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Como ser un gran escritor

Tienes que cojerte a muchas mujeres
Hermosas mujeres

Y escribir algunos poemas decentes de amor.

Y no preocuparte por la edad
Y / o por los jévenes talentos
Solo toma mds cerveza

Mais y mas cerveza

Y ve a las carreras de caballos al menos una
vez

A la semana, Y si es posible gana.

Aprender a ganar es duro

Cualquier idiota puede ser un buen perdedor

Y no olvides tu Brahms
Ni tu Bach ni tu
Cerveza.

No hagas mucho ejercicio.
Levantate hasta mediodia.
Evita las tarjetas de crédito
Y pagar las cosas a
Tiempo.

Recuerda que no hay un culo

En este mundo que valga mas de 50 USD
Y si tienes capacidad para amar

Primero dmate a ti mismo

Y siempre se consciente de la posibilidad de
Una derrota aun cuando haya sido

Justa

Una probada temprana de muerte no es
Necesariamente algo malo.

Mantente lejos de iglesias, bares y museos,
Y como la arafia

Se paciente

El tiempo es una carga para todos
También lo son

El exilio

La derrota

La traicién

Toda esa basura.

No olvides la cerveza.

La cerveza es sangre que fluye

Una amante constante

Consiguete una maquina de escribir
Y mientras caminas para arriba y para abajo
Afuera de tu ventana

Dale a esa cosa
Dale duro

Haz como si fuera una pelea de peso
completo

Mata al toro antes de que te embista
Recuerda a los perros viejos

Que pelearon bien:

Hemingway, Celine, Dostoievsky, Hamsun.
Si crees que ellos no se volvieron locos

En sus diminutos cuartos

Como tu ahora

Sin mujeres
Sin comida
Sin esperanza

Entonces no estas listo.

Bebe mis cerveza.
Tienes tiempo.

Y si no tienes

No te preocupes
No hay problema.

Charles Bukowski



La visién emergente

Que fluctia entre la veracidad de lo oculto

Y la realidad de los mitos

Condicién inherente al caracter metafisico

Del objeto del que emanan las palabras,

Que imponen ante mi un campo infinito,

En el que las formas,

Los colores y las esencias

Permiten vislumbrar la majestuosidad del olimpo,
Figuras semihumanas de indescriptible belleza y poder,
Dioses que ante el imperativo capricho

De sus almas eternas, determinan el destino

De frutos y semillas, de arboles y arbustos,

De humanos y animales,

Vociferando, murmurando y cantando,

Desplazan los enormes bloques, las pesadas vigas,
En insoportables jornadas que sobrepasan

Los limites existenciales de estrellas y galaxias,

Para después entregarse al placer de la ambrosia

Al vino y al juego, a eruditos desplantes musicales,
Y lascivos espectaculos de orgias que exceden

La imaginacién de mi pagana existencia,

Que dichoso he sido al encontrarme con las peroratas
Nocturnas de las sirenas, en el vaivén de mi barcaza errante
Sobre este mar de extensiones infinitas.

V.LH.M.

Con “ciencia”

Los influjos ferales de los cuerpos celestes,
Han influenciado y trazado los caracteres,

Que determinan la esencia de mi persona,
Obligandome a engendrar los mas abominables
E impensables actos.

Sucumbo ante la imperiosa necesidad

De probar todas las formas que integran
La vision transfigurada,

Que mi percepcion, en la lucidez del hastié
Reconoce como realidad.

Mutilo, descarno y asesino,

Diluyo y transgredo, con el fin de contemplar la totalidad de la dimensionalidad
Inherente de cada una de las partes,

Que ilusién tan efimera

Pensar, que la dimensionalidad individual

Se puede extrapolar para obtener la dimensionalidad de la totalidad,

Cuando la realidad es adimensional

Y resulta estar situada en el objeto de confluencia

De todas las lineas de cognicidn,

Lo que la naturaleza de mi humanidad reconoce como conciencia.
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1. Resumen

La diferenciacion sexual del cerebro es un proceso que depende en gran medida de
la accidn organizacional de las hormonas esteroides. Se han detectado una gran cantidad de
compuestos ambientales con actividad enddcrina, dentro de los cuales destacan el bisfenol
A y la atrazina cuyos efectos no han sido totalmente caracterizados. Se desconoce el efecto
de la administracion de bisfenol A y atrazina durante el periodo critico de la diferenciacién
sexual del cerebro sobre el contenido del receptor a progesterona (RP) y del receptor a
estrogenos (RE) en el sistema nervioso central (SNC) de la rata adulta.

En este trabajo se estudiaron los cambios en el contenido de las isoformas del RP:
RP-A y RP-B y del RE: RE-a y RE-B en el hipotdlamo y el drea predptica de ratas hembra
Sprague Dawley adultas administradas con bisfenol A (40 y 80 mg/kg) y atrazina (40
mg/kg) durante el periodo critico de la diferenciacion sexual del cerebro en el dia 3
postnatal. Las ratas se sacrificaron a las 10 semanas postnatales, se disectaron el hipotdlamo
y el drea predptica y mediante la técnica de Western Blot se detectaron RP-A, RP-B, RE-a
y RE-B. En el hipotdlamo se observé un incremento significativo en el contenido del RE-a
en las ratas tratadas con bisfenol A (40 mg/kg). El contenido del RE-B y de las isoformas
del RP no presenté cambios significativos con ninguno de los tratamientos. En el area
predptica se observé un incremento significativo en el contenido del RE-B en las ratas
tratadas con atrazina sin cambios significativos en el contenido del RE-a y del RP. Nuestros
datos muestran que la administracién de bisfenol A y atrazina durante la diferenciacion
sexual del cerebro modifica el contenido de las isoformas del RE (a y P respectivamente)

mas no del RP en el hipotdlamo y el drea predptica de la rata adulta.



2. Introduccion

Las hormonas esteroides sexuales son cruciales en la diferenciacion sexual del
cerebro. Muchos de los efectos de las hormonas sexuales estdn mediados por receptores
intracelulares especificos que funcionan como factores de transcripcion dependientes de
ligando (Camacho-Arroyo, 2003). La presencia de compuestos parecidos a las hormonas
sexuales en nuestro ambiente ha causado un incremento en las enfermedades del sistema
neuroenddcrino asociado a la reproduccién (Kavlock, 1996). Entre estos compuestos estdn
el bisfenol A y la atrazina cuyos efectos no han sido totalmente caracterizados por lo que en
este trabajo se estudiaran los efectos de la administracién de estas sustancias en el periodo
critico de la diferenciacion sexual del cerebro sobre la expresion de los receptores a

estrégenos y a progesterona en el sistema nervioso central (SNC) de la rata adulta.



3. Antecedentes

3.1 Estructura y funcién de las hormonas esteroides

Las hormonas esteroides son lipidos no saponificables hidrofébicos, solubles en
disolventes orgédnicos y cuya estructura consiste en un nucleo tetraciclico al cual se le
denomina ciclo pentanoperhidrofenantreno debido a que presenta tres anillos de seis
atomos de carbono (perhidrofenantreno) y un anillo de cinco dtomos de carbono (ciclo
pentano) (Knobil et al., 1988).

Las hormonas esteroides regulan multiples procesos biolégicos en los mamiferos, entre los
que destacan la homeostasis hidroelectrolitica, las respuestas al estrés y la funcién
reproductiva; ademds de regular distintas conductas. Todas las hormonas esteroides, con
excepcion del dcido retinoico, se derivan del colesterol, a partir del cual se forma la
pregnenolona, que funciona como el principal intermediario para la sintesis de la mayoria
de las hormonas esteroides. Los esteroides con 21 4tomos de carbono se dividen en
pregnanos, glucocorticoides y mineralocorticoides, mientras que los de 19 y 18 dtomos se

denominan androstanos y estranos, respectivamente (Fig. 1).

La progesterona y el estradiol son producidos principalmente en el ovario, mientras
que los andrégenos en su mayoria son sintetizados por los testiculos. Estas hormonas
regulan principalmente las funciones reproductivas de los mamiferos, por lo que son

conocidas como hormonas sexuales (Gonzalez-Arenas et al., 2001) (Tabla 1).

Las hormonas esteroides tienen una velocidad de recambio elevada y no se
almacenan sino una vez que son secretadas pasan al torrente sanguineo donde pueden
circular libres o unidas a proteinas plasmadticas, tales como albimina (cuando el enlace es
inespecifico y poco afin) o las globulinas (cuando el enlace es de gran especificidad y de

gran afinidad) (Wilson y Foster, 1992).



Cuolesternl Pregnenolona Progesterona
CH- CH-
| |
o=0 =0
I 2 I
—_————
> y
H o o
3 CH- 3 CH-
| |
Ca-Pregnano =0 =)
% ! ¥ ﬁOH ¥ EOH
—_————
2
r e iy
HO
17a Hid roxi 17Ta Hidroxi
4 pregnenclona 4 progesierona
f
0] i
5 - |
- .
© HO
Delndrueplandrostewna Androstenediona I
6 I
.q
—_———
s
© Hi
Tesiosierona Esiradiol

Fig.1. Sintesis de los principales esteroides. 1)20,22 desmolasa; 2) 3B-OH-esteroide
deshidrogenasa, 3)17o-hidroxilasa; 4)17, 20-esteroide liasa; 5) aromatasa; 6) 17B-OH-esteroide
deshidrogenasa. En el recuadro se encuentra la estructura del pregnano al igual que las letras con las

que se denominan a cada uno de los anillos de la estructura principal de las hormonas esteroides

(Gore-Langton et al., 1988).
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El higado es el 6rgano principal para el metabolismo de las hormonas esteroides

(Greenspan et al., 1998). Los efectos de las hormonas esteroides ocurren a corto, mediano y

largo plazo debido a que éstas tienen diversos mecanismos de accién (Camacho-Arroyo et

al., 1995).

Tabla 1. Funcién y lugar de sintesis de las hormonas esteroides (Gonzélez-Arenas et al., 2001).

Lugar de sintesis

Funcion

Ovario, placenta, SNC

Preparacion del endometrio
para la implantacion del
ovulo fertilizado.
Mantenimiento del embarazo.
Desarrollo de la glandula
mamaria.

Regulacion de diversas
actividades en el SNC.

Corteza adrenal

Regulacion de las respuestas
al estrés.

Modulacion del metabolismo
de glucosa y la glucogénesis.

Hormona
Progestinas
(Progesterona) C!\H 3
0
Glucocorticoides .
(Cortisol, cortisona y (I,H ,OH
corticosterina) c=0
-OH
O
Minerlacortcodes g1 o
(Aldosterona y {2
11-desoxicorticosterona)

=0

OH ;- OH

Corteza adrenal

Metabolismo hidroelectrolitico.
Retencion de sodio y excrecion
de potasio.

0
Androgenos
(Testosterona,
dihidrosterona,
dehidroepiandrosterona) OH Conducta sexual y fenotipo
Testiculo masculino.
Espermatogénesis.
(9] :
H
Estrigenos

(Estradiol y estrona)

H

OH

Ovario, placenta, SNC

Diferenciacion sexual del
cerebro.

Conducta sexual femenina,
Maduracion ésea.
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3.2 Receptores a hormonas esteroides

Los receptores nucleares son factores de transcripcién inducidos por ligando que
regulan especificamente la expresion de genes blanco. Pertenecen a esta superfamilia los
receptores a hormonas esteroides cuyos miembros coordinan la morfogénesis y la
homeostasis (Kastner et al., 1990). Se han identificado tres tipos principales:

x  Los receptores de tipo I, también conocidos como cldsicos o esteroides, entre los que se
encuentran los receptores a: progestinas (RP), estrégenos (RE), andrégenos (RA),
glucocorticoides (RG) y mineralocorticoides (RM), los cuales se encuentran unidos a
proteinas de choque térmico en ausencia de ligando manteniéndose inactivos. Una vez
activados ejercen su accion mediante la interaccion con elementos de respuesta a hormonas
(HRE), que son secuencias palindromicas ubicadas en la regién promotora de los genes
blanco especificos.

x  Los receptores de tipo II, entre los que se encuentran los receptores a: hormonas
tiroideas (RT), dcido retinoico trans (RAR), 4cido retinoico 9-cis (RXR) y vitamina D3
(VDR), estos receptores son capaces de unirse al DNA en ausencia de ligando y ejercen un
efecto de represion en sus promotores, esto es conocido como silenciacion. La interaccion
ligando-receptor provoca la activacion del segundo y la regulacién de genes blanco.

x Los receptores de tipo III, también conocidos como receptores huérfanos, cuyos

ligandos no han sido totalmente caracterizados.

Los receptores a hormonas esteroides contienen seis dominios caracteristicos: en el
extremo N-terminal se encuentra el dominio A/B, la regién de mayor variabilidad entre los
diferentes receptores, tanto en secuencia como en longitud. El dominio A/B permite
diferenciar entre isoformas del mismo receptor y tiene también la funcién de activacion 1
(AF-1), que es una de las regiones con actividad transcripcional del receptor. En la region C
se encuentra el dominio de unién al DNA (DBD), el cual es altamente conservado y esta
constituido por dos dedos de zinc. El dominio D presenta una secuencia variable conocida

como bisagra y contiene una sefial de localizacion nuclear. El dominio E estd localizado
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hacia el extremo carboxilo terminal de la region D; es relativamente largo y funcionalmente
diverso ya que participa en: la unién con el ligando, con proteinas de choque térmico, la
dimerizacion y la interaccion con los cofactores. Esta region contiene también una sefial de
localizacion nuclear y la funcién de activacién 2 (AF-2) que juega un papel importante en
la regulacién de la transcripcion (Tata, 2002; Prieto et al., 2003). En cuanto al dominio F,
existen estudios que muestran que participa en la funcién transcripcional del receptor y en

su unién con agonistas y antagonistas (Schwartz et al., 2002) (Figura 2).

A JcIol E __|F

NLS HSP/NLS
AF-1 AF-2
ISOFORMA DIMERIZACION ——

Fig. 2. Dominios funcionales de los receptores a hormonas esteroides. A-E dominios funcionales

de los receptores a hormonas esteroides. AF: funcién de activacién, DBD: dominio de unién al

DNA, LBD: dominio de unién al ligando (Prieto et al., 2003).

3.2.1 Estructura y funcién del receptor a progesterona

El RP es un factor de transcripcion que regula la expresion de genes a través de la
interaccién con secuencias especificas en el DNA (elementos de respuesta hormonal;
HRE).

Se ha detectado la presencia del RP en diferentes tejidos del aparato reproductivo de
distintos grupos de vertebrados (aves, reptiles, roedores, conejos, perros, vacas, primates),
asi como en distintas areas del cerebro tales como el hipotdlamo ventro-medial, el area

predptica, la corteza frontal, el hipocampo, el bulbo olfatorio, el cerebelo (Warembourg et
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al., 1989; Camacho-Arroyo et al., 1998; Guerra-Araiza et al., 2002; Camacho-Arroyo 1.,
2003).

El mecanismo general de accion del RP activado por la progesterona es el siguiente:

En ausencia del ligando especifico, el RP se encuentra transcripcionalmente inactivo
formando complejos oligoméricos con proteinas de choque térmico como las Hsp (70, 90,
59) (Beato, 1987; Chambraud et al, 1990; Schowalter et al., 1991). Cuando la hormona
circulante entra por difusion a través de las membranas citopldsmica y nuclear (Litwack et
al., 1992), se une al receptor provocando cambios conformacionales que promueven la
fosforilacion de éste y la disociacion de las Hsp (Allan et al., 1992; Mirashi et al., 1987;
Pasanen et al., 1999; Clemm et al., 2000).

El receptor fosforilado presenta una alta afinidad por sitios en el DNA denominados
elementos de respuesta a progesterona, la unién del RP activado a su elemento de respuesta
permite reclutar factores de transcripcion hacia la region promotora para iniciar y regular la
sintesis del RNAm (Mahesh et al., 1996; Beato et al., 1989). Una vez que se ha llevado a
cabo la transcripcion del gen, el RP y la maquinaria transcripcional se desensamblan del
gen blanco y el receptor regresa a la fase de inactivaciéon (Rodriguez et al., 1990) (Fig. 3).

El RP es regulado a la alta por estrogenos y a la baja por progesterona en muchos
tejidos blanco, como el utero y el hipotdlamo de ratas hembras, sin embargo, no hay
induccién en el hipotdlamo de ratas macho lo que sugiere un dimorfismo sexual en la
regulacién del RP (Graham et al., 1997; Camacho-Arroyo et al., 1994; Mendoza-Rodriguez
et al., 1999; Camacho-Arroyo et al., 1998; Guerra-Araiza et al., 2002; Camacho-Arroyo 1.,
2003).

En algunas especies de vertebrados (aves, roedores y primates) se han identificado
dos isoformas del RP denominadas A (79,000-94,000 Daltones) y B (108,000-120,000
Daltones; Schrader et al., 1981; Horwitz et al., 1996; Guerra-Araiza et al., 2000; Camacho-
Arroyo 1., 2003).

En el ser humano (Kasnter et al., 1990) y en la rata (Kraus et al., 1993) las
isoformas del RP son originadas por distintos mensajeros, mientras que en las aves se

originan por un procesamiento alternativo de un mismo RNAm (Connely et al., 1989).
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Estudios bioquimicos indican que ambas isoformas tienen la misma afinidad tanto por la

progesterona como por el elemento de respuesta a progesterona (Christensen et al., 1991).

Union de la P, al RP
Dimerizacion

Fosforilacion

MTB
Reclutamiento de la maguinaria
SRC-1
SMRT Basal de transcripcion

Interaccion con el ERP

Modulacion dela
transcripcion

Sintesis de m BRIV A

Fig. 3 Mecanismo general de activacion del RP por su ligando. La progesterona (P4) entra al
nucleo y se une a su receptor. Esta unién produce un cambio conformacional en el receptor que
aumenta su afinidad al DNA y asi el complejo ligando-receptor interactia con secuencias
especificas llamadas elementos de respuesta a progesterona (ERP) lo cual modifica la transcripcién
del gen blanco. Proteinas de choque térmico (HSP 59, 70, 90); maquinaria basal de transcripcién
(MTB); coactivador de receptores a esteroides (SRC-1); silenciador mediador para el receptor de
hormonas tiroideas y dcido retinoico (SMRT); proteina de unién a TATA (TBP) (Giangrande et al.,
1997).
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3.2.2 Regulacion de la expresion del receptor a progesterona en el sistema nervioso

central

Se ha reportado la expresion del RP en diversas regiones cerebrales como el tdlamo,
el hipotdlamo, el area predptica, el hipocampo, el cerebelo, la corteza cerebral, la amigdala
y el tallo cerebral (Camacho-Arroyo et al.,, 1994; Cerbon et al., 1989; MacLusky y
McEwen, 1978, Kastrup et al., 1999). Se ha detectado la presencia del RP desde etapas
embrionarias en el hipotdlamo de roedores de ambos sexos, su expresion diferencial en
distintas regiones cerebrales, asi como su modificacién a lo largo del desarrollo (Wagner et
al., 1998; Brown et al., 1990), en diferentes condiciones hormonales como sucede durante
los ciclos estral, menstrual o en animales ovariectomizados tratados con E, o P4 (Camacho-
Arroyo et al., 1998, Bethea et al., 1998, Guerra-Araiza et al., 2000).

En la mayoria de los tejidos estudiados se ha observado que la expresion del RP esta
regulada de manera positiva por estrogenos y de manera negativa por P4. La regulacién por
estrogenos sucede principalmente a nivel transcripcional y estd mediada por elementos de
respuesta a estrogenos localizados en la region promotora del gen del RP o en regiones
intragénicas del mismo (Kraus et al., 1993; Savouret et al., 1991). En el SNC de la rata la
expresion del RP es inducida por estrogenos en el hipotdlamo, el drea predptica y el
hipocampo, mientras que dicha induccién no sucede en la amigdala y el cerebelo (Cerb6n
et al., 1989; MacLusky y McEwen, 1978; Camacho-Arroyo et al., 1998; Camacho-Arroyo
L., 2003).

Una degradacion dependiente de ligando ha sido reportada para el RP y el RE en
varios tipos celulares, siendo el incremento de la fosforilacién lo que marca al receptor para
su degradacién via el sistema ubiquitina proteosoma 26S (Camacho-Arroyo et al., 2002).
Recientemente se demostré que el RP y el RE son degradados de manera tejido especifica
por el proteosoma 26S en el cerebro de la rata en condiciones fisioldgicas (Villamar-Cruz et

al., 2006).

La tasa de expresion de las isoformas del RP varia de manera tejido-especifica, en
respuesta a los estimulos hormonales y de acuerdo a la etapa del desarrollo en la que se

encuentre el organismo, sin embargo se ha reportado que hay una expresion diferencial
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entre las isoformas del RP, ya que se ha encontrado que para la corteza cerebral, el area
predptica y el hipotdlamo la isoforma predominante en la rata recién nacida es la RP-B,
pero esta expresion se modifica al rededor del dia 12, cuando la isoforma predominante es
la RP-A (Kato et al., 1993).

En el hipotdlamo de ratas ovariectomizadas, la expresiéon de ambas isoformas del
RP fue inducida por estrégenos y reducida por P4, y en el area predptica éstos cambios s6lo
se presentaron en RP-B, mientras que en hipocampo la isoforma que present6 inducciéon
con estrogenos fue RP-A, sin que la P, tuviera efectos en la expresion de ambas isoformas
(Camacho-Arroyo et al., 1998). En condiciones fisioldgicas como en ciclo estral, RP-B fue
predominante en el hipotdlamo y en el drea predptica, mientras que en el hipocampo no se
detect una diferencia importante entre la expresion de las dos isoformas a nivel del RNAm

(Guerra-Araiza et al., 2000).

3.2.3 Estructura y funcién del receptor a estrégenos

La mayoria de las acciones fisiologicas de los estrégenos estin mediadas por
receptores nucleares que actian como factores de transcripcién activados por la unién del
ligando (Beekman et al., 1993). El receptor a estrogenos (RE) es también miembro de la
superfamilia de los receptores nucleares. Existen dos tipos de receptores nucleares
estrogénicos conocidos REa y RE, estos, exhiben la organizacion caracteristica de los
dominios de los receptores nucleares que incluyen un dominio variable de transactivacion
N-terminal (AF-1), una regién para la unién al DNA altamente conservada con dedos de
zinc y un dominio de unién a la hormona C-terminal. El LBD es multifuncional y ademés
tiene un sitio de reconocimiento al ligando conteniendo las regiones para la dimerizacién
del receptor y transactivacion dependiente del ligando (AF-2).

Ambos receptores unen estrogenos con la misma alta afinidad y se unen a los
mismos elementos de respuesta en el DNA (Fig. 4). Existen diferencias significativas en la
region de la proteina responsable de las interacciones con la maquinaria transcripcional, lo
que sugiere diferentes mecanismos de activacidon transcripcional (Kuiper et al., 1998;
Wilson et al., 2002). Estas isoformas son codificadas por genes diferentes compartiendo la

misma regionalizacién funcional y el 45% de homologia (Ogawa et al., 1998; Gustafsson,
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J.A., 2000). El REa es una proteina de 65 kDa (595 aminodcidos, aa) y se expresa
principalmente en mama, utero, cerebro, hipéfisis y ovario. El gen de REB codifica para
dos isoformas, una de 55 kDa (485 aa) y otra de 60 kDa (530 aa), las cuales se expresan
principalmente en rifién, timo, pulmén, bazo, cerebro, prostata, testiculo, ovario, sistema
digestivo, vejiga y glandula mamaria (Enmark et al., 1997; Moore et al., 1998; Hall et al.,
1999).

A/B C D E F
| | | | 1 ]
I | | | | |
| 546 636 933 aa
Bl
AUG AUG,
IF]AFI DBDJAE2| LBD | RP-A

AKEHEDBD{D| LBD |F RE-at

AfarfpBpp| 18D |F RE-B

16.5% 95.5% 28.9% 53.5% Homologia

Fig. 4. Comparacion de las estructuras de las isoformas del RE: REa. y REP y del RP: RP-A y RP-
B. A-F dominios funcionales de los receptores a hormonas esteroides. AF: funcién de activacion,

DBD: dominio de unién al DNA, LBD: dominio de unién al ligando.

De manera general el mecanismo de accién del RE activado por estrégenos es
similar al de la Py,

Algunos experimentos sugieren que algunos compuestos estrogénicos se comportan
diferencialmente con los RE (Paech et al., 1997), esta observacién y el hecho que los RE
heterodimerizan sugiere que la actividad de los compuestos estrogénicos dependerd en

parte del contenido de REa, REP o ambas (Shughrue et al., 1998).
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3.2.4 Regulacion de la expresion del receptor a estrogenos en el sistema nervioso

central

El RE se ha localizado en diversas dreas y tipos celulares del SNC en diferentes
especies. El RE ha sido detectado en diencéfalo de ratas hembras y machos en diversas
etapas del desarrollo, presentando un patrén de distribucién del REa y del REP diferente
entre ambos sexos; en el drea predptica y en el hipotdlamo el RE presenta un patrén de
expresion diferencial tejido-edad y sexo especifica, siendo mayor la expresion en hembras
que en machos (Yokosuka et al., 1997; Simerly et al., 1990; Shughrue et al., 1997).

En general REa se expresa altamente en el nucleo anteroventral periventricular,
preéptico medio, arcuato, ventromedial y amigdala; mientras que REP se expresa
principalmente en la corteza cerebral, en el hipocampo, el nicleo predptico periventricular,
el nicleo de la cama de la estria terminal, el nicleo paraventricular y supradptico (Wilson
et al., 2002).

En el tallo cerebral, el locus coeruleus y el nicleo parabraquial REa presenta una
mayor expresion en hembras que en machos y esta diferencia no se observa para REf
(Zhang et al., 2002; Saleh et al., 2002), en el nicleo hipogloso, en el nucleo del tracto
solitario y en niicleo motor dorsal del vago RE presenta una mayor expresion en hembras
que en machos (Schlenker et al., 2006).

En cultivos neuronales provenientes de la neocorteza, el hipocampo, el area
predptica y la medula espinal, se ha observado que se expresan ambas isoformas del RE en
colocalizacion con acetilcolina (Hosli et al., 1999; Hosli et al.,, 2000). En estudios de
inmunolocalizacién en tejido humano se observé que en la corteza hay expresion de RER
mads no asi de REq, en oligodendrocitos existe la presencia de ambos, en la capa molecular
del cerebelo solo hay presencia de REP y en las células de Purkinje solo de REq, mientras
que en el hipocampo s6lo se encontré6 REq, en células ependimales de la medula oblongata
se encontr6 la presencia de REP (Taylor et al., 2000). Ademds se ha relacionado la
expresion de las isoformas del ER con sitios muscarinicos, colinérgicos, nicotinicos,
influyendo también con otros sistemas de neurotransmisores tales como las monoaminas y

otros neuropéptidos (Hosli et al., 1999).

19



De manera general el RE es regulado a la baja por E,, sin embargo, en tejidos como
el hipocampo la regulacion depende de la isoforma del receptor (Wang et al., 1999;

Mendoza-Garces L., 2003).

3.3 Diferenciacion sexual del cerebro

La diferenciacion sexual del cerebro es el proceso durante el cual las hembras y los
machos experimentan transformaciones celulares y anatémicas que determinan diferencias
en la fisiologia cerebral en ambos sexos. Esto depende en gran medida del medio hormonal
en el cual esté en contacto el cerebro durante un periodo critico de su desarrollo (Gorski,

1968).

El proceso de diferenciacion sexual es la consecuencia de la accién organizacional
de las hormonas esteroides, es decir, los estrégenos o los andrégenos aromatizables en
zonas especificas del cerebro. Asi, se han encontrado una gran cantidad de diferencias
morfolégicas y funcionales entre diversos nucleos del hipotidlamo, amigdala y estria
terminal. Ademds, existen diferencias sexuales en el espesor de varias regiones en la
corteza cerebral y en el nimero de neuronas en el esplenio del cuerpo calloso, y de
neurotransmisores, neuropéptidos y neuroreguladores (Arnold & Gorski, 1984; Herrera-

Gutierrez et al., 2005).

Se ha establecido que la exposicion perinatal a estradiol derivada de la
aromatizacion de la testosterona es responsable de la organizacion cerebral en machos y
hembras (Arnold, 1984). En condiciones fisiol6gicas las hembras de mamiferos en
desarrollo presentan ovarios generalmente quiescentes ademds de proteinas plasmaticas que
unen estrogenos con alta afinidad, asi el desarrollo normal del cerebro y del tracto
reproductivo ocurre en ausencia de estrogenos. En contraste, el cerebro del macho estd
expuesto a altos niveles de estrogenos sintetizados localmente a través de la aromatizacién
de la testosterona testicular. Estas diferencias sexuales en la sintesis y exposicion hormonal
resultan en el desarrollo de diferentes circuitos neuroanatomicos, funciones

neuroenddcrinas y comportamientos entre machos y hembras (Patisaul et al., 2006).
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Recientemente se ha verificado la importancia de la a-fetoproteina en la proteccion de los
fetos hembra de la desfeminizaciéon o masculinizacién mediante la unién de estradiol
circulante de la madre o de fetos macho vecinos (Bakker et al., 2006). La a-fetoproteina es
una glicoproteina que se produce en grandes concentraciones durante la vida embrionaria
por los hepatocitos y en menor medida por el tracto gastrointestinal y el rifion (De Mees et

al., 2006).

Se ha caracterizado el periodo critico de la diferenciaciéon sexual del cerebro en
muchas especies. En roedores, este periodo abarca desde los cuatro o los tres ultimos dias
de la gestacion hasta los primeros cinco dias de vida postnatal (Gorski, 2002). Algunos
autores han demostrado que este periodo puede extenderse hasta los primeros 18 dias de
vida extrauterina (Cooke et al., 1998; Herrera-Gutierrez et al., 2005). En este periodo
ocurre una serie de cambios en el eje hipotdlamo-hip6fisis que determinan el aumento de la
concentracion de hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona leutinizante (LH) sérica,
la FSH induce la actividad enzimética de la aromatasa en el ovario, lo que se traduce en la
liberacion de estrégenos, hacia el dia 10 los niveles de a-fetoproteina sérica disminuyen y
por tanto aumenta la concentracién de estrogenos libres en la circulacién y en el SNC lo
que permite que los estrégenos ejerzan sus acciones inhibidoras sobre el eje hipotdlamo-

hipdfisis (Ojeda et al., 1994).

Asi, cambios en el medio hormonal durante este periodo pueden afectar el
desarrollo reproductivo y provocar cambios en la organizacidn cerebral en la vida adulta.
Los compuestos ambientales con actividad enddcrina administrados durante este periodo
tienen el potencial de afectar irreversiblemente el desarrollo del sistema enddcrino-
reproductivo, lo cual resulta en una disfuncién reproductiva en los adultos (Masutomi et al.,
2003). Se han caracterizado los efectos de algunos compuestos ambientales (metoxicloro,
genisteina, diisononil ftalato, clorotriazinas, DDT, vinclozolina, fenitrotion, etc.) con
actividad tanto estrogénica como anti-androgénica en roedores administrados tanto por via
oral o por inyecciéon durante el periodo critico de diferenciacién, resultando en una
induccion de anormalidades morfoldgicas en el tracto reproductivo de la hembra, asi como,

alteraciones en los testiculos epididimo y/o prdstata en los machos (Delclos et al., 2001;
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Yoshida et al., 2001), alteraciones en el volumen del nicleo sexualmente dimérfico del area
predptica y en la respuesta de la hipdfisis a la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH), alteracién de la distancia anogenital y del inicio de la pubertad, asi como, del

comportamiento reproductivo (Masutomi et al., 2003; Kitamura et al., 2005).

En ratas hembra desfeminizadas por el tratamiento hormonal con E; y testosterona
durante el periodo critico de la diferenciacion sexual del cerebro se observé que el
contenido del RNAm del RP aumentaba a corto plazo (3 horas) tanto en el 4rea predptica
como en el hipotdlamo, mientras que la induccién del RNAm del RP en respuesta a E;
después de la apertura vaginal disminuia en el hipotdlamo pero no en el area predptica. Asi
mismo, se observd la disminucién de células inmunoreactivas a RP tanto en el area

predptica como en el hipotdlamo (Arrieta, et al. 2003).

3.4 Agentes estrogénicos ambientales

Los compuestos con actividad enddcrina son una preocupacion creciente entre el
publico en general y han sido objeto de un largo debate, hasta ahora cientos de compuestos
han sido identificados con actividad enddcrina potencial, principalmente por su capacidad
de unirse al RE in vitro e iniciar la transcripciéon (Kuipier et al., 1998). Las afinidades
relativas de unién de estos compuestos por RE son extremadamente bajas (de 1/1000 a
1/1000000 de la del 17B-estradiol), sin embargo tanto compuestos naturales como
sintéticos han demostrado evocar respuestas bioldgicas en un gran nimero de especies

animales (Patisaul et al., 2006).

3.4.1 Bisfenol A

El bisfenol A (2,2-bis-4-hidroxifenil propano) es uno de los compuestos ambientales
mds comunes con actividad endécrina (Fig. 5). Se sabe que tiene actividad tanto
estrogénica como antiandrogénica tanto in vitro como in vivo (Sohoni et al., 1998) y
recientemente se demostré que es un antagonista de la accién del receptor a hormonas

tiroideas (Zoeller R.T., 2005). El bisfenol A es un xenoestrégeno usado en la manufactura
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de plasticos policarbonados y resinas epoxicas de las cuales una gran variedad de productos
son fabricados. Ademads es usado como aditivo en otros tipos de plédsticos como el cloruro

de polivinil (PVC) y el teraftalato de polietileno (PET) (Welshons et al., 2006).

HO OH

Fig. 5. Estructura quimica del bisfenol A (2,2-bis-4-hidroxifenil propano).

Se ha mostrado que una polimerizacién incompleta de estos productos durante la
manufactura y/o una despolimerizacion debida al incremento de la temperatura, resulta en
la dispersiéon del compuesto en el medio en concentraciones que son suficientes para
inducir la proliferaciéon de células reguladas por estrogenos (Biles, 1997). Recientemente
muchos estudios han confirmado niveles detectables de bisfenol A en poblaciones
estadounidenses, europeas y japonesas en orina, liquido amniotico, plasma materno y fetal,

tejido placentario, saliva, y en leche de madres lactantes (Rubin et al. 2006).

En ratas la exposiciéon prenatal a bisfenol A produce una modificaciéon en la
distancia anogenital (un caracter sexualmente dimorfico, siendo los machos los que
presentan una mayor distancia anogenital), aumento en el tamafio prostatico, decremento en
el peso del epididimo, alteracion en la ciclicidad estral y de niveles plasmadticos de la
hormona leutinizante, ademds de una induccién de hiperprolactinemia y alteraciones en la
expresion de RE (Ramos et al., 2003).

Ademas, la exposicion neonatal a bisfenol A activa el comportamiento agresivo,
aumenta los efectos de recompensa dependientes del receptor de dopamina D1 inducidos
por metanfetaminas psicoestimulantes y causa una regulacién positiva de la respuesta
inmune, especialmente de la respuesta de los linfocitos T cooperadores en los adultos
(Yoshino et al., 2004; Suzuki et al., 2003). Mas atn el bisfenol A induce la liberacion de
dopamina de manera no gendmica a través de proteinas de unidén a guanina y canales de
calcio tipo N en cultivos de células PC12 6 feocromocitoma de glandula suprarrenal

(Yoneda et al., 2003).
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El bisfenol A es un agonista estrogénico que puede unirse a ambas isoformas del RE
(Pennie et al., 1998), ademds que a concentraciones bajas puede inducir efectos
estrogénicos rapidos iniciados en la membrana lo que sugiere que su administracién puede

interferir con la sefializacion estrogénica normal.

3.4.2 Atrazina

La atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) es un herbicida de uso
extensivo en la agricultura (Fig. 6). En las plantas el principal modo de accién de la atrazina
es a través de la inhibicion de la fotosintesis, especificamente inhibe la transferencia
electrénica en el sitio reductor del complejo II del cloroplasto (Eldridge et al., 1999). La
exposiciéon en humanos ha sido confirmada y de hecho aproximadamente el 60% de la
poblacién estadounidense estd expuesta a la atrazina (Gammon et al., 2005). Estudios
epidemioldgicos han relacionado la exposicion ambiental y/o ocupacional a la atrazina con
un incremento en la mortalidad y en la incidencia de linfoma de tipo no-Hodgkin
(MacLennan et al., 2003). Sin embargo, los efectos en las funciones celulares en los

mamiferos estdn pobremente caracterizados.

(CH32CH-NH N_ (I
| N
Nz

HN - CHz - CHz

Fig. 6. Estructura quimica de la atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina).

La administracion crénica de atrazina en roedores causa una senescencia prematura
reproductiva, una condicién en la que los ciclos ovéricos regulares son reemplazados por
una persistente cornificacién vaginal y ovarios polifoliculares que determinan la secrecién
continua de estradiol (Cooper et al., 1995). La atrazina también causa una aparicién
prematura de tumores mamarios (Laws et al., 2000). En dosis elevadas (50-300 mg/kg)
suprime los picos de hormona leutinizante y prolactina inducidos por estrégenos (Cooper,

2000), ademas se presenta un incremento en la incidencia de pseudoembarazo caracterizado
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por periodos prolongados de la etapa del diestro, cuerpos liteos grandes presentes en los
ovarios y P4 sérica elevada (Cooper et al., 1996).

Asi mismo se ha reportado una reduccion de los niveles de testosterona y aumento
de los niveles de triiodotironina (Friedmann et al., 2002; Stoker et al., 2002), asi como,
supresion del sistema inmunolégico (Rooney et al., 2003). Se ha demostrado también que
la atrazina reduce la unién del E, a ERot de manera dosis dependiente a través de un

mecanismo no competitivo in vitro (McMullin et al., 2004).

3.4.3 Efectos de la administracion de bisfenol A y atrazina en el sistema nervioso

central

Se ha encontrado que la administracion de atrazina disminuye las concentraciones
de norepinefrina y aumenta las de dopamina en el hipotdlamo (Cooper, 1999). De manera
importante estos cambios en la actividad hipotaldimica y en la secrecién hormonal de la
pituitaria inducidos por atrazina son observados tanto en presencia como en ausencia de
estradiol enddgeno o exdgeno (Stoker et al., 2002). De acuerdo con esta observacion
estudios in vitro en células PC12 mostraron una baja, dependiente de la dosis en los niveles
de dopamina intracelulares y en la liberacién y la concentracién de norepinefrina (Das et
al., 2000), ademads se observé una reduccion en la expresion de la dopamina 3-hidroxilasa
después de la administracion de atrazina.

En ratas la exposicién aguda (100 mg/kg) a atrazina disminuye la tasa de disparo
espontdneo de las células de Purkinje y los potenciales del cerebelo evocados por
estimulacién eléctrica (Podda et al., 1997). La administracion cronica de atrazina modifica
los niveles de monoaminas en la corteza frontal, el estriado, el nicleo acumbens y el
hipotdlamo. Asi mismo se reporté que causa pérdida de células tanto tirosina hidroxilasa
(TH) positivas como TH negativas en el drea tegmental ventral y en la sustancia nigra pars
compacta (Rodriguez et al., 2005).

Recientemente se demostr6 en ratones que la atrazina modifica los niveles de
expresion de los subtipos de somatostatina de manera dimorfica y regionalmente especifica
en dreas del hipotdlamo y la amigdala (Giusi et al., 2006). De manera interesante la

administracién de atrazina no modifica ni la tasa de unién al RE, ni la expresion del RNAm
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del RP por E; en la regién anteroventroperiventricular del hipotdlamo (AVPV) y el area
predptica media (MPOA) a dosis que bloquean los picos de LH en ratas SD (McMullin et
al., 2004).

En roedores la administracién de bisfenol A durante el periodo pre- o postnatal
incrementa la expresion del RNAm de REa en el hipotilamo medio basal de hembras
prepuberes y en la hipéfisis anterior de machos (Khurana et al., 2000), ademads interrumpe
la diferenciacion sexual del locus coeruleus (Kubo et al., 2003). Se ha demostrado que la
administracion de bisfenol A en ratas adultas induce de manera efectiva la expresion de las
isoformas de RP en el nicleo ventromedial del hipotdlamo y el drea predptica (Funabashi et
al., 2003). Asi mismo se ha reportado que la administraciéon prenatal de bisfenol A
incrementé la expresion del RNAm del REP en el drea predptica de ratas macho adultas
(Ramos et al., 2003). Recientemente se demostré que dosis bajas de bisfenol A (25 ng a
250 pg) disminuyen el nimero total de células inmunoreactivas tanto a TH (cuya expresion
es sexualmente dimérfica siendo mayor en hembras que en machos), como, de células que
coexpresan TH y REa en el drea predptica anteroventral periventricular de ratas y ratones

hembras y machos (Rubin et al., 2006; Patisaul et al., 2006)
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4. Planteamiento del Problema

Se han caracterizado muchos de los efectos fisiologicos del bisfenol A y la atrazina
sobre el SNC, sin embargo, se desconocen los efectos sobre el contenido de las isoformas
del RP y del RE a nivel de la proteina en diferentes regiones cerebrales como el édrea
preodptica, el hipocampo, el hipotdlamo y la corteza cerebral de la rata adulta cuando se

administran durante el periodo critico de la diferenciacién sexual del cerebro.

Esta informacién es importante para conocer los mecanismos por los cuales el
bisfenol A y la atrazina ejercen sus efectos sobre el SNC, ya que se ha demostrado que las
hormonas esteroides sexuales son cruciales en la diferenciacién sexual del cerebro y que
muchos de los efectos de las hormonas sexuales estdn mediados por sus receptores
intracelulares especificos. Por lo que en el presente proyecto se estudié el efecto de la
administracion de bisfenol A y atrazina en el periodo critico de la diferenciacion sexual del
cerebro sobre el contenido de las isoformas del RE y RP a nivel de la proteina en el SNC de

la rata adulta, usando la técnica de Western Blot.
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5. Hipoétesis

La administracién de bisfenol A y atrazina durante la etapa de la diferenciacion
sexual del cerebro modificard el contenido de las isoformas del RP y del RE en el cerebro

de la rata adulta.

6. Objetivos

Objetivo General: Conocer los efectos de la administracion de bisfenol A y de atrazina
durante la diferenciacion sexual del cerebro sobre el contenido del RP y del RE en el

hipotalamo y el drea predptica de la rata adulta.

Objetivos Especificos:
Determinar la isoforma predominante del RP y del RE en las diferentes regiones cerebrales
de la rata adulta después de la administracién de bisfenol A y atrazina durante el periodo

critico de la diferenciacidon sexual del cerebro.

Caracterizar los efectos tejido-especificos de la administracién de bisfenol A y atrazina

sobre el contenido del RE y RP en el cerebro de la rata.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Animales de Experimentacion

Se utilizaron ratas hembra recién nacidas de la cepa Sprague Dawley (10 g). Al dia
3 postnatal las ratas fueron asignadas de manera aleatoria a los siguientes tratamientos via
subcutdnea (n=4): 1) bisfenol A (40 mg/kg); 2) bisfenol A (80 mg/kg); 3) atrazina (40
mg/kg); 4) vehiculo (propilenglicol); 5) control (benzoato de estradiol); 6) machos intactos.
Se utiliz6 benzoato de estradiol como control debido a que se conocen los efectos de la
desfeminizacion por estradiol sobre la expresion del RE y del RP en el hipotdlamo y el area
predptica, ademds se utilizaron ratas macho intactas para comparar los cambios sobre el

patrén de expresion de los receptores en las ratas hembra tratadas.

Las ratas fueron alimentadas por sus madres hasta el destete, posteriormente se
separaron a las ratas inyectadas de sus madres, manteniéndose bajo un ciclo luz:oscuridad

12:12 con agua y comida “ad libitum’”.

A las 10 semanas de edad en la etapa adulta se determind el ciclo estral mediante
frotis vaginales clasificindolas de acuerdo a la citologia: diestro (leucocitos), proestro
(células epiteliales nucleadas), estro (células epiteliales cornificadas), metaestro (leucocitos
y células epiteliales cornificadas). Se sacrificaron a los animales por decapitacion en estro
(ya que el benzoato de estradiol utilizado como control positivo de desfeminizacién arresta
el ciclo estral en estro) e inmediatamente se disecaron los diferentes tejidos cerebrales: drea
predptica, hipocampo, hipotdlamo, y corteza, manteniéndolos a -70°C, para su posterior

procesamiento.

7.2 Extraccion y cuantificacion de proteinas totales

Se homogenizaron los diferentes tejidos en buffer de lisis con una solucion de

inhibidores de proteasas (Tris-HC1 10 mM, ditiotreitol 1 mM, glicerol al 30%, triton al 1%,
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Azida de sodio 15 mM, EDTA 1mM, leupeptina 4 pug/ml, aprotinina 22 pug/ml, PMSF

ImM, ortovanadato de sodio ImM), en una relacién de 1 ml de buffer/1 g de tejido a 4°C.

Las muestras homogenizadas fueron centrifugadas a 15000 rpm, durante 15 min, a
4°C para obtener en el sobrenadante las proteinas totales. La concentracion de proteinas se

determind mediante el método de Bradford.

7.3 Western Blot

Las proteinas totales de cada regi6on se separaron por electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 7.5% a 80 V durante 2 horas.
Cada muestra se prepar6 con buffer de carga (tris 0.5 M pH 6.8, glicerol al 10%, SDS al
2%, B — mercaptoetanol al 5%) en un volumen 1:1, las cuales se hirvieron durante 5 min,

para posteriormente depositarse en los geles.

Las proteinas separadas electroforéticamente fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa a 15 v por 1 hora en una cdmara semihimeda. Las membranas fueron
bloqueadas durante 2 horas a temperatura ambiente con una solucién de leche descremada

en polvo al 5% y albimina al 0.5% en TBS.

Las membranas fueron incubadas durante dos horas a temperatura ambiente con
anticuerpo primario (1:250; Santa-Cruz, sc-810 que reconoce a las isoformas del RP; sc-
6821 que reconoce al RE; sc-8002 que reconoce a REa). Las membranas fueron lavadas

con TBS-Tween 3 veces por 5 min.

Posteriormente las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario
conjugado a peroxidasa (1:3000; Santa-Cruz, sc-2005). Para determinar la presencia de los
receptores se utilizé un método de deteccion (quimioluminiscencia potenciada) de alta

sensibilidad, en el que la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario actia sobre el
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peréxido de luminol en presencia de un potenciador de la reaccién y se detecta una sefial

quimioluminiscente al exponer las membranas a placas radiograficas.

Para corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteina total analizada en
los geles, se determiné el contenido de a-tubulina (control de carga) en cada una de las

muestras en cada experimento.

7.4 Analisis de resultados

Cada placa radiografica fue sometida a un andlisis densitométrico utilizando el
programa Scion Image, para cuantificar el contenido de los receptores, de acuerdo a la
intensidad de cada banda. A los datos obtenidos se les aplicé un andlisis de varianza
(ANOVA) y una prueba post-hoc de Tukey. Se utilizé el programa Prism 2.01 (Graph Pad,

CA) para dicho andlisis.
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8. Resultados

Para determinar el contenido de las isoformas del RP y del RE en el hipotalamo y el
area predptica de las ratas tratadas con bisfenol A y atrazina, se extrajeron proteinas totales
del hipotdlamo y drea predptica de ratas hembra Sprague Dawley adultas. Se realizaron

ensayos de Western Blot como se describi6 en la secciéon de Materiales y Métodos.

En la figura 7 se presenta la deteccion de las isoformas del RP y del RE en el
hipotdlamo. Se detectaron bandas de 110, 80, 66 y 55 kDa correspondientes a RP-B, RP-A,
RE-a y RE-, respectivamente en cada uno de los tratamientos. Como se observa en las

figuras 7 y 8A no hubo cambios significativos en el contenido de las dos isoformas del RP.

El contenido de RE-a increment6 significativamente en el hipotdlamo de las ratas
tratadas con bisfenol A a la dosis de 40 mg/kg en comparacién con el vehiculo, BE y
atrazina (p<0.05). (Figs. 7 y 8B). Los machos presentaron un mayor contenido de RE-a en
comparacion con los distintos grupos de ratas hembra. En el caso del RE-f} se observo un
incremento no significativo en su contenido con los tratamientos de bisfenol A (40 mg/kg)

y atrazina (Figs. 7 y 8B).

En lo que respecta al drea predptica, no se observaron cambios significativos en el
contenido de ninguna de las isoformas del RP (Figs. 9 y 10). Para el caso del RE, el
contenido del RE-f presenté un aumento significativo (p<0.05) después del tratamiento con
atrazina comparado con el BE (Fig. 9 y 10B). En el contenido de RE-a se observé un

aumento no significativo con el tratamiento con atrazina (Fig. 10).
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Figura 7. Ensayo de Western Blot de las isoformas del RP y del RE en el hipotalamo de ratas
adultas tratadas con bisfenol A y atrazina durante el periodo critico de la diferenciacion
sexual del cerebro. Ensayo representativo de 4 experimentos de Western Blot. Se muestra también
un ensayo para O-tubulina que se utiliz6 como control de carga. V: Vehiculo; BE: Benzoato de

estradiol; M: Machos; B40: Bisfenol A (40 mg/kg); B8O: Bisfenol A (80 mg/kg); A: Atrazina.
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Figura 8. Analisis densitométrico del contenido de las isoformas del RP y del RE en el
hipotalamo de ratas adultas tratadas con bisfenol A y atrazina durante el periodo critico de la
diferenciacion sexual del cerebro. Las isoformas del RP (A) y del RE (B) detectadas por Western
Blot se cuantificaron por medio de un andlisis densitométrico y los valores obtenidos se corrigieron
respecto a los de o-tubulina. Las graficas muestran el promedio + E.S. de 4 ensayos. *p<0.05 vs
Veh, BE y Atrazina. V: Vehiculo; BE: Benzoato de estradiol; M: Machos; B40: Bisfenol A (40
mg/kg); B8O: Bisfenol A (80 mg/kg); A: Atrazina.
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Figura 9. Ensayo de Western Blot de las isoformas del RP y del RE en el area predptica de
ratas adultas tratadas con bisfenol A y atrazina durante el periodo critico de la diferenciaciéon
sexual del cerebro. Ensayo representativo de 4 experimentos de Western Blot. Se muestra también
un ensayo para O-tubulina que se utiliz6 como control de carga. V: Vehiculo; BE: Benzoato de

estradiol; M: Machos; B40: Bisfenol A (40 mg/kg); B8O: Bisfenol A (80 mg/kg); A: Atrazina.
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Figura 10. Analisis densitométrico del contenido de las isoformas del RP y del RE en el area
preoptica de ratas adultas tratadas con bisfenol A y atrazina durante el periodo critico de la
diferenciacion sexual del cerebro. Las isoformas del RP (A) y del RE (B) detectadas por Western
Blot se cuantificaron por medio de un andlisis densitométrico y los valores obtenidos se corrigieron
respecto a los de o-tubulina. Las graficas muestran el promedio + E.S. de 4 ensayos. *p<0.05 vs
BE. V: Vehiculo; BE: Benzoato de estradiol; M: Machos; B40: Bisfenol A (40 mg/kg); B8O:
Bisfenol A (80 mg/kg); A: Atrazina.
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9. Discusion

En este trabajo se estudid la expresion de las isoformas del RP y del RE a nivel de la
proteina en ratas adultas hembra después de la administracién de atrazina y bisfenol A

durante la diferenciacion sexual del cerebro mediante el uso de la técnica de Western Blot.

Los resultados obtenidos muestran que tanto el bisfenol A (40 mg/kg) como la
atrazina modifican el contenido de las isoformas del RE de manera tejido-especifica. En el
hipotdlamo las ratas tratadas con bisfenol A (40 mg/kg) presentaron un incremento
significativo en el contenido del RE-a, esto concuerda con lo reportado respecto a que el
bisfenol A induce un aumento en la expresion a nivel del RNAm en el hipotdlamo de ratas

hembra (Khurana et al., 2000).

De manera general los estrogenos regulan a la baja sus receptores, sin embargo
debido a la existencia de coactivadores de RE tejido-especificos y a la baja afinidad del
bisfenol A por el receptor, la activacion de éste podria estar desligada de eventos que
determinan la degradacién del receptor como la fosforilacion (Khurana et al., 2000; Kubo

et al., 2003).

Los machos presentaron un mayor contenido del RE-a en comparaciéon con los
demads grupos de ratas hembra. Esto sugiere que el tratamiento con el bisfenol A durante el
periodo critico de diferenciacion sexual modifica el contenido del receptor adquiriendo un
patrén de expresion mds parecido al observado en los machos (desfeminizacion). Se ha
reportado que el bisfenol A disminuye también el comportamiento sexual (Kubo et al.,

2003).

En el hipotdlamo se observé un incremento en el contenido de RE-f con los
tratamientos de bisfenol A (40 mg/kg) y atrazina que no resultd significativo. Esto se
relaciona con lo reportado previamente en donde el bisfenol A no ejercié efecto alguno
sobre la expresion del RE-B a nivel del RNAm en el hipotdlamo y la hipdfisis de ratas

hembra adultas, en lo que respecta a la atrazina y aunque el cambio no fue significativo, la
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regulacién de la expresion pudiera estar determinada por un mecanismo indirecto (Khurana
et al., 2000; McMullin et al., 2004).

En lo que respecta al contenido del RP no se observaron cambios significativos, de
manera contraria a lo que se habia reportado para el RNAm del RP en diversos nicleos
hipotdlamicos. Se ha observado ampliamente que el aumento en el RNAm no
necesariamente conlleva al aumento de la proteina por lo que el receptor pudiera estar
regulado de manera diferente a nivel transcripcional y a nivel traduccional por el bisfenol A
(Funabashi et al., 2003). En cuanto a la atrazina, se reportd previamente que no presenta
efectos sobre la expresion del RP a nivel del RNAm ni sobre el contenido del receptor

(McMullin et al., 2004).

En el drea predptica las ratas tratadas con atrazina presentaron un incremento
significativo en el contenido del RE-B en comparacién con las tratadas con benzoato de
estradiol. Las ratas tratadas con este dltimo presentaron una disminucién tanto en el
contenido del RP como del RE-a en los tejidos analizados pero no fue significativa, lo que
concuerda con lo previamente reportado (Arrieta, et al. 2003). La atrazina no compite con
el E; por el RE por lo que el mecanismo por el cual la primera induce el aumento del RE-f,
podria deberse a la interaccién con coactivadores dependientes de RE (McMullin et al.,
2004) o por el incremento en la concentraciéon de E, circulante debido a la senescencia

sexual prematura concomitante a la administracion de atrazina (Cooper et al., 1995).

De forma interesante se ha reportado que el bisfenol A induce un aumento en el
RNAm del RE-fB en ratas macho adultas mds no en hembras, lo que coincide con nuestros
resultados para el contenido del receptor. No se observaron cambios significativos en el
contenido del RE-a ni del RP por la administracién de atrazina lo cual concuerda con lo
reportado sobre la expresion del RNAm del RP en el hipotdlamo y drea predptica de ratas
hembra que no fue modificada por la administracion de atrazina (McMullin et al., 2004).
Sin embargo para el bisfenol A se habia reportado una induccién del receptor a nivel del
RNAm del RP que no se observa para la proteina lo que pudiera estar relacionado con lo

ocurrido en hipotdlamo.
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Existen muchas controversias al respecto de las dosis y las afinidades de unién de
los compuestos ambientales con actividad enddcrina. De manera general debido a la baja
afinidad de unién por los receptores se utilizaban dosis extremadamente altas para tratar
animales experimentales. Sin embargo, un gran numero de factores pudieran estar
contribuyendo a aumentar la efectividad de estos compuestos in vivo como son: almacenaje
en grasas, conversion a metabolitos activos, resistencia a la degradacion o baja afinidad de
unién por proteinas séricas. También ha sido ampliamente reportado que dosis altas y dosis
bajas de estrégenos comunmente resultan en efectos opuestos (Takai et al., 2000). En este
trabajo las dosis bajas de bisfenol A y atrazina tuvieron un efecto igual o méas efectivo que

las dosis altas.
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10. Conclusiones

El contenido de las isoformas del RE se modific6 de manera tejido-especifica en el
cerebro de la rata adulta administrada con bisfenol A y atrazina durante el periodo
critico de diferenciacion sexual del cerebro.

En el hipotdlamo el contenido de RE-a aument con el tratamiento de bisfenol A,
mientras que en el drea predptica la isoforma que cambio fue RE-f cuyo contenido
aumento6 con el tratamiento con atrazina.

El tratamiento con bisfenol A y atrazina durante el periodo critico de diferenciacion
sexual del cerebro no modific6 el contenido de las isoformas del RP en el

hipotdlamo y el 4rea predptica de la rata hembra adulta.
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