ratones carentes de NF-H alteraciones en la

excitabilidad membranal sugiriendo que los NF modulan los canales i6nicos de la membrana

(Kriz et al. 2000).



NH: COOH
A)

alfs hilice del monomeato

B)

dimeros enrollados

4% nm -

Y
|
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Figura 3. Modelo habitual de ensamblaje de un filamento intermedio. El mondmero
mostrado en (A) se empareja con otro monomero formando un dimero (B), de forma que la
region central se alinea en paralelo y se empaqueta conjuntamente formando un
sobreenrollamiento. Entonces, dos dimeros se alinean, lado contra lado, y forman un
tetramero antiparalelo de cuatro cadenas polipeptidicas (C). Dentro de cada tetramero los
dimeros estan distanciados suficientemente uno con respecto al otro permitiendo la
asociacion con otro tetramero (D). En el filamento intermedio final los tetrdmeros estan
unidos formando un haz helicoidal (Tomado de: Alberts et al. 2002).



3. Neurofilamentos en la glandula hipd&fisis

La investigacion de la expresion de marcadores neuronales en la hipofisis inicia con un
trabajo de Ogawa y colaboradores quienes en 1990, realizaron un estudio sobre la expresion de
filamentos intermedios en las células hipofisiarias del humano de hembras y machos. De igual
forma, utilizando inmunocitoquimica, Tooze y colaboradores en 1989 mostraron que la linea
celular AtT-20 secretora de ACTH, derivada de un tumor de murino, expresa los tres polipéptidos
que conforman los neurofilamentos. Las conclusiones del posible origen embrionario de la
hipofisis han sido contradictorias: Halliday y colaboradores en 1990, utilizando pituitarias
humanas y Bédck y colaboradores en 1995 con hipéfisis de rata, describieron que los
neurofilamentos unicamente estan presentes en la neurohip6fisis y no hay presencia de estos en el
lobulo anterior. Estos resultados contradictorios pueden deberse a diferencias en las condiciones
experimentales (fijacion, bloqueo, etc.), en la sensibilidad de los ensayos empleados o en diversos
factores no controlados en los estudios, como la especie (rata, humano, pollo, etc.), la edad y el

sexo de los animales.

Mas recientemente los experimentos realizados por Fiordelisio y Hernandez-Cruz en
2002, muestran evidencias de la expresion de marcadores neuronales en la hipofisis de rata, tales
como neurofilamentos de 200 (NF200) y 68 kDa (NF68) y proteina asociada a microtubulos 2
(MAP-2). En este estudio, por medio de la cuantificacion de la intensidad de
inmunofluorescencia se identificaron células positivas a NF68 en cultivos primarios de células
adenohipofisiarias de rata hembra de 60 dias de edad mostrando un patrén similar a los obtenidos

con los marcadores NF200 y MAP-2.

En el mismo trabajo, la microscopia de fluorescencia mostr6 un continuo en la
intensidad de marcaje de NF68 en células adenohipofisiarias de rata hembra de 60 dias de edad.
La marca fue clasificada arbitrariamente en tres grupos: El primer grupo considera a las células
con flourescencia especifica baja (menos de 25 uaf -unidades arbitrarias de fluorescencia-), este
nivel fue similar a la fluorescencia del control negativo, las células CHO (ovario de hamster
chino) que no expresan NF68, se clasifico como sin expresion (SE). Un segundo grupo de

células, el cual muestra débil inmunoreactividad (26-100 uaf) se clasifico como células con baja

10



expresion (BE). Finalmente un tercer grupo que muestra una intensa inmunoreactividad a NF68
(101-250 uaf) fue nombrado células con expresion alta (AE), la intensidad de imunotincion de
este grupo fue similar al control positivo, las neuronas simpaticas de rata, las que poseen marcada
expresion de NF68. Se encontrd en las células de rata hembra de 60 dias de edad los siguientes

porcentajes: SE 51.3%, BE 38.6% y AE 10.1 % de acuerdo al nivel de marcaje para NF68.

Para descartar que la presencia de células positivas a NF68 en la adenohipdfisis de rata
adulta pudiera representar una poblacion de células inmaduras, Fiordelisio y Herndndez-Cruz
decidieron explorar en etapas mas tempranas, en neonatos, en los 10, 20 y 45 dias de edad. Los
resultados de este trabajo indican que la expresion de marcadores neuronales en las células
adenohipofisiarias se incrementa gradualmente durante el desarrollo hasta alcanzar un nivel

constante en la madurez sexual.

Por medio de doble inmunocitoquimica los autores identificaron las poblaciones de
células que expresan NF68 en cultivos de células adenohipofisiarias de rata hembra. Las células
positivas a NF68 corresponden en un 20.2 + 3 % a lactotropos, en 12.6 = 8 % a gonadotropos, en
11.7 +£ 2 % a somatotropos y en 33.1 = 8 % a tirotropos. Por lo tanto, los marcadores neuronales
no son exclusivos de un tipo celular de la adenohipofisis, sino que existe un subgrupo dentro de

cada poblacion celular (Fiordelisio y Hernandez-Cruz 2002) (Figura 4).
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Figura 4. Identificacion de los subtipos de células adenohipofisiarias que expresan NF68.
La doble inmunotinciéon de NF68 y GH, LH, TSH o PRL, se realizd en células
adenohipofisiarias de ratas hembra de 60 dias de edad después de un dia de cultivo. En cada
cuadro se muestra en rojo la inmunotincion correspondiente a NF68 y en verde la
correspondiente a la hormona adenohipofisiaria. A: Inmunotinciéon para NF68 y GH; B:
NF68 y LH; C: NF68 y TSH; D: NF68 y PRL. Cuatro tipos celulares pueden ser
identificados: dobles negativas (*), los positivos solo a la hormona (0), células positivas
solo a NF68 (0) y células dobles positivas (0). La barra indica 20 um. (Tomado de
Fiordelisio y Hernandez-Cruz 2002).
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En un trabajo posterior los mismos autores (Fiordelisio et al. 2006), realizaron una doble
inmunofluorescencia para detectar NF68 junto con ACTH/MSHa, en células de cultivo primario.
Los  corticotropos y  melanotropos  (células  productoras del  precursor de
proopiomelanocorticotropina -POMC-), que se pueden distinguir in vitro usando cultivos
separados de l6bulo anterior y de lobulo intermedio. Estos autores encontraron que las células
positivas a los dos marcadores, NF68 y ACTH/MSHa estan casi ausentes. Para confirmar este
resultado se realizaron dobles inmunotinciones de NF68 y ACTH/MSHa en cortes por
congelacion de hipoéfisis de rata y raton. En el 16bulo anterior se encontraron células positivas
solo en los corticotropos y por otra parte células positivas a NF68, no se visualizd ningln

ejemplo de doble inmunotincidn, lo mismo ocurrié en el 16bulo intermedio de ambos roedores.

Con el objetivo de establecer si la expresion de marcadores neuronales esta ligada a la
secrecion de hormonas sexuales al llegar la madurez sexual, estos autores analizaron la expresion
de NF68 en células adenohipofisiarias de machos de 60 dias de edad y se encontraron solo
células con baja expresion, lo que los llevd a concluir que la expresion de NF68 en la
adenohipofisis es sexualmente dimorfica y que las hormonas gonadales estan involucradas en la

regulacion de dicha expresion (Fiordelisio y Hernandez-Cruz 2002).

Finalmente, para probar si los niveles estrogénicos afectan la expresion de NF68,
analizaron la inmunofluorescencia de NF68 a lo largo del ciclo estral (Tabla 2) y con diferentes
manipulaciones quirurgicas en donde se producen variaciones de las concentraciones plasmaticas
de estrogenos. Se encontraron diferencias significativas entre las diferentes fases, encontrando el
maximo nivel de expresion en estro y el minimo en proestro. De la misma forma, se mostrd un
decremento en el nivel de expresion de NF68 con respecto a su control luego de la ovarectomia
(OVX) y con el tratamiento de tamoxifén (antagonista del receptor a estrégeno). El tratamiento
de 17B-estradiol a un grupo de ratas OVX produce un incremento en los niveles de expresion de
NF68 comparado con las ratas inyectadas solo con el vehiculo. Estos resultados sugieren que la
expresion de NF68 en las células adenohipofisiarias de rata es afectada por los niveles
plasmaticos de hormonas estrogénicas y por tanto, estos efectos podrian estar mediados por

receptores a estrogenos.
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Nivel de expresién Diestro Proestro Estro

de NF68 (n= 3493) (n=4772) (n=3704)
AE 12.30% 8% 19.60%
BE 45.80% 18.50% 52.60%
SE 41.90% 73.50% 29.50%

Tabla 2. Porcentajes de células adenohipofisiarias obtenidas de rata hembra de 60 dias de
edad, en diferentes fases del ciclo estral, divididos segun el nivel de expresion de NF68.
Células con AE: alta expresion, BE: baja expresion y SE: sin expresion. (Tomado de
Fiordelisio y Hernandez 2002).

Con el fin de entender el posible papel de las hormonas sexuales (testosterona y
estrogenos) los autores orquidectomizaron a un grupo de machos de 60 dias de edad, y, con
respecto a las células de animales control (sin remocion de testiculos), no encontraron diferencias
significativas en la expresion de NF68; otro grupo de ratas macho orquidectomizados fueron
inyectados con 17B-estradiol y, en comparacion con las animales orquidectomizados e inyectados
solo con el vehiculo, se observd un incremento significativo en la expresion de NF68. Estos
resultados demuestran que la deficiencia de andrégenos por si sola no influye en la expresion de
NF68 en células adenohipofisiarias y que las células de macho tienen la capacidad de responder
con un incremento en la expresion de NF68 al elevarse las concentraciones de estrégenos

circulantes.

Por los resultados anteriores, se concluye que la regulacion de la expresion de marcadores
neuronales en la adenohipéfisis de roedor depende de los niveles de estrogenos circulantes y es
posible que la inmunoreactividad de NF68 esté ligada a la expresion del receptor a estrogenos, lo
que podria sugerir que la falta de expresion de NF68 en el linaje POMC podria deberse a una
baja expresion de dicho receptor (Fiordelisio et al. 2006). Aunque, estudios por medio de
hibridacion in situ reportaron que el 35 % de los corticotropos expresan algun tipo de receptor a

estrogenos (Mitchner et al. 1998).
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4. Estradiol

Los estrogenos pertenecen al grupo de las hormonas esteroideas comprendiendo a las
siguientes hormonas sexuales: estra-3,17-B-diol (17B-estradiol), estrogeno natural con mayor

actividad bioldgica en mamiferos, seguido por la estrona y el estra-3,16a,17p-triol (estriol).

En hembras, el estradiol se sintetiza y se secreta principalmente por el foliculo ovarico, la
placenta y la corteza suprarrenal, y en menor cantidad por el tejido adiposo, mtsculo esquelético,
piel, foliculos pilosos y hueso. Por otra parte, la principal fuente de estradiol en machos es la
aromatizacion de la testosterona en el tejido adiposo. El estradiol, como otros esteroides sexuales

derivan del colesterol, ya sea de la dieta o de la sintesis de novo.

Los estrogenos secretados por el foliculo ovarico derivan de la conversion de androgenos
a estrogenos. En las células de la teca interna, la LH estimula la produccién de androgenos a
partir de colesterol, éstos difunden a las células de la granulosa, donde son capaces de producir
progestinas. La FSH activa directamente el complejo enzimatico aromatasa para catalizar la

conversion de androsteneidiona a estriol y a estradiol (Griffin y Ojeda 1988).

Los estrogenos son esteroides con 18 carbonos, se caracterizan por la presencia de un
anillo fenolico A. Por ser derivados lipidicos, estas hormonas son hidrofobicas, de naturaleza
liposoluble, por lo que necesitan un acarreador para su trasporte a través del torrente sanguineo,
ya sea acarreadores de baja afinidad como albimina, o de alta afinidad como la globulina unidora
de testosterona (TeBG). Ademas de aumentar el tiempo de vida media de la hormona, los

acarreadores sirven para regular las concentraciones circulantes (Griffin y Ojeda 1988)

La degradacién de estrégenos ocurre en el higado y los metabolitos resultantes son
excretados por la orina o la bilis. Los metabolitos biliares pueden sufrir mas transformaciones por
accion de la flora intestinal siendo reabsorbidos en la circulacion portal y de esta forma,

contribuyen a mantener los niveles sanguineos de estradiol (Griffin y Ojeda 1988).
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4. 1. Fisiologia de los estrogenos

Los estrégenos cumplen una funcion vital en la fisiologia reproductiva tanto femenina
como masculina, estimulando el crecimiento y diferenciacion celular de los oOrganos
reproductivos en particular el utero, vagina, ovario, glandulas mamarias, testiculos, epididimo y
prostata. Los eventos inducidos por los esteroides son también responsables de las caracteristicas
sexuales secundarias, desarrollo del comportamiento sexual, nidacion o fertilizacion, mantienen

del embarazo y la regulacion del eje hipotalamo-pituitaria-ovario.

Los estrogenos no solo tienen funciones reproductoras y sexuales, sino que afectan otros
organos incluyendo huesos, desarrollo y crecimiento de tumores y funciones cardiovasculares. En
especial en el sistema nervioso central, los estrogenos han sido implicados en una gran variedad
de funciones tales como al aprendizaje, memoria, conciencia, habilidades motoras finas,
regulacion de la temperatura, estado de animo, ansiedad y agresion (McEwen y Alves 1999,
Bodo y Rissman 2006). Ademas, pueden actuar como antioxidantes con funciones
neuroprotectoras (Behl et al. 1995). La disminucion de los niveles de estrogenos también se
encuentra relacionada con la aparicion de sintomas de depresion y en la enfermedad de

Alzheimer (Toran-Allerand et al. 1999).

5. Receptor a Estrogenos

Los efectos fisiologicos de los estrogenos son mediados por dos tipos de receptores, tipo o
(REa) o tipo B (REP). Estos receptores pertenecen a la subfamilia de receptores esteroideos que a

su vez se engloban en la superfamilia de receptores nucleares.

Hace mas de 40 afos se encontr6 por primera vez en el ttero de la rata un receptor para la
unidn especifica de estradiol, a este receptor con un peso molecular de 67 kDa se le denominé
REa (Jensen y Jacobsen 1962). Mas tarde, usando hibridacion in situ en ovario y prostata de rata,
se identifico el segundo receptor REP con un peso molecular de 54 kDa (Kuiper et al. 1996). Mas

recientemente, Unicamente en células adenohipofisiarias de rata se detectd una forma truncada del
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REaq, el denominado Producto Trunco del Receptor a Estrogenos (por sus siglas en inglés TERP)
con sus dos isoformas, primordialmente el TERP-1 (=20 kDa de peso) y en menor proporcion el
TERP-2 (Friend et al. 1995, Tena-Sempere et al. 2001 a). Cabe mencionar que dichos receptores

se codifican por distintos genes.

En lo que respecta a las afinidades de ambos receptores por el estradiol, presentan una
constante de disociacion (K4) muy similar, siendo 0.1 nM y 0.4 nM para REa y RE

respectivamente (Kiuper et al. 1997).

Ademas de los REa, REP y TERP, se han reportado variantes del receptor. Estas variantes
se deben principalmente al splicing alternativo, en donde el RNAm del receptor carece de uno o
mas exones codificantes o contienen bases insertadas en un exén. Dependiendo del sitio de
insercion o delecion, las funciones especificas de RE se modifican, permanecen o se pierden

(Shupnik 2002).

5.1. Distribucién del receptor a estrogenos

El REa es el mas abundante, encontrandose predominantemente en el 16bulo anterior de
hipoéfisis, utero, vagina, seno, testiculo, higado rifion, y el REP en tiroides, ovario, prostata, piel,
vejiga, pulmon, tracto gastrointestinal, cartilago, hueso (Pelletier 2000). Este receptor también se

localiza en algunos tejidos del sistema nervioso central y del sistema inmune (Ciocca y Roing

1995).

Algunos d6rganos coexpresan ambos receptores, aunque hay diferencias especificas en el
tejido; por ejemplo, el estroma de la prostata expresa en su mayoria REa y el epitelio contiene
REB (Kuiper 1996). En el ovario el REP se encuentra principalmente en las células de la
granulosa de los foliculos en desarrollo y el REa en células del estroma (Shughrue et al. 1998).
En el utero predomina RNAm de REa sobre todo en las células estromales y epiteliales del
endometrio, mientras que solo se vio una débil sefial de hibridacion para RE[ en estas células

(Shughrue et al. 1998).
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5.2. Receptor a estrogenos en hipofisis

En la glandula pituitaria se expresan tanto el REa como el REP, el RNAm de REa se ha
localizado en el 16bulo anterior y el RNAm de RE se expresa preponderantemente en el 16bulo

intermedio con unas pocas células dispersas en el l16bulo anterior (Shughrue et al. 1998).

Estudios por medio de hibridacion in situ en la glandula pituitaria anterior de rata hembra
adulta revelaron que el nimero de células con expresion de RNAm de ERa es mas alto que las
que expresan RNAm de REB. En contraste, en células adenohipofisiarias de rata hembra

prepuber, el RNAm de REP es el receptor mas abundante (Wilson et al. 1998)

Por medio de hibridicion in situ se observd que los lactotropos, corticotropos y células
foliculo estrelladas expresan ambos tipos de receptores en cantidades similares. Sin embargo, el
26% de los gonadotropos muestran una alta expresion de REa y solo el 17% presenta REf,
mientras que el l6bulo intermedio tiene un alto nimero de melanotropos con expresion de REa

(43%) en contraste con el RE (23%) (Mitchner et al. 1998).

Ademas de las diferencias en la expresion de los receptores oy B segln el tipo celular, los
niveles de TERP-1 y de REf varian durante el ciclo estral: en la mafana del proestro los niveles

de RNAm de RE[ decaen en un 40% comparado con los del metaestro, coincidiendo con un pico

de expresion del TERP-1 (Schreihofer et al. 2000).

5.3. Mecanismo de accion del receptor a estrogenos

Los efectos bioldgicos del estradiol son mediados a través de al menos cuatro rutas: el
seflalamiento clésico dependiente de ligando, el independiente de la hormona como ligando, el
independiente de elementos de respuesta a estrogenos (ERE) y el sefialamiento no gendmico

(Hall et al. 2001) (Figura 5).

En el mecanismo de accion clasico, la hormona difunde al interior de la célula donde se

une a su receptor, la localizacion subcelular del RE es controversial, aunque hay un consenso que
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en ausencia de ligando se encuentra principalmente en el nicleo y en menor cantidad en el
citoplasma, y se incrementa en el nicleo en presencia de la hormona (Shupnik 2002). El RE
unido a estradiol se activa induciendo un cambio conformacional que a su vez promueve la
homodimerizacion, el complejo hormona-receptor se une a otro complejo parecido formando un
dimero. Este complejo se acopla a las regiones reguladoras de ERE (secuencias especificas
situadas en la region promotora de los genes) y recluta la maquinaria de transcripcion con o sin la
ayuda de cofactores (coactivadores, correpresores y cointegradores de la transcripcion)

(McKenna et al. 1999). De esta forma el estradiol provoca su respuesta celular.

Ademés de la activacion mediada por la hormona es posible la modulacién del RE por
ligandos extracelulares en ausencia de estradiol. En este sentido se ha demostrado que los
factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de
crecimiento insulinoide tipo 1 (IGF-1) activan al RE incrementando la expresion de sus genes
blanco (Topalli y Etgen 2004). Asimismo, el factor de crecimiento neural (NGF) a través de su
receptor de alta afinidad el TrkA junto con los estrégenos interactiian en el mantenimiento y
funcionamiento de las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (Scolville et al. 1997, Liuizzi et al.
1999), igualmente, se ha reportado que el estradiol y el NGF sinérgicamente el estimulan el
desarrollo de prolongaciones tipo neuritas en la linea célular derivada el feocromocitoma de rata

(PC12) a través del receptor a estrogenos (Gollapudi y Oblenger 2001).

Aun no esta claro el mecanismo por el cual las rutas de senalizacion del RE y de los
factores de crecimiento convergen, sin embargo existen evidencias de que las modificaciones en
el estado de fosforilacion del RE sirven como un mecanismo independiente de la hormona como
ligando. Otro equipo de trabajo también sugiere que los coactivadores pudieran servir como

puntos de convergencia (Sanchez et al. 2007).

Las acciones genomicas del RE independientes de ERE se observan cuando el complejo
estradiol-RE promueve la transcripcion de genes por medio de elementos de respuesta
alternativos a los ERE, tales como AP-1 (activador de la proteina 1). Se he reportado la
asociacion de AP-1 con factores de trascripcion, tales como Fos/Jun, los cuales median la union
del RE activado al DNA, dando como resultado la regulacion de la transcripcién genética

(Kushner et al. 2000)
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Finalmente, se ha demostrado la existencia de un mecanismo de accidn de los estrégenos
con acciones no gendmicas mediadas por receptores no intracelulares. En este sentido, se reporto
que el estradiol incrementa las concentraciones de Ca*” y AMPc intracelular y activa con ello la
proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK) y la fosfolipasa C (Manavathi y Kumar 20006).
Ademas de los dos receptores a estrogenos cldsicos, REa y RE, otro grupo de trabajo logro
identificar un nuevo mediador de las acciones estrogénicas, la proteina transmembranal
intracelular que actia como receptor acoplado a proteinas G (GPR30) (Filardo et al. 2007). Estas
acciones no gendmicas del estradiol intervienen procesos fisioldgicos tales como, la proteccion
cardiovascular, mantenimiento 06seo, proliferacion celular del cancer, neuroproteccion,

espermatogénesis y proliferacion de los queratinocitos (Manavathi y Kumar 2006).

4. No genoémico | S

Respue&a celular (— Proteinas

Figura 5. Mecanismos del sefialamiento del estradiol y el receptor a estrogenos. 1)
Sefialamiento clasico dependiente de ligando. 2) Independiente de ligando. 3)
Independiente de ERE. 4) Sefialamiento no genomico. E,: estradiol; R: receptor; P:
fosforilacion; ERE: elementos de respuesta a estrogenos; FC: factores de crecimiento
(Modificado de Hall et al. 2001).
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5.4. Estructura del Receptor a Estrdgenos

El receptor a estrogenos se divide estructuralmente y funcionalmente en seis dominios:
A/B, C, D y E/F sobresaliendo cuatro funciones importantes: uniéon a ligando, dimerizacion,

unién al DNA y activacion de la transcripeion (Figura 6).

El dominio A/B se encuentra localizado en el extremo amino terminal de la proteina. En
esta region se presenta una funcidon de activacion de la transcripcion génetica (AF-1), ademas
cuenta con varios sitios de fosforilacion importantes para la activacion del receptor,

especialmente cuando el receptor es activado en ausencia de la hormona (Germain et al. 2006).

El dominio C, conocido como el dominio de uniéon al DNA (DBD, por sus siglas en
inglés) se caracteriza por la presencia de nueve residuos de cisteinas, de los cuales ocho estan
coordinados alrededor de dos iones de Zn®" para formar los denominados dedos de zinc que le
confieren al receptor la capacidad de unirse especificamente a ERE (Freedman 1992). Este acople
al DNA se determina por la composicion de aminoacidos localizados entre estos dos dedos de
zinc, secuencia conocida como la caja P (P-box). Los dominios DBD de REa y REf presentan

97% de homologia entre ellos.

En el dominio E/F, ubicada en la region del carboxilo terminal, se encuentra la secuencia
de aminoacidos que permiten la unioén del ligando (LBD, por sus siglas en inglés) de manera
especifica. Esta region también exhibe la funcidon de activacion de la transcripcion 2 (AF-2),
involucrada en la activacion del receptor de forma independiente de ligando, igualmente se ha
reportado su participacion en la dimerizacion de los complejos RE-hormona, la fosforilacion del
receptor (Mueller-Fahrnow y Egner 1999) y la interaccidon con otras proteinas coactivadoras o
correpresoras de la transcripcion (McKenna 1999). El dominio LBD de cada uno de los

receptores presenta 60% de homologia entre ellos.
El dominio D sirve de bisagra entre DBD y LBD, con lo cual permite el cambio

conformacional del receptor. Ademas alberga la secuencia de localizacién nuclear (Germain et al.

2006).
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AF-1 AF-2

Figura 6. Esquema de la estructura del receptor a estrogenos. A: estructura general del
receptor a hormonas esteroideas. B: estructura de los dedos de zinc, las regiones I, IT y III
indican las regiones helicoidales del DBD, la region I contiene a la P-box. C: Los
receptores dimerizados y unidos a ERE. AF-1 o AF-2: funcién de activacion de la
transcripcion genética; DBD: region de union al DNA; LBD: region de unién a ligando;
ERE: elementos de respuesta a estrogenos.

5.5. Funciones de los estrogenos en hipofisis

El estradiol regula la secrecion hormonal en la adenohipéfisis por un mecanismo
indirecto, actuando en la liberacion/inhibicion de péptidos a nivel de la regién de la eminencia
media y también ejerciendo acciones directas a nivel de la glandula pituitaria. El estradiol regula
la sintesis y secrecion de PRL, gonadotropinas, receptor a progesterona y otros (Ciocca y Roig

1995).
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En el macho la testosterona a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa a
nivel de hipdtalamo e hipofisis inhibe la secrecion de gonadotropina. En la hipofisis las acciones
inhibitorias por parte de la testosterona son mediadas por la aromatizacion de la testosterona a

estradiol (Bagatell et al. 1994).

En cuanto a la hembra, el estradiol afecta la secrecion de gonadotropinas por medio de
asas de retroalimentacion positiva y negativa. Actia a nivel del nicleo arcuato hipotaldmico
regulando la liberacion de GnRH (hormona liberadora de las gonadotropinas) y en los
gonadotropos inhibiendo o estimulando la secrecion de LH y FSH inducida por GnRH. La
retroalimentacion negativa se presenta en la fase folicular y lutea del ciclo reproductivo, donde
los niveles plasmaticos bajos de estradiol junto con la progesterona e inhibina del cuerpo luteo
reducen los niveles de FSH y LH, de esta manera, en ratas ovarectomizadas aumentan los niveles
plasmaticos de estas hormonas, y se restauran a valores normales con la administraciéon de
estradiol. La retroalimentacion positiva se manifiesta cuando al aumentar stbitamente la
secrecion de estradiol se estimula la produccion de gonadotropinas, principalmente LH, causando

la ovulacion (Knobil 1998).

Los estrogenos actiian como factores mitogénicos en lactotropos y gonadotropos,por lo
que favorece el desarrollo tanto de hiperplasia como de tumores (Ciocca y Roig 1995).
Asimismo, se detectd la expresion de REa en la mayoria de los prolactinomas humanos (del 70 al

100% de los casos) y en menor numero la presencia de REP (60% de los casos) (Melmed 2003).

El estradiol interviene en la regulacion de los ciclos reproductivos de los mamiferos, el
menstrual en primates y el estral en el resto de las especies. Por su parte, la rata se caracteriza por
tener ciclos poliéstricos, es decir que el ciclo estral se repite durante todo el afio con una

periodicidad de 4 a 5 dias y se encuentra dividido en las siguientes fases:

Proestro. Esta fase anuncia el proximo celo, se caracteriza por el aumento progresivo de
los niveles de estradiol secretados por las células del foliculo en desarrollo bajo el estimulo de las
gonadotropinas hipofisiarias. Hacia la tarde del proestro hay un incremento en los niveles de

estradiol, lo que provoca un aumento pronunciado de la secrecion de LH (llamado oleada
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preovulatoria de LH), y un aumento un poco menor de FSH. A nivel de citologia vaginal se
identifica por una predominancia de células epiteliales nucleadas y pocas células epiteliales
escamosas cornificadas. Su duracion es de 12 a 14 hr (Tabla 3).

Estro. Este periodo se caracteriza por el celo, la ovulacion y la cépula. Los niveles de
estradiol disminuyen. La mucosa vaginal presenta gran cantidad de células epiteliales escamosas
cornificadas. Su duracion es de 25 a 27 hr

Metaestro (Diestro 1). Después de la ovulacion, el foliculo se luteiniza bajo la accion de
la LH, la cual estimula la secrecion de progesterona por el cuerpo liteo y conjuntamente se
presentan nuevos foliculos pequefios que comienzan a secretar estradiol. Su duracion es de 6 a
8hr.

Diestro (Diestro 2). Se caracteriza por la secrecion de progesterona, si no hay fecundacion
se presenta la regresion de los cuerpos luteos, mientras tanto los foliculos siguen aumentando las
concentraciones plasmaticas de estradiol. En la citologia vaginal predominan linfocitos, y en
menor cantidad células epiteliales nucleadas o células epiteliales escamosas cornificadas. Las
muestras obtenidas por frotis vaginal entre diestro 1 y diestro 2 son indistinguibles. Su duracién

esde 55a 57 hr.

Concentracion

Fase del ciclo Cambios en los Tipos de células en los fod
. : . plasmatica de
estral ovarios frotis vaginales -
estradiol (pg/ml)
Proesiro Rapido c.remmlento Células epiteliales 40-50
folicular nucleadas
Estro Ovulacion Cornificadas 7

Metaestro Formacmp de Cornificadas y leucocitos 15-20
Cuerpos luteos

Cuerpos luteos Leucocitos y células

formados epiteliales nucleadas 15-20

Diestro

Tabla 3. Cambios en los ovarios e histologia vaginal durante el ciclo estral en ratas. Los
datos de concentracion plasmatica de estradiol se tomaron de Smith et al. 1975.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ya que la expresion de NF68 en las células adenohipofisiarias de rata se modifica en funcion
de las concentraciones plasmaticas de estrégenos circulantes y el hecho de que un subgrupo
particular dentro de cada tipo celular exprese dicho marcador, sugiere que la expresion de
NF68 es regulada diferencialmente por los estrogenos por lo que es necesario saber de que
manera estan actuando y el primer abordaje a este problema es saber si el estradiol esta
ejerciendo sus acciones a través de sus receptores principales el tipo alfa y beta, ya que la
expresion de NF68 podria estar relacionada con las diferencias en la expresion estos

receptores por lo que es necesario saber si existe alguna relacion entre los NF68 y los RE.
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HIPOTESIS

El estradiol regula de manera directa la expresion de neurofilamentos de 68kDa,
existiendo una correlacion entre la expresion de alguno de los receptores estrogénicos y el

NF68 en células adenohipofisiarias de rata en cultivo.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general es analizar la posible correlacion entre la expresion de los receptores a
estrogenos y el efecto del estradiol sobre la expresion de neurofilamentos de 68 kDa en

células adenohipofisiarias de rata en cultivo.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si existe alguna correlacion en la expresion de los receptores de
estrogenos tipo alfa y tipo beta y la expresion de NF68 en cultivos de

células adenohipofisiarias de rata hembra.

2. Detectar la expresion de NF68 junto con el receptor a estrogenos en las

células del 16bulo intermedio de rata hembra.

3. Determinar si existe alguna correlacion entre la expresion del receptor de
estrogenos y la expresion de NF68 en cultivos de células adenohipofisiarias

de rata macho y si esta correlacion se altera con el tratamiento estrogénico.
4. Determinar si el tratamiento de células en cultivo con 17 B-Estradiol

modifica la expresion de NF68 y del receptor a estrogenos en funcion del

tiempo en cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo primario de células adenohipofisiarias

Todos los estudios con animales se realizaron bajo un protocolo institucionalmente
aceptado similar a la Guia de USPHS (United States Public Health Service) para el cuidado y uso
de animales de laboratorio. Se utilizaron ratas hembra y macho de la cepa Wistar de 60 dias de
edad, cuando han alcanzado su madurez sexual, los animales se mantuvieron en un ciclo luz-
oscuridad de 12 horas en condiciones de alimentacion. Por medio de un frotis vaginal se

eligieron ratas hembra en fase estro del ciclo estral (Tabla 3).

El dia del experimento los animales se decapitaron bajo anestesia con éter y las glandulas
hipofisiarias de ratas hembras y macho de diferentes condiciones experimentales, se disectaron
bajo condiciones asépticas. Las células obtenidas de cada animal se sembraron separadamente. Se
hicieron tres cultivos por separado para cada condicion experimental empleando una rata por

cultivo.

En condiciones de esterilidad se extrajeron las glandulas pituitarias apartando el l6bulo
intermedio (neuro-intermedio) para el caso de cultivo de células adenohipofisiarias, y se utiliz6 el
l6bulo neuro-intermedio para el cultivo de células del 16bulo intermedio, para ambos cultivos se
sigue el mismo procedimiento. El tejido se colocé en una caja petri con solucion DMEM-
lavados, el cual consisti6 de DMEM, (Dulbecco’s Modified Eagle Media, GIBCO BRL;
Rockville MD) con 0.75 mg/ml de Albumina Sérica Bovina (BSA fraccion V, GIBCO BRL) y
1/100ml de antibidticos y antimicéticos (10,000U penicilina GIBCO BRL, 10,000 mg/ml
estreptomicina GIBCO BRL).

Una vez extraido el tejido, se cortd en pedazos pequefios colocandolo en DMEM-lavados
frio, se retir6 este medio, se agregd6 DMEM con 2.5 mg/ml de tripsina (Worthington Biochem
Co.; Lakewood NJ., USA), se incubd por 20 minutos a 37°C, y posteriormente se adiciond

0.1mg/ml de colagenasa (Worthington) por 5 minutos a la misma temperatura. Con ayuda de una
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pipeta centelleada, siliconizada y pulida al fuego se disoci6 el tejido mecénicamente. Las células
se centrifugaron a 1300 rpm (revoluciones por minuto) durante 10 minutos y el boton se lavd dos

veces mas con la solucion DMEM-lavados.

Las células fueron resuspendidas en medio de cultivo DMEM suplementado con 2% de
Suero Fetal Bovino (Gibco BRL), 10% de Suero de Caballo (Gibco), 10,000U penicilina GIBCO
BRL, 10,000 mg/ml estreptomicina GIBCO BRL y 5 mg/ml de insulina (Sigma) y se colocaron
en una caja Petri de plastico estéril por 45 minutos con el fin de disminuir la cantidad de
fibroblastos y células contaminantes, las cuales se adhirieron al plastico. Transcurrido el tiempo,

se tomaron las células no adheridas que son células adenohipofisiarias.

Las células se sembraron en cubreobjetos de vidrio redondo del nimero 1 (Thomas
Scientific, Swedesboro, NJ., USA) previamente tratados con 100 pug/ml poly-L-lisina (Sigma) y
colocados en una caja de cultivo de 12 pozos (Costar; Cambridge, Mass., USA). Después de 30
minutos se agregd 1 ml de medio de cultivo y las células se mantuvieron a una temperatura de 37
°C en una atmosfera humedecida y con 95% de aire y 5% CO,. En los cultivos mantenidos por

largo tiempo (12 dias) se cambi6 el medio de cultivo rutinariamente tres veces por semana.

Cabe mencionar que la concentracion de estradiol en el suero de caballo y fetal bovino es
de aproximadamente 6.8 x 10"''M (Perfil Bioquimico, GIBCO BRL; México) la cual da una
concentracién final en el medio de cultivo de 8.0 x 1072 M. A este respecto cabe mencionar que
Amara y Danniels en 1983 reportaron que la concentracion efectiva para producir cambios en el
crecimiento, proliferacion y secrecion al menos de lactotropos y somatotropos es de

aproximadamente 5 x 10" 'M.

Un dia después de haber hecho el cultivo y/o 4, 9 y 12 dias después las células fueron

fijadas por 30 minutos con para-fomaldehido al 4% en PBS al 0.1 M.

28



Cultivo de células adenohipofisiarias suplementado con estradiol

A los cultivos primarios de rata se les adicion6 200 nM de 17 B-estradiol; 1, 3, 5 (10)-
estratriene 3,17 B-diol (Sigma) diluido en DMSO (Sigma).

Gonadectomia y terapia de substitucion de estrogenos

Con el fin de eliminar el posible efecto inhibitorio de la testosterona sobre que la accion
del estradiol en los machos, un grupo de 6 ratas macho de 60 dias de edad fue orquidectomizado
bilateralmente. Este procedimiento fue realizado por la Dra. Claudia Veronica Rivera Cerecedo,

jefe del Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular.

El procedimiento quirurgico se realizd bajo condiciones asépticas y anestesia general con
Clorhidrato de Ketamina de 50 a 100 mg/kg (Cheminova, NJ., USA) e Hidrocloruro de Xilazina
0.2 a 0.3 mg/kg (Bayer, Clayton, USA.) por via intramuscular. Después de la recuperacion de la
anestesia, los animales se mantuvieron en jaulas aisladas administrandoles Fluorfenicol 10mg/kg
(Nuflor, Sering Plaug; Kenilworth, NJ., USA) por via oral durante cinco dias y fueron
examinados periddicamente para detectar una posible infeccion. Las ratas fueron mantenidas bajo

un régimen de 12 horas luz—oscuridad y alimentadas ad libitum.

El compuesto 17 B-estradiol; 1, 3, 5 (10)-estratriene 3,17 b-diol (Sigma), se diluyd en
aceite de ajonjoli (0.2 mg/ml), administrandolo subcutdneamente, diariamente a las 11:00 horas
durante 4 dias consecutivos a un grupo de 3 ratas con 5 dias posteriores a la orquidectomia (20
ng/100 g de peso; aproximadamente 0.2 ml de aceite de ajonjoli inyectado por rata). Para el

experimento control se inyectaron 3 ratas orquidectomizadas con la misma cantidad de aceite.

Al término del tratamiento, las ratas se sacrificaron y los cultivos se prepararon como se

explicod previamente.

2. Inmunofluorescencia
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Las células previamente fijadas se bloquearon y permeabilizaron por 30 minutos con la
solucion que contiene 0.2% BSA (w/v) y 0.1% (v/v) Triton X 100 (Sigma) en buffer fosfatos 0.1
M (PBS).

Transcurrido el tiempo se agregd el anticuerpo primario monoclonal anti-NF68
(monoclonal anti-NF68 kDa; IgG clona NR4, DAKO, Carpinteria, Calif., USA) diluido a una
concentracion de 1:100 en la solucion de bloqueo y permeabilizacion. Se incubd en una caja

humeda a 4°C toda la noche.

Al dia siguiente todo el procedimiento se realizd a temperatura ambiente, se lavo tres
veces el anticuerpo primario con PBS y se dejé 2 horas con el anticuerpo secundario anti-IgG de
raton conjugado con isocinato tetrametil rodamina (TRITC; Zymed, Laboratories Inc., San
Francisco, Calif., USA) se diluyd en la soluciéon de bloqueo y permeabilizacion a una
concentracion de 1:100. Por ultimo, después de lavados con PBS, los cubreobjetos se montaron
en portaobjetos con Medio de Montaje para fluorescencia (Dako), que contiene 15 mM de NaNj.
Los controles se realizaron con cultivos colocando sélo el anticuerpo primario o solo el
secundario y no se mostrd fluorescencia arriba de la basal (autofluorescencia) determinada al
observar un cubreobjetos con células adenohipofisiarias sin haber sido expuestas al tratamiento

para inmunofluorescencia.

Inmunofluorescencia doble

Para la inmunofluorescencia doble, se siguié el mismo procedimiento de bloqueo y
permeabilizacion antes explicado, se coloco el anticuerpo primario anti-NF68 toda la noche en
refrigeracion con la solucion de bloqueo y permeabilizacion. Al dia siguiente, después de tres
lavados con PBS, las células fueron incubadas con el primer anticuerpo secundario, la fraccion
F(ab’), conjugada con Cy5 de cabra anti-ratén (Fraccion F(ab’), de cabra anti-IgG H+L de raton;
Jackson InmunoResearch, West Grove, Pa., USA) por 2 horas a temperatura ambiente en dilucion

1:20. Después de los lavados con PBS, las muestras se incubaron a temperatura ambiente por 6
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horas con el anticuerpo primario anti-REa (IgG policlonal anti-REa; Santa Cruz Biotecnology,
California, USA) o anti-REP (IgG policlonal anti-RE; Santa Cruz Biotecnology) diluido 1:100 y
finalmente por 2 horas con el segundo anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a isocinato
de fluoresceina (anti-conejo conjugado con FITC, Zymed), con el objetivo de separar las

longitudes de onda de los dos fluoréforos, por tltimo se mont6 con solucién de montaje (Dako).

Fue necesario realizar varios controles negativos para lograr dobles inmunotinciones
confiables. El primer control negativo de los anticuerpos primarios se realizd por medio de
inmunoabsorcion, se pre-incub6 por 2 h al anticuerpo primario anti-REf o anti-REa en presencia
de un exceso de su péptido especifico (100 pg/ml; proporcionado por el Dr. Parlow, NHPP-NIH),
posteriormente en las muestras se hizo reaccionar el anticuerpo pre-incubado y el secundario
correspondiente. El segundo control, se realiz6 adicionando unicamente el anticuerpo primario o
el secundario. En ninguno de los dos casos descritos se detectd inmunoreactividad. Los controles
negativos para los anticuerpos secundarios se realizaron incubando las muestras primero con el
anticuerpo primario anti-NF68 de raton, después con la fraccion F(ab'), acoplando a CY- 5 de
cabra anti- IgG de raton y finalmente se agreg6 el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado

con FITC. Este control resulté negativo para la fluorescencia de FITC y positivo para Cy-5.

3. Sistema de adquisicion y analisis de imagenes

Los cultivos se revisaron por medio de microscopia de epifluorescencia digital usando un
microscopio invertido Nikon Diaphot equipado con una fuente de iluminaciéon de lampara de
mercurio de 100W y filtros apropiados (TRITC: excitacion 510-560 nm, emision 590 nm, Nikon,
Japan; CyS5: excitacion 647 nm, emision 680 nm/DF32, Chroma Technology Corp., Rockingham
Vt., USA y FITC: excitaciéon 480 nm, emision 522 nm/DF32, Chroma Technology Corp.), asi

como un espejo dicroico: 580 nm vy filtro barrera: 590 nm.
Se utiliz6 un objetivo 63X de inmersion en aceite (Plan Apo, NA 1.4; Nikon, Japan). Las

imagenes se adquirieron con una camara digital CCD enfriada de alta sensibilidad y linearidad

(Sen Sys 0401E, Roper Scientific, Tucson, Ariz., USA). La iluminacion se limitd al tiempo de
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exposicion por medio de un obturador electronico Uniblitz controlado por la computadora

(Vincent Associates, Rochester, NY., USA).

Las imagenes se adquirieron con el programa Image-Pro Express 2.0 (Media Cibernetics,
Silver Spring, Md., USA) y se guardaron en formato TIFF (resoluciéon de 8 o 12 bits). Las
medidas de fluorescencia especifica de cada marcador, se obtuvieron con ayuda del programa
Image-J (National Institutes of Health, USA), marcando una region irregular alrededor del
citoplasma de cada una de las células adenohipofisiarias del campo, que fueron distinguidas de
los fibroblastos y otras células contaminantes. Por ultimo, se midi6é un area circular, libre de
células, en 20 campos diferentes y se hizo un promedio para obtener la fluorescencia de fondo.
La florescencia de fondo se restd de las intensidades de fluorescencia de todas las células, dando

una fluorescencia corregida para cada célula (fluorescencia especifica).

Asi mismo para obtener las medidas de fluorescencia especifica en la inmunocitoquimica
doble, con el programa Image-J se marco el area de florescencia para un marcador y se empalmo
con su correspondiente foto del otro marcador, con el fin de obtener la misma medicion para

marcadores distintos y comparar su expresion.

Los valores de fluorescencia para diferenciar entre células positivas y negativas para cada
marcador se obtuvieron realizando en cada experimento un control en el cual se tomo como

negativo la fluorescencia de las células incubadas con el anticuerpo secundario, sin el primario.

Los resultados se analizaron con ayuda del programa Origin 6.0 Professional (Microcal,
Northampton Ma., USA). Los datos obtenidos de la inmunofluorescencia sencilla se
representaron en un histograma de frecuencia, en donde se mostr6 la Frecuencia Normalizada con
respecto al numero de células en relacion con la Fluorescencia Especifica. Por otra parte, con las
mediciones simultdneas de los dos marcadores se hizo una prueba de correlacién entre las
variables Fluorescencia Especifica de NF68 y la Fluorescencia Especifica del RE tipo beta y/o
alfa, asimismo se obtuvieron los porcentajes de cada grupo de células por medio del programa

Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft Co.; Redmond WA).
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Los experimentos se realizaron tres veces por separado y de cada uno se fotografio al
menos 50 campos, dando en promedio 800 células analizadas. En las figuras se muestran

ejemplos representativos.
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RESULTADOS

Con el fin de determinar la posible correlacion en la expresion de los REa y REB y la
expresion de NF68, se realizo una doble inmunofluorescencia en cultivos primarios de células
adenohipofisiarias de rata hembra en estro y se cuantifico la fluorescencia para cada marcador en
cada célula. En la figura 6 a y b se muestran fotografias de las células analizadas. Las células
positivas a REa o RE se observan en verde y las células positivas a NF68 en rojo. Los valores
numéricos de la fluorescencia especifica se graficaron uno contra otro y se obtuvieron las graficas
de correlacion que muestran la relacion entre los niveles de expresion de REa o REP y NF68

(Figura 7 A 'y B).

En la figura 7A, se muestra la correlacion entre la expresion de REa y NF68, como
claramente se observa, existen células positivas y negativas al receptor que son positivas o
negativas a NF68, siendo el indice de correlacion lineal entre estos dos marcadores muy bajo (R
=0.01). En contraste en la figura 7B se observa que la mayoria de las células que expresa NF68
también expresa REP obteniendo un coeficiente de correlacion de 0.82, lo que indica una

correlacion entre estos marcadores.

Para hacer un analisis mas detallado de la relacion entre estos dos marcadores, se
considerd el valor de expresidon positivo y negativo para ambos y se pueden distinguir cuatro
grupos de células, células doble positivas (+RE/+NF68), positivas solo a RE (+RE/-NF68),
positivas solo a NF68 (-RE/+NF68) y doble negativas (-RE/-NF68). Este criterio se utilizd para
todas las graficas de correlacion presentadas y se obtuvieron los porcentajes de cada grupo en

cada condicion.

En la grafica de barras de la Figura 8 se resume el conteo de células obtenidas para cada
cuadrante y se observa que en el caso de la relacion REa y NF68, la mayoria de las células son
positivas solo a REa (65.8 % +REa/-NF68) y en menor cantidad se observan doble positivas
(29.4 % +REo/+NF68), existiendo también células positivas solo a NF68 (2.1 %) y células
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dobles negativas (2.1 %). Esto quiere decir que puede haber células positivas a NF68 que lo sean

ono a REa y viceversa.

En la figura 7B se observa la grafica de correlacion entre la fluorescencia especifica de
REP y la de NF68 de células adenohipofisiarias de rata hembra, como se resume en la Figura §,
aunque predominan las células doble negativas (47.6 % -REP/-NF) las células positivas a NF68
lo son también a REP (23.1 % +REa/+NF68), casi en igual proporcion que las células solo
positivas a REB (27.1 %) y un escaso numero de células son so6lo positivas a NF68 (2.2 %).

Indicando con ello que las células positivas a NF68 son mayoritariamente positivas a REp.

Si bien es cierto que las células adenohipofisiarias que expresan NF68 expresan ambos
receptores a estrogenos, solo en el caso de la expresion de RE se observa que entre mayor es la
expresion de NF68 mayor es la expresion también para el receptor y que el porcentaje de células

que son positivas inicamente al receptor lo hace con baja expresion.

Existe pues una correlacion directa entre la expresion de REP y NF68, a diferencia de la

expresion de REa y NF68 en donde no existe correlacion significativa.
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Figura 7. Expresion de RE y NF68 en células adenohipofisiarias de rata hembra. A:
Grafica de correlacion entre la fluorescencia especifica de REa y NF68. B: Grafica de
correlacion entre la fluorescencia especifica REPB y NF68. a y b: Ejemplos de las imagenes
de la doble inmunofluorescencia de las células analizadas en A y B respectivamente. En
verde se muestra la inmunotincioén correspondiente a RE, en rojo la correspondiente al
NF68; los asteriscos marcan células doble positivas. Las regiones delimitadas en los
rectangulos punteados corresponden a células s6lo positivas a NF68 (rojo) o a REa o REB
(verde), el cuadro pequeiio en el origen corresponde a células sin expresion de NF68 y REa
o REP (doble negativas), y el area grande afuera de los rectangulos verde y rojo
corresponde a las células que expresan ambos NF68 y REa o REP (células doble positivas).
La linea roja continua representa el ajuste lineal de los datos. Se observa el coeficiente de

correlacion (R) y el nimero de células analizadas (n). La barra indica 20 um.

n = 356

n =291
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Figura 8. Grafica de barras de los porcentajes de las células adenohipofisiarias de rata
hembra +RE/+NF68 y +RE/-NF68, -RE/+NF68 y -RE/-NF68, ya sea al receptor tipo o o f3.
Se muestran los porcentajes de células positivas a RE (barra izquierda) o negativas a RE
(barra derecha) tipo a o B, y cada barra se divide en los porcentajes de las células negativas
o0 positivas a NF68.

Se decidi6 explorar la correlacion entre el REf y NF68 en otro tipo de células
adenohipofisiarias, por lo que se realiz6 la doble inmunotincion de estos marcadores en cultivo
de c¢lulas obtenidas de 16bulo intermedio (Figura 9 b y b’). Este experimento es interesante,
ya que Fiordelisio y colaboradores (2006) reportaron la nula inmunorectividad a NF68 en

células de este 16bulo.

En la Figura 9A se muestran el l6bulo intermedio en donde aparecen casi
exclusivamente células positivas a REB (9.7 % -REB/-NF68, +REB/-NF68 89.5 %, 0% -
REB/+NF68 y 0.7 % +REB/+NF68), cuando se grafican los valores correspondientes se

obtiene un bajo coeficiente de correlacion (R = 0.08).
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Estos resultados confirman la pobre o nula expresion de NF68 en las células del 16bulo

intermedio de hembra en cultivo primario y se identificd en cambio la presencia de RE, sin

existir una correlacion entre ellos. Este resultado sugiere que la presencia de REP es una

condicién necesaria pero no suficiente para la expresion de NF68.

Fluorescencia Especifica ER
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50 100 150 200 250
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Figura 9. Expresion de RES y NF68 en células del 16bulo intermedio de rata hembra. A:
Grafica de correlacion entre la fluorescencia especifica de NF68 y REB. A la derecha se
muestran imagenes representativas de los campos de células analizadas, b: inmunotincion
contra NF68 y b’: inmunotincién contra REP. Las regiones delimitadas en los rectangulos
punteados corresponden a células solo positivas a NF68 o REB, el cuadro pequeio en el
origen corresponde a células sin expresion de NF68 y REB (doble negativas), y el area
grande afuera de los rectangulos corresponde a las células que expresan ambos NF68 y REP
(células doble positivas). La linea roja continua representa el ajuste lineal de los datos. Se
observa el coeficiente de correlacion (R) y el numero de células analizadas (n). La barra

indica 20 pm.




Dado que en las células del lobulo anterior de la glandula hipofisiaria de la hembra en
estro se encontrd una correlacion entre la expresion de REB y NF68 y que la expresion de NF68
se habia reportado como sexualmente dimorfica, se decidio explorar como era dicha relacion en
el macho adulto, en donde los niveles de estrogenos circulantes son mas bajos comparados con
los de la hembra. Por tal motivo, en cultivos de células adenohipofisiarias de rata macho se

realizé una doble inmunofluorescencia para ambos marcadores (Figura 10 A y a).

Los resultados de la Figura 10A muestran que al igual que en el 16bulo intermedio, las
células de macho en su mayoria son positivas a REB en diferente intensidad de
inmunofluorescencia y la mayor parte son negativas a NF68 (8.4 % -REB/-NF68, 90.8 % +REp/-
NF68, 0 % -REB/A+NF68 y 0.8 % +REB/+NF68) (Figura 11). Cuando se calculo la correlacion

esta dio un valor bajo de 0.02.

Es decir, que en ambos casos (las células de LI y células adenohipofisiarias de rata
macho), existen células positivas al REP pero no positivas a NF68. Esto contrasta con la hembra
en la cual las células adenohipofisiarias positivas a NF68 son en un alto porcentaje positivas al

REB.

Dado que se habia reportado que en los machos castrados tratados con estradiol aumenta
la expresion de NF68 (Fiordelisio et al. 2002), el siguiente paso de este estudio fue determinar si
al manipular las concentraciones estrogénicas en machos cambia la relacion entre REP y NF68 y
si con este tratamiento aumenta la correlacion entre ambos marcadores. Para ello se realizaron
cultivos primarios de células adenohipofisiarias de ratas macho orquidectomizados tratados con
17 B-estradiol y posteriormente una doble inmunocitoquimica para ambos marcadores (Figura 10

Byb).

Las células de macho orquidectomizado tratado con 17 B-Estradiol (Figura 10b) muestran
un patron de inmunomarcaje diferente a las células del orquidectomizado tratado con el vehiculo
(datos no mostrados) y al macho intacto (Figura 10a). En las células obtenidas de los machos

tratados existe una marca muy fuerte en el nucleo celular.
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Al realizar la comparacion de la expresion (Figura 10 A y B), se observa que a diferencia
del macho control y el tratado con el vehiculo, en el macho tratado con estradiol aparecen células
positivas a NF68 y como en la hembra, estas células en su mayoria son también positivas para el
REB (21.6 % +REP/ANF68 y 0.4 % -REP/+NF), se observan ademés muchas células unicamente
positivas al receptor (64.3 % +REP/-NF68) y algunas doble negativas (13.7 % -REP/-NF) (Figura

11). Con el tratamiento con estradiol el coeficiente de correlacion sube de R = 0.02 a 0.57.
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Figura 10. Expresion de REB y NF68 en células adenohipofisiarias de macho intacto y
macho orquidectomizado tratado con estrogenos. A: Grafica de correlacion entre la
fluorescencia especifica de REB y NF68 en células adenohipofisiarias de rata macho
intacto. B: Grafica de correlacion entre la fluorescencia especifica de REB y NF68 en
células de macho orquidectomizado tratado con 17 - estradiol, 20 ug/100 g de peso. ay b:
Ejemplos de las imagenes de doble inmunofluorescencia de las células que se analizaron en
A y B respectivamente. Se muestra en verde la inmunotincion correspondiente a RE y en
rojo la correspondiente al NF68; los asteriscos marcan células doble positivas. Las regiones
delimitadas en los rectangulos punteados corresponden a células sélo positivas a NF68
(rojo) 0o a REB (verde), el cuadro pequeiio en el origen corresponde a células sin expresion
de NF68 y REP (doble negativas), y el area grande afuera de los rectangulos verde y rojo
corresponde a las células que expresan ambos NF68 y REB (células doble positivas). La
linea roja continua representa el ajuste lineal de los datos. Se observa el coeficiente de

correlacion (R) y el nimero de células analizadas (n). La barra indica 20 um.
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Figura 11. Grafica de barras de los porcentajes de las células adenohipofisiarias de rata
macho normal y macho castrado con tratamiento de estrégenos, +REB/+NF68 y +REp/-
NF68, -REB/+NF68 y -REB/-NF68. Se muestran los porcentajes de células positivas a REB
(barra izquierda) o negativas a REP (barra derecha) del macho normal o macho
estrogenizado, y cada barra se divide en los porcentajes de las células negativas o positivas
a NF68.

Como se observa en los resultados anteriores y por los experimentos previos de Fiordelisio
y Hernandez Cruz (2002 y 2006) en los cuales se concluye que la expresion de NF68 en
adenohipofisis es dependiente de las hormonas estrogénicas, se puede pensar que la expresion de
NF68 que presentan las células adenohipofisiarias de rata se afecte directamente por el estradiol a
través del REB. Para comprobarlo inicialmente se realizé una inmunocitoquimica simple de NF68
en células adenohipofisiarias en cultivo suplementado con 200 nM de 17 B- Estradiol durante 6

dias consecutivos.
En la Figura 12 se observa la distribucion de fluorescencia de NF68 en células

adenohipofisiarias de rata hembra. La expresion decae paulatinamente a partir de los primeros

dias de cultivo, aumentando las células poco positivas o sin expresion y disminuyendo las células
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con alta expresion (mas de 100 uaf), con lo cual la fluorescencia especifica media en el primer
dia de cultivo de ser de 58.6 + 4.1 (media y error estdndar, Figura 12A), se redujoa 17.8 £0 a
los 6 dias de cultivo (Figura 12B) y a 14.8 & 0.8 al dia 12 de cultivo (Figura 12C). La adicién de
200 nM de 17 B- estradiol de estradiol al medio de cultivo no modificé ni previno la pérdida de la
expresion de NF68, ya que la fluorescencia especifica media fue de 10.2 = 0.8 (Figura 12D). Es
decir, que en cultivo las células adenohipofisiarias van perdiendo gradualmente la expresion de

NF68, y el estradiol por si solo no es capaz de mantener la expresion del marcador neuronal.

0.87 Dia 1
0.6
041

0.8 Dia 6
0.6 1

X=58.6+4.1
041

X=17.8+0.6

n =298 n=311

Frecuencia Normalizada
Frecuencia Normalizada

0.0 0.0 . . : .
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Fluorescencia Especifica NF68 Fluorescencia Especifica NF68

0.8 1 Dia 6 con
0.6 200 nM de 17- B-Estradiol

Dia 12

=14.8+0.8

e <o 2o
A O o
»

041 X=102+0.8

n =245 n=276

Frecuencia Normalizada
|
Frecuencia Normalizada

e
o
OJl

T T T d O’Oﬂ ™ T T T ]
50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Fluorescencia Especifica NF68 Fluorescencia Especifica NF68

Figura 11. Histogramas de frecuencia que muestran la distribucion de la fluorescencia
especifica de NF68 en células adenohipofisiarias de rata hembra a lo largo de los dias de
cultivo. A: 1 dia en cultivo, B: 6 dias, C: 12 dias, y D: 6 dias con 200 nM de 17 B-
estradiol. Se muestra en cada grafica la media, el error estandar y el numero de células
analizadas.
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Dado que se existe correlacion entre la expresion del REB y NF68, se analizd
simultaneamente la expresion de ambos marcadores a lo largo de los dias de cultivo para evaluar
si una posible pérdida en la expresion del receptor pudiera explicar la falta de accion del estradiol

en mantener la expresion de NF68 en cultivo.

Como se puede observar en las graficas de la Figura 13 y Figura 14, la expresion de NF68
se pierde en el dia 9, mientras que la expresion de REP se pierde hasta el dia 12. Para el dia 4 de
cultivo (Figura 13B), la cantidad de células doble positivas (+REB/+NF68) disminuye de 45.1 %
a 18.8 % y se incrementan las células s6lo positivas a REB (45.1 %), pero la expresion del
receptor, es decir el total de células positivas al receptor (+REB/4+NF68 mas +REB/-NF68)
disminuye de 86.6 % en el dia 1 a 63.9 % en el dia 4 de cultivo. En el dia 9 (Figura 13C) se
encuentran en su mayoria células solo positivas a REB (80.3 %) y en menor cantidad células
doble positivas (6.2 %). Finalmente al dia 12 (Figura 13D), las células son mayoritariamente
negativas para ambos marcadores (78.3 % -REB/-NF68) vy las positivas al receptor (+REB/-NF68
mas +REB/+NF68) disminuyeron de 86.5 a 21.7 %. En cuanto al coeficiente de correlacion, al
primer dia se muestra un valor alto de 0.66 que va disminuyendo gradualmente hasta llegar a 0.42

en el dia 12.

Estos resultados muestran que la expresion de NF68 decae mas rapidamente con el tiempo
de cultivo que el REP. Sin embargo, la expresion del receptor de estrégenos también disminuye
paulatinamente. Esto indicaria que el efecto del estradiol a través de este receptor se podria ver

menguado antes de que la propia expresion del receptor disminuya.
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Figura 12. Graficas de correlacion de la expresion de REP y NF68 a lo largo de los dias de
cultivo en células adenohipofisiarias de rata hembra en estro. A: 1dia de cultivo, B: 4 dias
de cultivo, C: 9 dias de cultivo y D: 12 dias de cultivo. Las regiones delimitadas en los
rectangulos punteados corresponden a células sélo positivas a NF68 o a RE, el cuadro

pequeiio en el origen corresponde a células sin expresion de NF68 y REf

(doble

negativas), y el area grande afuera de los rectangulos corresponde a las células que expresan
ambos NF68 y REP (células doble positivas). La linea roja continua representa el ajuste
lineal de los datos. Se observa el coeficiente de correlacion (R) y el numero de células

analizadas (n).
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Figura 14. Grafica de barras de los porcentajes de las células adenohipofisiarias de rata
hembra +REB/ANF68 y +REB/-NF68, -REB/+NF68 y -REB/-NF68 en los dias de cultivo 1,
4,9 y 12. Se muestran los porcentajes de células positivas a REP (barra izquierda) o
negativas a REP (barra derecha) del macho normal o macho estrogenizado, y cada barra se
divide en los porcentajes de las células negativas o positivas a NF68.

Finalmente, con el objeto de estudiar el efecto del estradiol sobre la expresion de REP y
NF68 se cultivaron células adenohipofisiarias a lo largo del tiempo de cultivo, suplementado

desde el primer dia de cultivo con 200 nM de 17 B-Estradiol y se realizé una inmunocitoquimica

doble.

En la Figura 15 y 16, se muestra la grafica de expresion entre REf} y NF68. En el primer
dia de cultivo (Figura 15A), se observa que el 27.3 % de las células son positivas a NF68 y a REf
y que el total de células que expresan el receptor estrogénico (+REB/+NF68 mas +REB/-NF68) es
del 91.6 %; a los 4 dias en cultivo, la poblacion de células positivas a NF68 desaparece y la

poblacion de células +REP/-NF se incrementa a un 90.5 % notdndose que a este tiempo la
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expresion del receptor estrogénico se mantiene estable. Finalmente, a diferencia de los datos
obtenidos en los cultivos sin estradiol, al dia 9 y 12 el porcentaje de células positivas al receptor
(+REB/+NF68 mas +REB/-NF68) se mantiene constante de 48.5 a 51.35 %. En contraste, el
porcentaje de las células positivas a NF68 (+REB/+NF68 mas -REB/+NF68) disminuye desde el
dia 4 con 1.2 %, pasando por el dia 9 con 2.3 % y terminando al dia 12 con 4.3 % (Figura 16).

Los resultados anteriores confirman que el estradiol no es capaz de mantener la expresion

de NF68, en contraste con REP que si se mantiene su expresion en células adenohipofisiarias en

cultivo.
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Figura 15. Graficas de correlacion de la expresion de REB y NF68 con el tiempo de
cultivo adicionado con 200 nM 17f- Estradiol. a) 1 dia de cultivo, b) 3 dias de cultivo, ¢) 9
dias de cultivo y d) 12 dias de cultivo. Las regiones delimitadas en los rectangulos
punteados corresponden a células s6lo positivas a NF68 o a REf, el cuadro pequeiio en el
origen corresponde a células sin expresion de NF68 y REB (doble negativas), y el area
grande afuera de los rectangulos corresponde a las células que expresan ambos NF68 y REP
(células doble positivas). La linea roja continua representa el ajuste lineal de los datos. Se
observa el coeficiente de correlacion (R) y el nimero de células analizadas (n).
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Figura 16. Grafica de barras de los porcentajes de las células adenohipofisiarias de rata
hembra +REB/+NF68 y +REB/-NF68, -REB/+NF68 y -REB/-NF68 en los dias de cultivo 1,
4,9 y 12 suplementado con 200 nM de 17B-Estradiol. Se muestran los porcentajes de
células positivas a REPB (barra izquierda) o negativas a REB (barra derecha) del macho
normal o macho estrogenizado, y cada barra se divide en los porcentajes de las células
negativas o positivas a NF68.
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DISCUSION

1. La expresion de NF68 parece estar correlacionada con el receptor de estrogenos tipo beta

que con el alfa

Si bien los dos receptores de estrogenos aqui estudiados tienen la misma afinidad para
estradiol y activan a los mismos elementos de respuesta, difieren en los dominios de activacion
de transcripcion genética, lo que sugiere distintos papeles fisioloégicos (Gustafsson y Nilsson
2000, Shupnik 2002, Koehler et al. 2005). Este hecho se reafirma al estudiar la distribucion
especifica en cada tejido que da como consecuencia un repertorio de funciones bioldgicas

distintas para cada receptor.

En estudios con ratones knockout, con deplecion del gen para la proteina de REa
(REaKO) o REB (REBKO) han tratado de dilucidar el funcionamiento de cada uno de los
receptores (Curtis et al. 2000). En estos estudios, se observd que en ambos sexos los ratones
homocigotos REaKO son infértiles, la hembra tiene un tejido uterino inmaduro y no es capaz de
ovular y, el macho presenta un conteo de esperma bajo, comportamiento sexual anormal, asi
como degeneracion en el epitelio seminifero. En cambio, los ratones REBKO son capaces de
reproducirse aunque con una fertilidad reducida y sus camadas son pequefias comparadas con el
control (Korach 1994, Curtis et al. 2000, Hewitt y Korach 2003). Por otra parte, el fenotipo el
doble knockout de RE (REapKO) es parecido al REaKO (Couse et al. 1999) lo que indica que
los cambios producidos por la falta del receptor tipo alfa son dominantes. Por lo anterior se
sugiere que el REa es indispensable para la reproduccion en tanto que el REP juega un papel

fisioldgico también importante, pero diferente.

Con base en su distribucion, se ha propuesto que el REP juega un papel neuroenddcrino,
ya que es el principal RE ampliamente distribuido en el cerebro, en areas como corteza cerebral,
hipocampo, nucleo olfativo anterior, cerebelo, sustancia negra, entre otros (Shughrue y
Merchenthaler 2001). Estas regiones incluyen importantes fuentes de inervacion dopaminérgica y
serotoninérgica que son reguladas por estradiol (Koch 1998). Igualmente reportes muestran

evidencias de la expresion de REP en algunas subpoblaciones neuropeptidérgicas, tales como
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porciones de los nucleos paraventricular y supradptico productores de oxitocina, vasopresina,
PRL de 23kDa, CRH (hormona liberadora de conticotropina), entre otros, que son conocidas por

ser componentes en la interaccion entre el sistema endocrino y nervioso (Bodo y Rissman 2006).

El hecho de que la expresion del marcador neuronal NF68 muestre un alto grado de
correlacion con la expresion del receptor estrogénico tipo B en células adenohipofisiarias de rata
hembra refuerza la idea planteada por otros autores del posible papel neuroendocrino que tiene
este receptor y abre la posibilidad de explorar las caracteristicas en cuanto al control de la

expresion genética que podria tener en especial en las células hipofisiarias.

2. El l6bulo intermedio expresa REp pero carece de NF68

La falta de expresion de NF68 en el 16bulo intermedio de la hipofisis se reportd en los
estudios de Fiordelisio y colaboradores en 2006, en los cuales encontraron que las células
hipofisiarias del linaje POMC no expresan NF68. En estos estudios se sugieren que la
inmunoreactividad de NF68 esta ligada a la expresion del receptor a estrogenos, y que la falta de
expresion de NF68 en el linaje POMC podria deberse a una menor expresion del receptor a

estrogenos.

Los reportes acerca de la distribucion del REP en el 16bulo intermedio de glandula
pituitaria de rata son divergentes. En un trabajo no observa expresion de RE (Pelletier et al.
2000), mientras que en los de Shughrue et al. y Wilson et al. en 1998 concuerdan en que el
RNAm de REa es la isoforma predominante en el 16bulo anterior y difieren en la localizacion
principal de REP, el primero afirma que es en l6bulo intermedio y el segundo que en el l6bulo
anterior. Por ultimo el estudio del grupo encabezado por Mitchner et al. en 1998 reportd que el
43% de los melanotropos expresan el RNAm de REa y so6lo el 23% expresa el REP. Un afio
después los mismos autores detectaron la proteina de REPB encontrandola distribuida en los dos
l6bulos, resaltando que el 50% de células positivas a REP en el 16bulo anterior (Mitchner et al
1999). Todos los trabajos concuerdan en que las células del lobulo anterior e intermedio expresan

ambos receptores, pero difieren en la cantidad de expresion. Basandose en los estudios del equipo
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de Mitchner se apoya la hipotesis de que la falta de expresion de NF68 en el linaje POMC se

debe a la pobre expresion del receptor a estrogenos tipo P.

En este estudio encontramos por medio de técnicas de inmunofluorescencia una
importante expresion del receptor tipo alfa en la mayoria (95%) de las células hipofisiarias y en
un menor grado (50%) la expresion del receptor tipo beta. Las diferencias en cuanto a la
expresion de estos receptores en los diferentes estudios en este podrian deberse a la fase del ciclo
reproductor en la cual se encuentran las ratas hembra. En nuestro estudio escogimos trabajar con
ratas hembras en estro ya que anteriormente se demostrd que es la fase del ciclo en la cual se

encuentra el mayor numero de células positivas a NF68.

Sin embargo, en este estudio encontramos que aunque cerca del 89% de las células del
l6bulo intermedio expresan REPB no expresan NF68. Este hecho estaria sugiriendo que en estas
células faltan otras sefiales, cofactores u otros elementos que hacen que ellas no expresen el

marcador neuronal.

Cabe destacar que las células del 16bulo intermedio en la rata hembra no estan sometidas

periodicamente a las elevaciones de la concentracion de estradiol como las del 16bulo anterior.

3. El tratamiento con estradiol aumenta la expresion de NF68 en la células

adenohipofisiarias de rata macho castrado.

Se sabe que las células adenohipofisiarias de macho expresan el RNAm y la proteina de
los dos receptores a estrogenos, el REa esta ampliamente distribuido en el 16bulo anterior y en
menor cantidad el REP principalmente en el 67% de los gonadotropos (Nishihara et al. 2000).
Ademas, el patron de expresion cambia durante el desarrollo, siendo los niveles de RNAm de
REa mayores que los de REP en todas las etapas con excepcion de la pre-pubertad (30 dias de
edad; Tena-Sempere et al. 2001 b, Nishihara et al. 2000).

A primera vista los reportes de que la expresion de REP es mayor en etapas inmaduras

(Nishihara et al. 2000) sefialarian una contradiccion con los trabajos de Fiordelisio y Hernandez-
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Cruz, donde se sugiere que la expresion de NF68 es mediada por hormonas estrogénicas a través
de sus receptores y estos RE tendrian que correlacionarse también con los NF68 aumentando en
el desarrollo. Sin embargo, cabe la posibilidad de que estas células si sean capaces de expresar el
marcador neuronal cuando son expuestas a estradiol o bien con la simple remocion de la

testosterona circulante en los machos castrados.

Cuando en este estudio se castraron a machos sexualmente maduros, no se observaron
diferencias significativas en la expresion de NF68 y RE (datos no mostrados), indicando que la
simple remocion de la fuente principal de testosterona no produce un cambio significativo en la
expresion de estos marcadores. En cambio, en el macho que fue tratado con estradiol para
aumentar la expresion de NF68, se observo que al parecer la expresion de este marcador neuronal
aumenta en las células con expresion de REB y no en las que carecen de éste receptor ya que
como se muestra en la Figura 10 y 11 las células positivas a REB (mayor de 25 uaf) del macho
castrado y estrogenizado no sélo expresan el REB como el macho normal sino que ademas esas

c¢lulas ahora expresan también NF68.

El hecho de que las células adenohipofisiarias de macho expresen el REP y que ademas
tengan la potencialidad de expresar NF68, indica que esta expresion no solo depende de la
presencia local de estradiol cuya principal fuente en el macho es la aromatizacién local de
testosterona, sino que requiere de niveles altos de la hormona circulantes, como en el caso de la
hembra y en las manipulaciones de este trabajo donde los niveles circulantes de estradiol se

elevan por la inyeccion de 173-estradiol.

4. Regulacion del RE por el estradiol

Algunas de las diferencias observadas en la expresion de NF68 in vivo e in vitro se podrian
deber no solo a la concentracion de estradiol a la que estan expuestas las células, sino también a
que los estrogenos pueden modular la expresion de sus propios receptores a través de la
autorregulacion de su ruta de sefialamiento. Se ha reportado en varios trabajos, el incremento de

los niveles de RNAm de TERP en respuesta a estrogenos (Mitchner et al. 1998, Friend et al
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1995). Este receptor truncado ha sido propuesto como el intermediario entre la modulacion de los
estrogenos y los RE ya que es capaz de regular la actividad del dominio de activacion de la
trascripcion del REay B. El RNAm de TERP cambia durante las diferentes etapas de desarrollo
de la glandula pituitaria en ambos sexos. En etapas inmaduras, el TERP presenta una baja
expresion, alcanza un nivel maximo en la vida adulta y el tratamiento con estrogenos incrementa
dicha expresion en machos prepuberes (Tena-Sempere et al. 2001 a) y en adultos (Schreihofer et
al. 2000 y Mitchner et al. 1998). De esta manera se piensa que la proporcion entre los niveles de
expresion de TERP y los receptores o y [ podrian modular las respuestas transcripcionales

reguladas por estrogenos en la glandula pituitaria.

Existen otras evidencias que sugieren que no solamente el TERP es regulado por estrogenos,
sino también el REB. El mismo grupo que no habia observado variaciones de RE in vivo
(Mitchner et al. 1998) reporta en células GH3, un linea celular de lactosomatotropos de rata, que
los niveles de RNAm de TERP-1 y REP aumentan por estrogenos de manera dependiente de la
dosis y del tiempo (Mitchner et al. 1999). En otro trabajo se mostr6 que los niveles de TERP-1 y
de REp varian durante las fases del ciclo estral, en la mafiana del proestro los niveles de RNAm
de REP decaen en un 40% comparado con los niveles del metaestro, y coinciden con un pico de

expresion del TERP-1 (Schreihofer et al. 2000).

Estas diferencias en la expresion del receptor de estrégenos y su regulacién por estradiol
podrian ayudarnos a entender el retraso de unas 8 a 10 horas que se da en la expresion de NF68
(Fiordelisio y Hernandez Cruz 2002) con respecto al pico de estradiol en el ciclo estral de la rata,
ya que cuando este pico se produce, los niveles de RE[ son bajos y se elevan posteriormente,

produciendose entonces un aumento en la expresion de NF68.

5. Pérdida de expresion de NF68 a lo largo del tiempo de cultivo
En los experimentos ilustrados en las figuras 13 y 15, se observo la pérdida de expresion

de NF68 a lo largo del tiempo de cultivo, indicando que el mantenimiento de los neurofilamentos

depende de factores que no se encuentran en el medio de cultivo. El analisis de la expresion de
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NF68 y de REf mostr6 una perdida paulatina en la expresion de ambos y la presencia de 17f3-
estradiol en el medio de cultivo es capaz de mantener la expresion de REf pero no asi de NF68.
Estos resultados indican que el estradiol es necesario pero no suficiente para modificar la
expresion NF68, al menos en cultivo. Podrian existir al menos dos posibilidades que explicaran

esta pérdida de expresion de NF68 atin en presencia del receptor de estrogenos:

1.- Existe evidencia de acciones mitogénicas del estradiol en la glandula pituitaria son
ejercidas por el incremento de la produccion de factores de crecimiento locales, los que
promueven la proliferacion y diferenciacion de los lactotropos (Candolfi et al. 2006) y que
comparten vias de segundos mensajeros con el estradiol, como la proteina cinasa A (PKA) y
MAPK, que a su vez se ha reportado que miembros de esta familia enzimdtica participan en la

fosforilacion de NF (Yamakawa y Arita 2004).

2.- Finalmente, otra opcion seria que el estradiol actuara sinérgicamente con otros factores
o esté regulando la expresion de un segundo elemento. En el caso de las neuronas, se ha
propuesto que este mecanismo puede explicar el incremento de la expresion del gen de
neurofilamentos en las neuronas del ganglio dorsal en ratas hembras, en donde se coexpresan los
receptores de RE y de TrkA para NGF (Scoville et al. 1997) resultando en la regulacion
diferencial y reciproca de la transcripcion de los receptores por ambos ligandos. En este sentido,
se sabe que un porcentaje alto de células adenohipofisiarias sintetiza tanto los factores tréficos
como sus receptores, en particular, se ha reportado que el receptor TrkA (receptor de alta afinidad
para NGF) esta presente en todos los fenotipos celulares de la adenohipoéfisis (Missale y Spano
1998) y cerca del 30% del lobulo anterior muestra inmunoreactividad a NGF. Estos datos
sugieren que algunas de estas células pueden ser blanco del estradiol y a su vez del NGF ya sea
autdcrina o paracrinamente y que la conjuncion de estos dos elementos regulen la expresion de
NF68. Futuros experimentos empleando NGF o el anticuerpo anti-NGF podrian ser utilizados

para revelar esta incognita.

55



CONCLUSIONES

La expresion de neurofilamentos parece estar relacionada con el receptor a estrogenos tipo

beta ya que:

- Existe una correlacion directa entre la expresion de REf y NF68, a diferencia de la
expresion de REa y NF68 en donde no existe correlacion significativa.

- Solo en el caso de la expresion de REP se observa que entre mayor es la expresion de

NF68 mayor es la expresion también para el receptor

La presencia de REP es una condicion necesaria pero no suficiente para la expresion de
NF68 ya que:
- Las células del I6bulo intermedio de hembra y las células adenohipofisirias de macho

normal expresan el REP en gran cantidad y pobre expresion de NF68.

La expresion del REB y de NF68 se modifica en funcion de los niveles circulantes de 17
B-estradiol:
- La expresion de NF68 en las células adenohipofisiarias de rata macho

orquidectomizado e inyectado con 17 B-estradiol correlaciona con el RE.

La presencia de estradiol es necesaria para la expresion de NF68 aunque no es el tnico
factor que se necesita para modificar o mantener ésta expresion:

- Laexpresion de NF68 y el REP disminuye con el tiempo de cultivo.

- La expresion de REP se mantiene con la adicion de 17B- estradiol, pero no la

expresion de NF68.
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