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Resumen

RESUMEN

En el Sistema Nervioso Central, las hormonas sexuales de origen gonadal
regulan multiples funciones, entre las cuales destacan: la reproduccidn, la conducta
sexual, la memoria, el comportamiento y el suefio. Se ha descrito que las hormonas
ejercen estos y otros efectos a través de la interaccion con sus receptores nucleares
especificos. También pueden incrementar o disminuir el nimero de sus respectivos
receptores, regulando de esta manera sus vias de acciéon. Durante la menopausia
estos procesos se ven alterados debido al cese en la secreciéon de las hormonas

sexuales.

Diferentes farmacos han sido utilizados para contrarrestar los efectos adversos de la
disminucion de hormonas durante la menopausia, denominados terapias de
reemplazo hormonal. Uno de estos farmacos es la Tibolona, la cual ha ayudado a
mejorar los sintomas de la menopausia, ademas de corregir alteraciones en los
procesos cognitivos como la pérdida de memoria. Sin embargo, y a pesar de los
amplios beneficios que ejerce la Tibolona en el Sistema Nervioso Central, se
desconoce el efecto sobre la expresion de los receptores a hormonas sexuales.
Analizar esta regulacion seria fundamental para llegar a identificar y establecer los
posibles mecanismos de la actividad biologica de este farmaco en el cerebro. Por lo
que en este proyecto se estudio el efecto de diferentes dosis de Tibolona sobre la
expresion de los receptores a progesterona, a estrégenos alfa y andrégenos, en el
hipotadlamo, hipocampo, corteza frontal y cerebelo a nivel del ARNm de ratas
ovariectomizadas. El analisis semi-cuantitativo de los transcritos se realizé mediante
la técnica de transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la

polimerasa.
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Resumen

En el hipotalamo y corteza frontal de la rata ovariectomizada se observo un aumento
en la expresion del receptor a progesterona con dosis de 0.1, 1.0 y 10 mg/kg de
Tibolona. Este efecto es semejante en el hipocampo de las ratas ovariectomizadas y

tratadas con 1.0 y 10 mg/kg de Tibolona.

En el hipotalamo de la rata ovariectomizada se observé un aumento en la expresion
del receptor a estrégenos alfa con dosis de 0.1, 1.0 y 10 mg/kg de Tibolona, mientras
que con dosis de 10 mg/kg se observé una disminucion en la expresion del receptor
a estrogenos alfa en el hipocampo, la corteza frontal y el cerebelo de ratas

ovariectomizadas.

Se observé una disminucion en la expresion del receptor a andrégenos con la dosis
de 10 mg/kg de Tibolona en la corteza frontal y el cerebelo de ratas

ovariectomizadas.

Estos resultados nos indican que la Tibolona regula de manera dosis dependiente y
tejido-especifica la expresién de los receptores a hormonas sexuales y nos sugiere
que las acciones de esta hormona puedan estar mediadas por esta regulaciéon en el

Sistema Nervioso Central.
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Abstract

ABSTRACT

In the central nervous system, sexual hormones regulate gonadal origin
multiple functions, among which are: reproduction, sexual behavior, memory,
behavior and sleep. It described that these and other hormones exert effects via
interaction with specific nuclear receptors. They can also increase or decrease the
number of their respective receptors, thereby regulating their way of action. During
menopause, these processes are altered due to the cessation of secretion of sex

hormones.

Different drugs have been used to counteract the adverse effects of declining
hormones during menopause, called hormone replacement therapies. One such drug
is tibolone, which has helped improve the symptoms of menopause, and correct
alterations in cognitive processes such as memory loss. However, whether despite
the wider benefits that tibolone exerts on the central nervous system, the effect on
the expression of sex hormone receptors it is unknown. Analyze this regulation
would be essential in order to trace and establish the possible mechanisms of the
biological activity of this drug in the brain. So in this project the effect of different
doses of tibolone on the expression of the progesterone receptor was studied, alpha
estrogens and androgens in the hypothalamus, hippocampus, frontal cortex and
cerebellum at mRNA level of ovariectomized rats. The semi-quantitative analysis of
transcripts was performed using the technique of reverse transcription coupled to

polymerase chain reaction.

In the hypothalamus and frontal cortex of the rat ovariectomized an increase in
progesterone receptor expression at doses of 0.1, 1.0 and 10 mg / kg of Tibolone was
observed. This effect is similar in the hippocampus and ovariectomized rats treated

with 1.0 and 10 mg / kg of Tibolone.
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Abstract

In the hypothalamus of ovariectomized rat increased receptor expression alpha
estrogen doses of 0.1, 1.0 and 10 mg / kg of Tibolone was observed, while doses of
10 mg / kg decreased expression was observed estrogen receptor alpha in the

hippocampus, frontal cortex and cerebellum of ovariectomized rats.

A decrease in the androgen receptor expression at the dose of 10 mg / kg of

Tibolone in the frontal cortex and cerebellum of ovariectomized rats.

These results indicate that tibolone dose dependent manner regulated and tissue-
specific expression of sex hormone receptors and suggests that the actions of this

hormone may be mediated by this regulation in the central nervous system.
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Introduccion

I. Introduccion

En el sistema nervioso central (SNC) las hormonas sexuales de origen gonadal
(progestagenos, estrégenos y andrdégenos), se encuentran implicadas en la
regulacion de multiples funciones, entre las cuales se destacan: la reproduccidn, la
conducta sexual, la memoria, el comportamiento y el suefio (Guyton y Hall, 2011). Se
ha descrito que las hormonas ejercen estos y otros efectos a través de la interaccion
con sus receptores nucleares especificos (Prieto et al, 2003), y que estos a su vez
pueden ser regulados por su ligando o por otro tipo de hormonas, por ejemplo los
estrégenos aumentan la cantidad del receptor a progesterona, mientras que la
progesterona disminuye la cantidad de los receptores a estrégenos, asi al disminuir
la actividad estrogénica la progesterona inhibe la produccién de sus propios

receptores regulando entre ellas sus efectos fisiologicos (Florez, 2008).

Por otro lado se ha descrito que la disminucién de las hormonas sexuales durante la
menopausia, puede provocar alteraciones en las funciones normales del SNC
reflejandose principalmente en el deterioro de procesos cognitivos y alteraciones
emocionales (Fernandez et al., 2000). Hoy en dia existen diferentes alternativas que
pueden mejorar o aminorar la sintomatologia que conlleva el cese en la secrecion de
hormonas sexuales por parte del ovario, entre las mas comunes y prescritas se
encuentran aquellas que implican el consumo de hormonas sintéticas (estréogenos
y/o estrégenos mas gestagenos), denominadas terapias de reemplazo hormonal
(TRH), las cuales han resultado ser muy efectivas (Gomez-Calcerrada 2012). Sin
embargo, estudios clinicos realizados en mas de 161 000 mujeres ha demostrado
que este tipo de terapias aumenta el riesgo de padecer enfermedades como el cancer
Women's Health Initiative (2010), es por ello que se ha optado por el uso de
farmacos que presentan las mismas ventajas y a su vez reduzcan el riesgo de

padecer este tipo de patologias.
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Introduccion

La Tibolona (TIB) es un farmaco utilizado como TRH que ha demostrado tener gran
efectividad en aliviar los sintomas que acompafian a la menopausia, ademas en un
estudio aleatorio con 4538 mujeres ancianas, disminuyd el riesgo de padecer cancer
de mama y cancer de colon (Cummings et al., 2008). Después de la administracion
oral, la TIB es rapidamente convertida en sus tres metabolitos la 3a y 3§-hidroxi-
Tibolona (3a-OH TIB y 3B-OH TIB), los cuales se les han atribuido propiedades
estrogénicas y el A4-Tibolona (A4-TIB), con propiedades androgénicas vy
progestagenas (Gooyer et al, 2003). Se ha reportado que la TIB mejora el déficit
cognitivo en mujeres premenopausicas Palomba 2008, mientras que en el modelo de
la rata ovariectomizada (OVX), la administraciéon crénica de TIB disminuye la
ansiedad y mejora el aprendizaje (Espinoza-Raya et al, 2012). Por otro lado se ha
reportado que la TIB tiene un efecto neuroprotector en el en el hipocampo de ratas
expuestas a ozono, disminuyendo la muerte neuronal y atenuando el déficit
cognitivo y colinérgico (Pinto-Almazan et al, 2014; Farfan-Garcia et al, 2014). A
nivel de SNC se ha reportado que los metabolitos de la TIB se distribuyen de manera
diferencial en los tejidos cerebrales; siendo la 3a-OH TIB el metabolito mas
abundante en la corteza, el cerebelo, el hipocampo y el hipotdlamo de primates no
humanos (Verheul et al, 2007), sugiriendo que sus efectos benéficos en el SNC
pudieran ser principalmente de tipo estrogénicos. Sin embargo aun se desconoce la
forma en que la TIB regule la expresidon de los receptores a estrogenos alfa, de los
receptores a progesterona y de los receptores a androgenos un dato fundamental

para entender por qué mecanismo la TIB module sus efectos en el SNC.
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Antecedentes

II. Antecedentes

I1.1 Hormonas esteroides y su biosintesis

Las hormonas esteroides regulan multiples procesos biolégicos en los
mamiferos, de ellos destacan la homeostasis hidroelectrolitica, las respuestas al

estrés y la funciéon reproductiva (Molenda et al,, 2003).

Existen cinco principales clases de hormonas esteroides: testosterona (andrégeno),
estradiol (estrogeno), progesterona (progestageno), cortisol/corticosterona
(glucocorticoides) y aldosterona (mineralocorticoides). Todas estas hormonas son
sintetizadas a partir de un esteroide comun la pregnenolona, la cual es sintetizada a
partir del colesterol. Las células y tejidos esteroidogénicos tienen el potencial de

obtener el colesterol de cuatro fuentes:

1) Ser sintetizado de novo a partir del acetato.

2) Obtenerlo desde el plasma a partir de lipoproteinas de baja densidad por sus

siglas en inglés (LDL) o de lipoproteinas de alta densidad (HDL).
3) A partir de la hidrdlisis de esteres almacenados.

4) A partir del colesterol que se encuentra dentro de la membrana plasmatica

(Guyton y Hall, 2011).

El primer evento para que se lleve a cabo la esteroidogénesis (Fig. 1). Es la
conversion del colesterol a pregnenolona via la escision del enlace entre los
carbonos 20,22 esta reacciéon es mediada por el citocromo P450scc, la cual toma
lugar dentro de la mitocondria en donde el colesterol es internalizado por medio de

la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR) que es sintetizada por el
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Antecedentes

citoplasma una vez que la pregnenolona es formada puede ser metabolizada por dos

vias diferentes:

1

2)

La ruta A4, es la via de la 3/-hidroxiesteroide deshidrogenasa (34-HSD)
enzima que se encuentra localizada en el reticulo endoplasmico y es
responsable de la formacién de progesterona a partir de pregnenolona. La
Progesterona es transformada en 17-Hidroxiprogesterona, estd a su vez es
convertida en Androstenediona por la accién de la 17, 20 liasa (P450c17).
Esta via la toman los esteroides que presentan un enlace de insaturacion en el

C-4 y un grupo ceto en el C-3 (Van Voorhis 1998).

La ruta A5, es la via de la enzima citocromo P450, 17 hidroxilasa, 17,20 liasa
(P450c17). La P450c17 se encuentra localizada en el reticulo endoplasmatico
de las células esteroidogénicas y es la encargada de la conversion de
pregnelonona a dehidroepiandrosterona (DHEA). Una vez formada la DHEA
esta es transformada en androstenediona por la accion de la 34
hidroxiesteroide deshidrogenasa. Esta via la toman los esteroides que
presentan un doble enlace en el C-5 y un grupo hidroxilo en el C-3 (Van
Voorhis 1998). Una vez formada la androstenediona esta es transformada a
testosterona por la accion de la 17 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, la
testosterona es aromatizada en estradiol por medio de la aromatasa P450

(Ying 1998).

UNAM PCB Pagina 8



Antecedentes

Acetato

HO

Colesterol Ruta A4

20 hidroxilasa
22 hidroxilasa
20, 22 desmolasa

17a-hidroxilasa
33-ol-deshidrogenasa
A**isomerasa
H, CH,
o I

H
=0 c==0

Pregnenolona
--OH ; | {
e}

17-hidroxipregnenolona Progesterona

desmolasa 17a-hidroxilasa

o}

)C&&

HO
Dehidroepiandrosterona 1 17-Hidroxiprogesterona

3p-ol-deshidrogenasa desmolasa
A*Sisomerasa

—
- -

17p-ol-deshidrogenasa
o (e]
Androstenodiona Testosterona

aromatizacion aromatizacion

(0] OH

-

17p-ol-deshidrogenasa

HO HO
Estrona Estradiol

Figura 1. Esquema de los caminos de la esteroidogénesis (A5 o A4), modificado de
Van Voorhis (1998).
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Antecedentes

II.2 Menopausia

La menopausia forma parte normal en el ciclo de vida de las mujeres, la
organizacién mundial de la salud (OMS) define a la Menopausia natural como el cese
permanente de la menstruacién que resulta de la disminucién o depleciéon de la

actividad ovarica folicular.

Por otro lado para entender la fisiologia de la menopausia es necesario explicar
brevemente el ciclo menstrual y la funcién del ovario. El ovario produce una serie
hormonas desde la pubertad hasta la menopausia (estrégenos, progesterona y
testosterona en pequenas cantidades), que al actuar sobre diversos érganos, daran
lugar al ciclo menstrual. Como resultado de esto se produce mensualmente la
liberacion de un évulo fecundable, y si éste no es fecundado se producira la

menstruacion (Palacios, 1992).

Las hormonas ovaricas provocan una serie de estimulos que llegan al sistema
nervioso central (SNC) donde tras su integracidn se emite unas sefiales periodicas al
hipotdlamo e hipofisis. El hipotdlamo responde con la liberacion ciclica de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) la cual llega a la hipofisis
facilitando la liberacién de la hormona estimuladora del foliculo (FSH) y la hormona
lutenizante (LH) (Conn 2000; Yen 2001). Ambas hormonas controlan directamente
el crecimiento y desarrollo del foliculo ovarico. Cuando se produce un aumento en
sangre de estréogenos hasta una cifra conocida como “pico preovulatorio” provoca
una sefal en el hipotdlamo informando de que el 6vulo ya esta preparado para la
siguiente fase. La GnRH hipotalamica transfiere dicha informacion a Ia
adenohipéfisis para que produzca LH, finalizando asi la etapa de maduracién del
ovulo, promoviendo la rotura folicular y la salida de éste. En este mismo momento se
esta produciendo el cuerpo luteo (foliculo sin huevo). A partir de ese momento el

cuerpo lateo asume la produccion de estrégenos y progesterona durante unos 14
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dias. Durante estos dias los niveles séricos de estas hormonas disminuyen

provocando la menstruacion que es la respuesta de la capa interna del utero

(Palacios, 1992) (Fig. 2).

HIPOTALAMO

-

~ - -

Estrogeno vy
progesterona

l

Desarrollo folicular, ovulacién y menstruacion.

Figura 2. Esquema del ciclo menstrual. Se puede observar que las hormonas
ovaricas (estrégeno y progesterona) regulan de forma + o - la secrecién de (GnRH,
LH o FSH), modulando de forma ciclica los procesos de desarrollo folicular,

ovulacion y menstruacion Modificado de Gémez-Calcerrada (2012).
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A medida que van pasando los afios, el ovario de una mujer almacena menor nimero
de 6vulos y de forma paralela disminuye la produccién de hormonas. Asi en torno a
los 50 afios la producciéon hormonal del ovario es tan baja que ya no puede seguir
estimulando al endometrio, por tanto, desaparece la menstruacién, dando paso a la

menopausia (Gémez-Calcerrada 2012).

El déficit hormonal durante la menopausia tiene como consecuencia una serie de
signos y sintomas entre los que destacan: sofocos, sudoraciones, atrofia urogenital,
alteraciones de la piel, osteoporosis, cardiopatia isquémica, alteraciones del suefio y
el deterioro cognitivo. Por otro lado, se ha reportado que durante la menopausia las
mujeres presentan perdida de la memoria y el aprendizaje, procesos que las
hormonas como el estradiol, la progesterona y la testosterona regulan a través de la
sintesis de neurotransmisores, la formacion de dendritas, el aumento en el flujo
sanguineo y el mantenimiento neuronal (Gomez-Calcerrada 2012). En consecuencia
el déficit hormonal durante la menopausia ocasiona alteraciones sobre el adecuado

funcionamiento del SNC.

Por otro lado como norma general a las mujeres menopausicas se les trata con
medicamentos. Entre los mas recetados se encuentra la TRH, la cual consiste en la
administracion de estrogenos y/o la de estrogenos mas gestagenos. (Cano, 1996;
Palacios y Menéndez, 1998). El principio en el que se basa la TRH es el de
suministrar hormonas cuando la produccién natural de las mismas en las mujeres se
va debilitando (Palacios y Menéndez, 1998). En las dltimas décadas, la TRH ha sido
considerada como la panacea universal y la solucién a todos los problemas de la
menopausia. Sin embargo, hay gran cantidad de estudios que sefialan que al utilizar
por periodos prolongados este tipo de farmacos, se podria incrementar hasta siete
veces mas la probabilidad de padecer cancer de uUtero y aumentar
considerablemente el riesgo de padecer cancer de mama (Glenville, 1998; Palacios y

Menéndez, 1998). Es por ello que se han desarrollado e implementado el uso de
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farmacos alternativos a los convencionales uno de estos farmacos es la Tibolona
(TIB), el cual es un esteroide sintético capaz de realizar simultaneamente las
acciones de todas las hormonas sexuales. Por tanto, tienen accién estrogénica,
progestagena y andrdégena de forma débil. Se ha demostrado su eficacia a nivel de
sintomas vasomotores, psiquicos y en la sexualidad (Fernandez et al, 2000; Carnicer

etal, 2002).

I1.3 Estructura y funcion de la TIB

La TIB [(7a, 17a)-17-hidroxi-7-metil-19-norpregn-5(10)-en-20-in-3-ona] (Fig.
3). Es un farmaco utilizado para el alivio de los sintomas que derivan de la

menopausia (Steckelbroeck et al,, 2004).

La TIB fue sintetizada por primera vez a finales de los 1960 y probada a principios
de 1970, cuyos resultados revelaron actividades: androgénicas, estrogénicas y

progestagenas (Reed y Kloosterboer, 2004).

La TIB, se administra via oral con una dosis de 2.5 mg/dia, se debe administrar
preferentemente a la misma hora diariamente. En caso de olvido de una dosis, ésta
debe tomarse tan pronto como se recuerde a menos que hayan pasado mas de 12
horas de la hora habitual. En este ultimo caso, debe omitirse la dosis olvidada y

tomar la dosis siguiente a la hora habitual (Vadevecum, 2014).
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TIBOLONA

Figura 3. Estructura quimica de la TIB, modificado de Verheul et al, (2007).

Después de la administraciéon oral, la TIB es rapidamente convertida en sus tres
metabolitos la 3a y 3B-hidroxi-Tibolona (3a-OH TIB y 3B8-OH TIB), los cuales se les
han atribuido propiedades estrogénicas y el A4-Tibolona (A4-TIB), con propiedades
androgénicas y progestagenas (Gooyer et al, 2003) (Fig. 4).

Se ha reportado que la conversion de la TIB en sus diferentes metabolitos depende
en gran medida de la actividad enzimatica especifica de cada tejido blanco: La 3a-
Hidroxiesteroide  deshidrogenasa (3aHSD) y la  20a-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa (20aHSD) regulan la conversiéon de TIB en 3a-OH TIB y 33-OH TIB
respectivamente, mientras que la 3f-Hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD)
regula la sintesis de A4-TIB (Steckelbroeck et al, 2004). Por otro lado se ha
reportado que la falta de actividad estrogénica de la TIB en glandula mamaria y
endometrio es debido a que la actividad enzimatica que regula la conversién de la
TIB a A4-TIB es mucho mayor en estos tejidos (Reed y Kloosterboer, 2004). Aunado

a esto se ha descrito que la interaccion de los metabolitos de la TIB con los
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receptores nucleares de hormonas esteroides regula sus actividades bioldgicas

(Palacios 2001).
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Figura 4. Estructura de los metabolitos de la TIB: 3a-OH TIB, 33-OH TIB y A4-TIB.

O

CH,

“CsCH
—_—
Tibolona \

Imagen modificada de Palacios (2001).

En el modelo de ratas ovariectomizadas, la TIB actia manteniendo la masa 6sea de
forma similar al estradiol. Por otro lado en el mismo modelo, se ha reportado que
este fArmaco no tiene efectos adversos en endometrio, o en glandula mamaria

(Palacios 2001; Reed y Kloosterboer, 2004).

La TIB, la 3a-OH TIB y la 33-OH TIB interactian con el receptor de estrogenos RE,
mientras que la A4-TIB se une al receptor de progesterona (RP) y al receptor de
andrégenos (RA), esto hace que la actividad de la TIB y de sus metabolitos también

dependa de la distribucion de los receptores nucleares en cada tejido (Palacios

2001).
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En conclusion la especificidad de la accién de la TIB depende de la transformacion de
esta en sus metabolitos en el 6rgano blanco (Palacios 2001), y la afinidad a sus

receptores especificos (Gooyer et al, 2003) (Cuadro 1).

RE RP RA
(Estradiol 100%) | (Progesterona 100%) | (DHT 100%)
TIB 1.3 % 4.9% 3.2%
3a-OH TIB 3.2% sin afinidad sin afinidad
3B3-OH TIB 1.7% sin afinidad sin afinidad
A4-TIB sin afinidad 12.9% 39.2%

Cuadro 1. Se observa el porcentaje de afinidad de la TIB o sus metabolitos al RE al
RP y al RA, tomando en cuenta la afinidad del 100% del estradiol al RE, la afinidad
del 100% de la progesterona al RP y la afinidad del 100% de la Dihidrotestosterona
(DHT) al RA.

II. 4 Efectos de l1a TIB en el SNC

En el SNC, se ha reportado que los metabolitos de la TIB se distribuyen de
manera diferencial en los tejidos cerebrales; siendo la 3a-OH TIB el metabolito mas
abundante en la corteza, el cerebelo, el hipocampo y el hipotdlamo de primates no
humanos (Verheul et al, 2007). Son pocos los trabajos en los que se han analizado
los efectos fisiologicos de la TIB sobre el SNC. Se ha descrito que la administracion de
TIB trae efectos benéficos sobre el déficit cognitivo de mujeres de edad avanzada, en
apoyo a esta teoria el grupo de Palomba 2008, reporto que la TIB revierte el dafo
sobre la cognicion en mujeres premenopausicas. En otros estudios, realizados en

ratas ovariectomizadas (OVX) jévenes, adultas y envejecidas se observd que la

UNAM PCB Pagina 16



Antecedentes

administracion de TIB a corto plazo puede corregir el deterioro cognitivo en una

tarea de evitacion inhibitoria (De Aguilar et al, 2006).

Por otro lado se ha observado que en la corteza y el hipocampo de ratas hembra
ovariectomizadas jovenes, adultas y envejecidas, la administracion de TIB disminuye
los niveles de lipoperoxidacion y produce una alta capacidad antioxidante total
(Aguiar et al, 2008). Por otro lado se ha reportado que el tratamiento crénico de
TIB en monos Cynomologous ovariectomizados regula a la alza la sintesis de

acetilcolina, neurotransmisor fundamental en la regulacién de procesos cognitivos

(Gibbs et al,, 2002).

Particularmente, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la administracion
cronica de TIB disminuy6 el estrés oxidativo y la muerte neuronal, atenuando el
déficit cognitivo y colinérgico en el hipocampo de ratas expuestas a ozono (Pinto-
Almazan et al, 2014; Farfan-Garcia et al, 2014). Ademas, en ratas OVX, la
administracion crénica de TIB disminuye la ansiedad y mejora el aprendizaje
(Espinoza-Raya et al, 2012). A pesar de los efectos benéficos de la TIB se desconoce
qué efecto hormonal sea el predominante en el SNC y su efecto en cuanto a

regulacion de los receptores a hormonas sexuales.

II.5 Mecanismos de accion de las hormonas esteroides

Los efectos de las hormonas esteroides ocurren a corto, mediano y largo plazo
debido a que tienen diversos mecanismos de accion: los mecanismos no genémicos

(no clasicos) y el genémico o (clasico) (Prieto et al,, 2003; Wierman, 2006) (Fig. 5).
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Hormona esteroide

MECANISMO GENOMICO

MECANISMOS NO

M
Hormona esteroide M M
GENOMICOS
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Cinasa

Citoplasma
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Factor de
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Nucleo

Figura 5. Modelo general de los mecanismos de accion genémico y no genémico de
las hormonas esteroides. El mecanismo de accién genémico es mediado por la
interaccion de la hormona esteroide con su receptor nuclear (RN) lo que conlleva a
la modificacion en la expresion génica de la célula blanco. Mientras que el
mecanismo no gendmico es regulado por receptores acoplados a la membrana

celular, la unién de la hormona a este tipo de receptores modifica la produccién de
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segundos mensajeros y la sintesis de cinasas, estos efectos pueden converger con el
mecanismo clasico dando como resultado la modificacion en la expresion génica de
la célula blanco. Modificado de Wierman, (2006).

Los mecanismos no gendémicos se caracterizan por: a) tener efectos muy rapidos
(segundos o minutos); b) las acciones pueden ser producidas en presencia de
inhibidores de la sintesis de ARN o de proteinas, y c) las acciones pueden ser
reproducidas usando hormonas acopladas a moléculas impermeables a Ia

membrana plasmatica (Prieto et al, 2003).

El mecanismo de acciéon genémico de las hormonas esteroides esta mediado por
miembros de la superfamilia de los RN (Molenda et al,, 2003; Prieto et al,, 2003). Los
RN pueden ser divididos en tres clases de acuerdo con la organizacion de sus
elementos de respuesta especifica, su localizaciéon y su modo de accion (Griekspoor

etal, 2007; Aagaard et al, 2010) (Fig. 6).

Los RN de tipo I se unen como homodimeros a elementos de respuesta a hormonas
(ERH) que consisten en dos hexanucledtidos, organizados en secuencias
palindromas o repeticiones palindromas invertidas separados por 3 pares de bases
(AGAACAnNnnTGTTCT, AGGTCAnnnTGACCT), estos incluyen a los receptores de
hormonas esteroides clasicos: receptor a andrdgenos (RA), receptor a estrogenos
(RE), receptor a progesterona (RP), receptor a mineralocorticodes (RM) y receptor a
glucocorticoides (RG) (Weigel, 1996; Wierman, 2006; Aagaard et al, 2010;
Bagamasbad y Denver 2011), en ausencia de su ligando este tipo de receptores
generalmente se encuentran en el citoplasma (excepto el RE), formando complejos
con proteinas de choque térmico (HSP) 90, 70 y 56 (Florez, 2008; Gardner y Shoback
2012). Una vez que se forma el complejo receptor-esteroide da lugar a un cambio
conformacional y a la disociacion del HSP, esto, a su vez, expone una sefial de

translocacion nuclear iniciando el transporte del receptor al nucleo, donde se fija a
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los ERH modificando la expresion génica (Molenda et al, 2003; Aagaard et al,, 2010;
Bagamasbad y Denver 2011).

Los RN de tipo II se unen a ERH como heterodimeros obligados al receptor retinoide
X (RRX), estos heterodimeros reconocen ERH organizados como dos repeticiones
directas de hexanucleotidos, separados por 1-5 pares de bases ACGGTCA1ln-
5nAGGTCA, (Aagaard et al, 2010).

Este grupo de receptores incluyen al receptor de hormona tiroidea (RT), receptor a
acido retinoico (RAR) y receptor de vitamina D (RVD) (Bagamasbad y Denver 2011),
predominantemente se encuentran en el nucleo, en ausencia de su ligando se
encuentran asociados con correpresores lo que induce la represion de la
transcripcion, sin embargo bajo la uniéon de su ligando se favorece un cambio
conformacional lo que produce un desplazamiento de los complejos correpresores
y el reclutamiento de complejos coactivadores resultando en la activacion

transcripcional de sus genes blanco (Aagaard et al, 2010).

Los RN huérfanos, se unen a ERH como mondmeros, consisten en su mayoria en
receptores huérfanos, son receptores a los cuales no se les ha identificado su ligando
endogeno y entre ellos se encuentran los receptores relacionados a estrogenos

(RRE) y factor esteroideogénico 1 (FS1) entre otros (Giguere, 1999).
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( ) (RN TIPO 1) (RN Huérfanos)
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RRE, FS1
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ERH PALINDROMAS ERH REPETICIONES ERH SITIO DE

AGAACANNNTGTTCT DIRECTAS UNION EN MEDIO

AGGTCANNNTGACCT ACGGTCA1n-5nAGGTCA AAA-ACGGTCA
TCA-AGGTCA

Figura 6. Esquema general de las 3 clases de receptores nucleares (RN), Se pueden
observar los RN de tipo [, los cuales estan organizados en secuencias palindromas o
separados por 3 pares de bases (AGAACAnnnTGTTCT, AGGTCAnnnTGACCT). Los RN
de tipo II organizados como dos repeticiones directas de hexanucleotidos, separados
por 1-5 pares de bases (ACGGTCA1n-5nAGGTCA). Los RN huérfanos receptores a los

cuales no se les ha identificado su ligando. Modificado de Wierman, (2007).
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I1.6 Estructura general de los receptores nucleares

Los miembros de la familia de receptores a hormonas esteroides comparten
una arquitectura modular similar que consiste, en un nimero de 5 - 6 dominios

homologos funcionales, designados de A-F (Griekspoor et al, 2007) (Fig. 7).

~o~s [N - I

NLS HSP/NLS

AF-1 AF-2

I_ DIMERIZACION _I
H,N- peD N LBD -COOH

W o5

Figura 7. Estructura de los receptores nucleares. Se observan los seis dominios del A

ISOFORMA

al F en la parte superior los cuales componen la estructura general. En la parte
inferior sus funciones. AF: funcién de activacion, DBD: dominio de unién al ADN y

LBD: dominio de unién al ligando, modificado de Prieto et al, (2003).
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El dominio A/B es la region con mayor variabilidad entre los diferentes receptores,
lo que permite diferenciar entre isoformas del mismo receptor, se encuentra ubicada
en el extremo N-terminal y contiene la funcién de activacién (AF-1), cuya actividad
transcripcional puede ser auténoma o regulada por el ligando (Germain et al,
2006).

En laregion C, se encuentra el dominio de unién al ADN (DBD), el cual es el dominio
mas conservado entre los receptores, se encuentra conformado por un nucleo de 66
residuos constituido por dos dedos de zinc-cisteina, dos a-hélice y una extensiéon de

un grupo carboxilo (Prieto et al, 2003; Germain et al,, 2006).

La region D es un dominio pobremente conservado presenta una secuencia variable
que funciona como bisagra entre el DBD y el LBD, facilitando la rotacion del DBD, lo
que le permite al receptor adoptar diferentes conformaciones, este dominio también
alberga una sefial de localizacion nuclear (NLS) (Prieto et al, 2003; Germain et al,

2006).

El dominio E, alberga al dominio de unién al ligando (LBD), la funcionalidad de este
dominio es variable ya que regula la unién del receptor con su ligando, con proteinas
de choque térmico, el proceso de dimerizacion, la interacciéon con cofactores y la

actividad transcripcional. (Prieto et al, 2003; Aagaard et al, 2010).

El LBD contiene cuatro superficies estructuralmente diferentes pero funcionalmente
relacionadas: 1) superficie de dimerizacion, puede mediar la interaccién con LBD
asociadas, 2) el Bolsillo de uniéon a ligando (LBP), que interactia con diversas
moléculas lipdfilas, 3) una superficie de unién a correguladores, que se une a
complejos proteinicos, encargados de modular de forma positiva o negativa la
actividad transcripcional, y 4) una funcién de activacion (AF-2) dependiente de
ligando, que regula la actividad transcripcional y el reclutamiento de cofactores

(Pratty Toft, 1997; Germain et al,, 2006).
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En cuanto al dominio F, se ha sugerido que participa activamente en la funciéon
transcripcional del receptor y en su unién con diversos agonistas y antagonistas

(Prieto et al, 2003).

I1.7 Receptor a estrogenos

El RE, es una fosfoproteina la cual actia como un factor de transcripciéon nuclear
activado por ligando, se une especificamente y con alta afinidad {kd: 1x10 (-10 M)} al
estradiol. En su estado inactivo se encuentra en complejos formados por el receptor
y varias proteinas de unién como la HSP 90, HSP 70 y la inmunofilina (Webster et al.,

1988; Musgrove y Sutherland, 1994).

En la actualidad se han descrito dos subtipos del RE, el receptor a estrégenos

subtipo-alfa (REa) y el receptor a estrogenos subtipo-beta (RE[3) (Fig. 8).

E; E, E; E, Es Es E; Eg
5’ 3’ ARNm

1laa AF-1 AF-2 595 aa

REa DBD l I LBD ]
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Figura 8. Los subtipos del receptor a estrégenos. Se observan el REa constituido por
595 amino acidos y el REPB constituido por 530 amino acidos, asi como los dos sitios
con mayor homologia entre ellos el DBD y LBD. En la parte superior se aprecian los
genes que codifican el REa y el REP constituidos por 8 exones y localizados en el

cromosoma 6 y el 14 respectivamente. Modificado de Griekspoor et al,, (2007).

Los subtipos del RE son codificados en cromosomas diferentes y con distribucion
tisular distinta (Griekspoor et al,, 2007; Higa y Fell 2013). El gen del REa consta de
1785 nucleétidos que codifican un polipéptido de 595 aminoacidos con un peso
molecular de 66.2 kDa (Walter et al,, 1985; Greene et al, 1986). El gen del REa se
localiza en el brazo corto del cromosoma 6 entre las regiones q24 y q27 (Gosden et
al, 1986). El gen que codifica el REa mide aproximadamente 140 kb de longitud y
consta de 8 exones que codifican seis dominios en la proteina, designados por las
letras de la A-F (Ponglikitmongkol et al, 1988). El LBD se encuentra en el dominio E,
localizado en el extremo carboxilo-terminal, este dominio consta de unos 300
aminoacidos codificado por los exones del 4 al 8 (Evans, 1988). La region del DBD se

encuentra en el dominio C cerca del extremo amino terminal, es codificada por los
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exones 2 y 3, es altamente conservada entre los subtipos del RE y consta de 66
aminodacidos, con multiples residuos de cisteina y un residuo de histidina en la parte
central de la proteina, la conformaciéon de estos residuos da como resultado una
estructura en forma de dedo que es estabilizada por iones de zinc (dedo de zinc),
esta configuracion permite la interaccion con una media vuelta del ADN y la
coordinacién con los elementos de respuesta especificos de los estrogenos (EREs).
La diferencia en la secuencia de aminoacidos en los motivos de uniéon al ADN
determina el elemento de respuesta que cada receptor de la superfamilia es capaz de
reconocer (Mader et al, 1989). El dominio D comprende una sefial de localizaciéon
nuclear de unos 50 aminoacidos que se ha denominado como region de “pinza” y es
independiente de la union con el ligando. El dominio AF1 posee la capacidad de
activar la transcripcién en ausencia del ligando y esta definido por los dominios A y
B en el extremo amino-terminal. El dominio AF2, situado en el dominio E, induce la
transcripcion de genes al unirse con muy alta afinidad a su ligando (Louredo-

Mendez 2002).

Los grupos de Mosselman 1996 y Kuiper 1996, identificaron el REQ en el tejido
prostatico y ovarico de la rata. Mientras que Moore et al, 1998, identificaron la
expresion de este receptor en el timo, bazo, testiculo y en células de la granulosa de

seres humanos.

La comparacion entre las secuencias de aminoacidos del REa y REf han demostrado
un grado de conservacion de alrededor del 96% en el DBD y un 58% en el LBD, sin
embargo no se ha encontrado homologia con el resto de los dominios funcionales.
(Moore et al., 1998). El REP es activado por el 17-f estradiol e inhibido por el
antagonista ICI-164384. Los grupos de Mosselman (1996) y Tsukamoto (1998) le
asignaron al gen RE( el locus 14q, este consta de 8 exones con una extension de 40

kb aproximadamente.
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Por otro lado se ha reportado que la destruccion del gen que codifica para el REq,
trae consigo la falta desarrollo de las mamas y alteraciones del sistema reproductor
en ratones hembras, asi como cambios de conducta e infertilidad en ambos sexos
(Lubahn et al, 1993; Korach et al, 1996). Mientras que la destruccion del gen RE,
en ratones hembra conlleva a alteraciones en la ovulaciéon (Krege et al, 1998). A su
vez se ha reportado que los niveles circulantes de estréogenos, regulan la expresion
de sus receptores (Alarid et al.,, 1999). En apoyo a esta teoria se ha descrito que el
tratamiento con estrégenos en lineas celulares de cancer de mama, reduce de forma
significativa el ARN mensajero de los RE, esta disminucién también se ha observado
en la glandula mamaria de ratones tratados con estradiol (Bagamasbad y Denver

2011).

I1.8 Receptor a progesterona

El gen del RP se encuentra localizado en el cromosoma 11, entre las bandas
q22-q23 (Rousseau et al, 1987; Mattei et al, 1988). Este gen codifica una proteina
de alrededor de 933 aminoacidos con un peso molecular de 98,8 kDa (Misrahi et al,
1987). La proteina del RP esta constituida por varios dominios estructurales y
funcionales designados con las letras de la A-E, codificados por 8 exones del gen. La
region A/B ubicada en el extremo amino terminal posee dos funciones de activacion
transcripcional, AF-3 y AF-1 (Guerra-Araiza y Camacho Arroyo 2000). La regién C
constituye el dominio de unién al ADN, mientras que la region E situada en el
extremo carboxilo-terminal contiene el dominio de unién al ligando y un dominio de
activacion transcripcional, denominado AF-2 (Kastner et al, 1990). Se han descrito
dos isoformas del RP el receptor a progesterona isofoma A (RPA) y el receptor a

progesterona isoforma B (RPB) (Guerra-Araiza y Camacho Arroyo 2000).
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El RPA corresponde a la forma truncada del RPB por delecién de 164 aminoacidos
en la region amino-terminal, ambas isoformas son codificadas por el mismo gen pero
reguladas por distintos promotores bajo control estrogénico, el RPA se origina por
inicio de la transcripciéon en AUG2 (codén 164) y el RPB en AUG1 (Kastner et al,
1990; Guerra-Araiza y Camacho Arroyo 2000) (Fig. 9).

ATG1 ATG2
E; E, E; E, Es Es E- Es
5’ 3’ ARNm
1aa 933 aa
I
RPB AF3 FI AF1 ] DBD m LBD
AUG1
1aa 769 aa
I I
RPA | n | a1 D m LBD
AUG2

Figura 9. Isoformas del RP. En la parte superior se observan los 8 exones que
codifican al RPB y al RPA. Se observan los dominios de activacion (AF1, AF2 y AF3) y
de inhibicién (FI) de la transcripcion, asi como los dominios de unién al ADN (DBD)

y de unidn al ligando (LBD). Modificado de Guerra-Araiza y Camacho Arroyo (2000).
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Se ha descrito que RPB funciona como un activador transcripcional de los genes en
respuesta a la progesterona, mientras que el RPA es transcripcionalmente inactivo y
funciona como represor de la actividad mediada por la isoforma B y la mayoria de
los receptores nucleares, entre ellos RE y RA (Kraus et al, 1995; Giangrande et al.,
1997; 2000; Gooyer et al, 2003), esta diferencia en su funcionalidad puede deberse
en parte a que ambas isoformas presentan afinidad diferente a diversos cofactores,
tal es el caso del RPA el cual interactia de manera eficiente con el SMRT (silenciador
mediador para el receptor a hormonas tiroideas y acido retinoico). Por otro lado, se
ha reportado que a diferencia de RPB, RPA es in capaz de reclutar de manera
eficiente coactivadores transcripcionales como GRIP-1 (proteina que interactiia con
el receptor a glucocorticoides) y SRC-1 (coactivador de los receptores a hormonas
esteroides). Debido a las caracteristicas antes mencionadas se puede entender el
papel activador de RPB y la actividad represora transdominante de RPA (Guerra-

Araiza y Camacho Arroyo 2000).

Se ha reportado que el RPA puede ejercer un efecto represor no solo sobre el RPB
sino que también sobre el RE (Chalbos y Galtier, 1994; Kraus et al, 1995). El grupo
de Wen (1994), realiz6 mutaciones en la regiéon carboxilo-terminal y observaron que
la represion inducida por el RPA sobre el RE depende de su expresion absoluta, de
este modo, parece que la accién inhibitoria ejercida sobre el RE es la consecuencia
de la interaccion no competitiva del RPA con diferentes dianas celulares o con

distintos sitios de contacto en la misma diana.

Por otro lado se ha reportado en ratones hembra con ablacion selectiva del RPA o en
knockout de ambas isoformas, infertilidad y alteraciones en su comportamiento

(Lydon et al,, 1995; Mulac-Jericevic et al,. 2000).
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I1.9 Receptor a androgenos

El gen que codifica el RA, se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma X,
se divide en ocho exones con una longitud de alrededor de 2730 pares de bases. En
el ser humano este receptor tiene una secuencia de 919 aminoacidos, con un peso
molecular de 110 kDa, mientras que en la rata es de 902 aminoacidos (Chang et al, y

col. 1988; Lubahn et al,, 1988).

El RA como otros miembros de la superfamilia de receptores nucleares, puede ser
dividido en 5 dominios funcionales: en el extremo amino-terminal esta codificado
por el exon 1 el cual tiene un sitio de activacion de la transcripcion (AF-1), El sitio de
union a ADN (DBD), se encuentra codificado por los exones 2 y 3. El sitio de union a
ligando (LBD), se encuentra el segundo sito de activacion de la transcripcion (AF-2)

y es codificado por 5 exones (Kang y et al, 2003).

El grupo de Wilson y McPhaul (1994) identificaron dos formas del RA en
fibroblastos de piel genital de seres humanos: el receptor a andrégenos isoforma A
(RA-A) y el receptor de androgenos isoforma B (RA-B). El RA-A pesa
aproximadamente 87 kDa, mientras que el RA-B pesa aproximadamente 110 kDa

(Lee etal, 2003).

Las isoformas del RA son semejantes a las del RP debido a que también son
codificadas por un mismo gen y se diferencian por la ausencia o presencia de un
segmento amino-terminal (Fig. 10). Debido a que las isoformas del RP Ay B difieren
en su capacidad de activar genes diana y estan reguladas de forma distinta en
diferentes tejidos. La identificacion de formas similares en el RA plante6 la

posibilidad de que cada isoforma también tenga funciones diferentes y especificas.
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E; = Es E, E E E; Eg
5’ 3’ ARNm

1aa 902 aa
RA A/B C D E F

NH2

Figura 10. Esquema del RA. Se observan los dominios de activacion (AF1, AF2), asi
como los dominios de unién al ADN (DBD) y de unién al ligando (LBD). En la parte
superior se observan los 8 exones que codifican el RA. Modificado de Kang et al,

(2003).

Las mutaciones somaticas primarias en el gen de RA, han sido relacionadas con el
desarrollo de tumores y cancer de prostata encontrandose que alrededor del 44% de
pacientes con esta afeccidon tienen esta mutacion (Kang et al, 2003). Por otro lado
los pacientes con mutaciones en este gen también pueden padecer infertilidad

debido a alteraciones en la espermatogénesis (Tut et al, 1997; Dowsing et al, 1999).

Utilizando al ratén knockout para el RA como modelo de estudio, los grupos de Yeh
(2002) y Sato (2003), observaron que los machos presentaban: feminizacion,
obesidad, reduccion en el tamano de los testiculos del 80%, disminucion en las
concentraciones de testosterona y reduccion en el numero de espermatozoides.
Mientras que en las hembras hubo disminucién en el nimero de crias por camada lo

que sugiere alteraciones en la fecundacion u ovulacién.
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I1.10 Regulacion de los receptores por estradiol.

Las hormonas pueden regular sus efectos modificando la cantidad de
expresion de sus receptores por accion de ellas mismas o en conjunto con otras
hormonas. Por ejemplo los estrogenos tanto naturales como sintéticos en general
aumentan la cantidad del RP, mientras que la progesterona disminuye la cantidad
del RE, asi al disminuir la actividad estrogénica la progesterona inhibe la produccién
de sus propios receptores regulando entre ellas sus efectos fisiolégicos aunado a
esto también se ha observado que el estradiol aumenta la cantidad del RA (Florez,

2008).

Sin embargo, se debe tener en cuenta que la fina regulaciéon de los estrogenos sobre
sus receptores y los receptores de otras hormonas depende del tejido evaluado, del
ambiente endocrino, de la etapa de desarrollo del organismo, el género de la especie
utilizada, asi como de la dosis de estrégenos y del periodo de duracién del
tratamiento (Simerly et al, 1990; Shughrue et al, 1997; Laflamme et al, 1998;
Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo 2000; Guerra-Araiza et al, 2002; Scott et al., 2002;
Mitra et al, 2003; Brinton et al.,, 2008).

I1.11 Funcion de los receptores en el SNC.
El RE y su funcién.

Los estrogenos son hormonas esteroides que regulan multiples procesos
fisiologicos (Guyton y Hall, 2011), la actividad de estas hormonas estd mediada a

través de la interaccién con los subtipos de su receptor: el REa y el REB (Florez,

2008).
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Ambos receptores se encuentran ampliamente expresados en todo el cuerpo, pero

presentan diferente distribucion y funcionalidad en los tejidos (Delfosse et al., 2015).

El REa es expresado principalmente en el utero, el higado, el rifién y el corazon,
mientras que el REB es expresado principalmente en el ovario, la prostata, el
pulmon, el tracto gastrointestinal, la vejiga y en el SNC. Sin embargo, el REa y el RE(3
son co-expresados en varios de tejidos, incluyendo el mamario, el tiroideo, las

glandulas adrenales, el hueso y en algunas zonas del cerebro (Delfosse et al, 2015).

Aunque el REa y el REf comparten mecanismos similares de accion, existen varias
diferencias en las capacidades de transcripcion de cada receptor y fenotipos
distintos entre los animales que no tienen uno u otro gen han sido identificados, lo
que sugiere que estos receptores pueden regular distintas vias celulares. Los
respectivos roles funcionales del REax y el RE( en la fisiologia o en las enfermedades
pueden ser el resultado de una compleja interaccion entre los niveles de expresion
de cada uno de ellos, la afinidad relativa para los elementos de respuesta especificos,
la disponibilidad del ligando y cofactor, y la interacciéon con otros factores de

transcripcion (Levin y Pietras, 2008).

La funcion primaria de los estrogenos y sus receptores es regular la reproduccion en
las hembras. En las hembras estas hormonas juegan un papel clave en el crecimiento
y mantenimiento de la glandula mamaria y el atero, promueven la formacién de los
caracteres sexuales secundarios, regulan los ciclos reproductivos y afectan el
comportamiento sexual y maternal. Ademas, los RE tienen papeles reguladores
pleiotrépicos en una amplia gama de tejidos, tales como el cardiovascular o el SNC, el
hueso, la prostata y el tejido adiposo. Estan involucrados en la regulacion de la
densidad 6sea, niveles de lipidos en sangre, la deposicion de grasa y las funciones

cerebrales (Couse y Korach, 1999).
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La importancia de los RE en fisiologia se evidencia en las mujeres menopausicas,
cuyos niveles de estrogeno enddégeno disminuyen, aumentando notablemente el
riesgo de padecer osteoporosis, enfermedades cardiovasculares y desordenes
cerebrales (enfermedad de Alzheimer y Parkinson) entre otros (Delfosse et al,

2015).

Estudios realizados tanto en ratonas como en ratas, por el grupo de Musatov en el
2007, mostraron que al silenciar focalmente el gen del REa en el nucleo
ventromedial del hipotalamo los animales presentaban un fenotipo caracteristico del
sindrome metabdlico, caracterizado por obesidad, tolerancia alterada de la glucosa e
hiperfagia, este fenotipo persistio a pesar de los niveles normales del REa en otras
partes del cerebro. Sugiriendo que el REa en este nucleo del hipotalamo desempefia
un papel esencial en el control de balance de energia y el mantenimiento de un peso
corporal normal. Por otro lado el grupo de Glidewell-Kenney en el mismo afio
demostré en ratonas que el REa es el encargado de regular la retroalimentacion

negativa en el hipotalamo por parte del estradiol.

Los RE se expresan de manera conjunta en el hipocampo, el cual es una de las areas
del cerebro mas importante implicada en los mecanismos relacionados a los
procesos de memoria y aprendizaje (Eichenbaum, 2004). Se ha descrito que una de
las posibles vias en las que la memoria es consolidada es a través de la creacion de
nuevas conexiones entre las neuronas del hipocampo. La unién del estradiol con el
REa induce la expresion de los genes necesarios para la produccién de nuevas
espinas, modificando la morfologia y densidad de las neuronas del hipocampo lo cual
es correlacionado con un mejor desempefo en pruebas de memoria a largo plazo

(Hojo et al,, 2009).
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Otra de las areas de suma importancia en la modulacién de los procesos cognitivos
es la corteza frontal cuya importancia se ha atribuido principalmente a la memoria a
corto plazo, y al igual que en el hipocampo su funcién parece ser regulada por los

estrégenos (Arevalo et al, 2015).

El balance y la coordinacion dos funciones reguladas por el cerebelo, han sido
ampliamente estudiados en las mujeres menopausicas, debido a que la estabilidad y
el equilibrio disminuyen con la edad (Hedges et al, 2012). Hay estudios que
demuestran que la administracion de estradiol mejora la movilidad y el equilibrio en
mujeres menopausicas, sugiriendo un papel neuroprotector de los estréogenos en la
funcion del cerebelo (Hammar et al, 1996). A pesar que se ha descrito que ambos
subtipos de los RE se expresan en el cerebelo aiin se desconoce por qué mecanismo
los estrégenos actian en el cerebelo y en las funciones que modula (Hedges et al,

2012).

El RP y su funcion.

La progesterona es una hormona de tipo esteroide, que participa en la
regulacion de multiples funciones, como la excitabilidad neuronal, la conducta
sexual, el establecimiento y mantenimiento de la gestacion y la proteccion al dafio
neuronal (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo 2000; Guyton y Hall, 2011). Los RP se
expresan ampliamente en todo el cerebro, sin embargo, la expresion de las isoformas
del RP (el RPA y el RPB), pueden variar dependiendo de la regién del cerebro
analizada y del estado hormonal (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo 2000; Guerra-

Araiza et al, 2002; 2003; Brinton et al., 2008).

Los efectos de la progesterona son mediados en parte a través de su interaccion con
sus receptores nucleares especificos. Sin embargo, cada isoforma del RP modula de

manera diferencial la expresion génica, por ejemplo el RPB es un activador
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transcripcional de los genes, mientras que el RPA es un represor de la actividad

transcripcional génica mediada por el RPB (Giangrande et al,, 1997).

A nivel del hipotalamo se ha demostrado la participacion del RP en la induccién de la
conducta sexual en la rata; asi, en las ratas prepuberes que poseen un numero
reducido del RP, la conducta de lordosis inducida al administrar progesterona es
menor en comparacién con hembras adultas en estro que poseen un mayor nimero

de RP (Camacho-Arroyo et al,, 1995).

Han sido pocos los estudios para determinar las acciones de la progesterona sobre
los mecanismos involucrados en procesos cognitivos, tales como la plasticidad
neuronal y la transmision sinaptica, ademds de contar con resultados
contradictorios entre los autores (Brinton et al, 2008). Entre estos modelos destaca
la potenciacién a largo plazo (LTP), uno de los mecanismos celulares principales que
subyacen a los procesos de memoria y aprendizaje, donde algunos autores reportan
que la progesterona no tiene efectos significativos sobre la induccion del LTP
inducido en hipocampo (Ito et al, 1999). Mientras que otros utilizando el mismo
modelo, sefialan que la progesterona aumenta el LTP, traduciéndose en una mejora

en la transmisién sinaptica (Edwards et al,, 2000).

El RA y su funcion.

En los mamiferos los andrdgenos se encuentran implicados en funciones
bioldgicas como: el desarrollo de caracteres sexuales, el aumento de masa muscular,
el equilibrio electrolitico y la reproduccion, entre otras (Guyton y Hall, 2011). Estos
efectos biolégicos son mediados en gran parte por su receptor nuclear (Callewaert et

al, 2003).
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Para elucidar el posible papel de la variacion genética en el RA, sobre los niveles de
andrégenos en suero de mujeres premenopausicas, el grupo de Westberg en el 2001
estudié el polimorfismo de repeticion de citosina, adenina, guanina (CAG) del gen del
RA, en una cohorte poblacional de 270 mujeres. Las mujeres con relativamente
pocas repeticiones de CAG en el gen del RA, mostraron una mayor actividad
transcripcional de este receptor, resultando en niveles altos de androgenos séricos,
pero con niveles relativamente bajos de LH en comparacién con las mujeres con
secuencias de repeticion de CAG mas largas. Concluyendo que los niveles séricos de
andrégenos en las mujeres premenopausicas pueden estar influidos por variantes

del gen del RA.

Por otro lado para probar que una pubarquia precoz y las caracteristicas posteriores
de un hiperandrogenismo ovarico, podria relacionarse con la variacion genética en la
sensibilidad del RA, el grupo de Ibafiez en el 2003, compar6é el nimero de
repeticiones de CAG en las nifias espafiolas que presentaron pubarquia precoz
contra los controles y examinaron la relacion entre el nimero de CAG y fenotipos
clinicos de hiperandrogenismo ovarico después de la menarquia. Encontrando que
las nifias con pubarquia precoz tuvieron menor numero de CAG que los controles, las
niflas que presentaron una pubarquia precoz tuvieron niveles mas altos de
testosterona, presentaron acné, hirsutismo e irregularidades del ciclo menstrual.
Concluyendo que un numero corto de CAG en el gen del RA, es indicativo de una

mayor sensibilidad de este receptor hacia los andrégenos.

Sin embargo, estudios realizados por Opher en 2004 encontraron que los ratones
transgénicos con una repeticiéon de 100-CAG en el gen del RA desarrollaron un
fenotipo que era similar a la enfermedad neurodegenerativa de la atrofia muscular
espino bulbar caracterizada por la destruccion progresiva de las neuronas motoras y
de células nerviosas en el tallo cerebral y la médula espinal que controlan la

actividad muscular.
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11.12 Distribucion de los receptores en el SNC.

La distribucién de las isoformas del RP, de los subtipos del RE y del RA en el SNC,
varia dependiendo del modelo de estudio ya sea en el animal OVX u OVX y tratado

con estradiol (Cuadro 2).

RECEPTORES A RECEPTORESA | RECEPTORA
AREAS PROGESTERONA ESTROGENOS | ANDROGENOS
RPA RPB REa REB RA
LA HIPOTALAMO + ++ + | e
ovX
HIPOCAMPO + ++ + ++ | -
CORTEZA | o | e | ooeee | e | e
FRONTAL
CEREBELO | - | - - | mmeeee
HIPOTALAMO ++ ++ ++
HIPOCAMPO ++ + + +
CORTEZA + + ] +++
FRONTAL
CEREBELO + + +++ ;

Cuadro 2. Se observa la distribucion de los receptores a progesterona (RPA y RPB),
estrogenos (REa y REP) y del receptor a androgenos (RA). (------ sin datos, - no
detectada, + densidad baja, ++ densidad moderada, +++ densidad alta). (Simerly et
al, 1990; Shughrue et al, 1997; Laflamme et al, 1998; Guerra-Araiza y Camacho-
Arroyo 2000; Brinton et al.,, 2008).
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1. Justificacion

El cese en la secrecion de hormonas sexuales durante la menopausia o en modelos
animales gonadectomizados, trae consigo dafios progresivos en diferentes zonas del
organismo. En el SNC la disminucién de hormonas sexuales se ha asociado a dafio
cognitivo, alteraciones en las funciones neurales, muerte neuronal, y alteraciones en
procesos metabdlicos. Hoy en dia existen diferentes terapias de reemplazo hormonal
(TRH), las cuales han resultado en la atenuacién de la sintomatologia causada por el

descenso en la secrecidon de hormonas sexuales.

La TIB es una hormona sintética utilizada para aliviar los sintomas menopausicos, por si
misma se encuentra desprovista de actividad biolégica, pero tiene la caracteristica
sobresaliente de que en los tejidos se descompone en varios metabolitos provistos con
caracteristicas estrogénicas, progestagénicas y androgénicas conjuntas. Sus efectos
clinicos, dependen del tejido blanco donde se metabolice, del estimulo enzimatico y de

la afinidad y potencia de dichos metabolitos con los receptores hormonales.

A nivel del SNC se ha descrito que el mayor metabolito encontrado es el 3a-hidroxi-
Tibolona cuyas propiedades son semejantes a los estrégenos. Sin embargo, actualmente
no hay estudios del efecto de la TIB sobre la expresion de los receptores a hormonas
sexuales en el SNC, un dato fundamental para llegar a identificar y establecer los
posibles mecanismos de la actividad bioldgica de este farmaco en el cerebro. Por lo que
en este proyecto se estudio el efecto de diferentes dosis de TIB sobre la regulacion en la
expresion de los receptores a hormonas sexuales en el hipotalamo, el hipocampo, la

corteza frontal y el cerebelo a nivel del gen en ratas ovariectomizadas.
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IV. Hipotesis

Si la TIB tiene efecto estrogénico, entonces su administracion aumentara la
expresion de los receptores de progesterona y de androgenos y disminuira la

expresion del receptor a estrogenos alfa en el SNC de la rata ovariectomizada.
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V. Objetivo general

Evaluar el efecto de la administraciéon de TIB sobre la expresion de los

receptores a hormonas sexuales en diferentes areas del SNC de ratas hembras

ovariectomizadas.

VI. Objetivo particular

» Evaluar el efecto de la administraciéon de 0.1, 1.0 y 10 mg/kg de TIB sobre la
expresion del RP, REa y RA, en el hipotalamo, el hipocampo, la corteza frontal y

el cerebelo de ratas ovariectomizadas.
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VII. Material y método

Animales

Se utilizaron ratas hembra virgenes de la cepa Sprague Dawley de (250-300g
de peso) del bioterio de Centro Médico Nacional Siglo XXI, mantenidas en jaulas bajo
condiciones controladas de iluminaciéon 14 h de luz por 10 h de oscuridad (luces
encendidas de 07:00 a 19:00h) y temperatura (22 * 22C). Los animales fueron

distribuidos en forma de 5 individuos por caja, con agua y alimento ad libitum.

Ovariectomia

Los animales fueron anestesiados con Ketamina 80mg/kg y xilacina. Bajo estas
condiciones se realizé incisién dorso lateral de 3 cm que abarcé piel y musculo se
identifico el ovario se ligd arteria ovarica con material no absorbible (seda 1-0), se
extirpo la gonada por encima de la ligadura y se efectu6 hemoastasia por

compresion simple, finalmente se suturo la herida.

Tratamientos

Diez dias después de la cirugia, las hembras se asignaron al azar alguno de los
siguientes grupos experimentales: 1) vehiculo (agua), 2) 0.1 mg/kg, 3) 1.0 mg/kgy
4) 10 mg/kg de TIB. La TIB se administr6 via esofagica con una canula de acero.
Cada grupo estuvo conformado por 7 animales. Las ratas se sacrificaron 24 h
después de la administracion de la TIB, y se disecaron el hipotalamo, el hipocampo,

la corteza frontal y el cerebelo.
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Obtencion del ARN total.

Se realizé la extraccién del ARN total de los tejidos disecados de las ratas,
utilizando la técnica del tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo y precipitacion

con isopropanol (Chomczynski 1987).

Integridad de ARN

Para conocer la integridad del ARN, se analiz6 por electroforesis en geles de
agarosa al 1.1% en condiciones desnaturalizantes. Solamente se utilizaron las
muestras en las que el ARN se encontraba integro, es decir donde se observaran
claramente las bandas correspondientes a los ARNs ribosomales 18S y 28S y no se

encontrara RNA degradado, ni presencia de ADN.

Diseifio de oligonucleotidos

Para el disefio de los oligonucledtidos nos apoyamos en el articulo de
(Camacho-Arroyo et al, 1998) para la amplificacién por RT-PCR de un fragmento del
receptor a progesterona (RP) de 517 pb y de un fragmento de 480 pb del gen que
codifica para la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), mientras
que para el disefio de los oligonucleétidos para amplificar un fragmento de 200 pb
del receptor a estrégenos alfa (REa) y de un fragmento de 198 pb del receptor a
andrégenos (RA) nos basamos en el trabajo de (Huang-Ping Yu et al, 2006). Las
secuencias para los cuatro fragmentos fueron analizadas con el programa Primer 3
plus para determinar la presencia de secuencias homologas internas que formaran
asas o se sobrelaparan, asi como para que la temperatura de unién de los
oligonucledtidos con el ADNc fuera la misma (60°C) para poder realizar la RT-PCR

en condiciones iguales para los 4 genes. En el Cuadro 3 se observan las secuencias.
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GENES SECUENCIAS
RP SENTIDO 5°-[CTC CTG GAT GAG CCT GAT G]-3°
ANTISENTIDO 5’-[CCC GAA TAT AGC TTG ACC TC]-3°
RE«a SENTIDO 5-[ CTT CTG GAG TGT GCC TGG TT]-3’
ANTISENTIDO 5-[ CTT CTC CCT GCA GGT TCA TC]-3°
RA SENTIDO 5°-[ CAACTT GCA TGT GGA TGA CC]-3°
ANTISENTIDO 5°-[ TGA GAA AGG TGC CTC ATC CT]-3°
GAPDH SENTIDO 5’-[CCT GCA CCA CCA ACT G(C]-3°
ANTISENTIDO 5’-[CAATCG CAG CCC CAG CA]-37

Cuadro 3. Secuencia de los oligonucleotidos utilizados para amplificar los genes de

RP, REa, RA y GAPDH.

Amplificacion de RP, REa, RA por la técnica de retro transcripcion acoplada a

la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

Una vez que se revisé la integridad del ARN se procedi6 a estandarizar las
condiciones adecuadas para realizar la RT-PCR. Se realizo la PCR a 60 °C, se
corroboro que el tamafio de los fragmentos amplificados fuera el adecuado de
acuerdo a el disefio de los oligonucleotidos y que no se amplificaran bandas

inespecificas .

Los productos de amplificacidon se analizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 2%, se observaron en un transiluminador de rayos UV y se digitaliz6 la imagen.

La intensidad de las bandas del RP, del REa, del RA y de un control de carga
(GAPDH) fue cuantificado mediante un analisis densitométrico usando el programa

Kodak 1D.
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Material y método

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando un Analisis de Varianza (ANOVA)
seguido de una prueba post hoc de Tukey’s. El programa Prism 5.0 fue utilizado para

calcular la probabilidad de los valores.

En todos los casos se consider6 como diferencia estadisticamente significativa

aquellas cuya probabilidad sea menor o igual a 0.05.
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VIII. Resultados

Se extrajo el RNA total del hipotalamo, el hipocampo, el cerebelo y la corteza
frontal de los animales tratados con vehiculo (VEH) o TIB, por el método de Trizol-
cloroformo, para determinar la pureza de las muestras se determino la relacion de
absorbancia A260/280, que debe estar entre 1.8 y 2.0, por medio del Sistema
Espectrofotometro de Micro-Volimenes EPOCH, una vez realizada la evaluacion de
la pureza de ARN de cada muestra, se procedi6 a su cuantificacion por medio del

sistema anteriormente mencionado.

Para determinar el grado de integridad de las muestras se observaron las bandas

ribosomales 28S y 18S en un gel de agarosa al 1.1% como bandas discretas (Fig. 11).

Integridad del ARN

Muestras representativas de la integridad del ARN.

Hipotidlamo Hipocampo Corteza frontal Cerebelo

SoteH -

Figura 11. Muestra representativas de ARNs de hipotalamo, hipocampo, corteza

frontal y cerebelo, se observan las bandas ribosomales 28S y 18S.
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Resultados

Expresion génica del RP en el hipotalamo de la rata OVX.

En el caso del hipotalamo los datos mostraron que las concentraciones de 0.1, 1.0 y
10 mg/kg de TIB incrementaron de forma significativa la expresion del RP, en

comparacion al grupo con VEH (Fig. 12).

Hipotalamo
mg/kg de TIB
V EH 0.1 1.0 10
RP el 517pb
GAPDH PRSSRSEEE ed  480 pb
Hipotalamo

RPIGAPDH

mg/kg de TIB

*p < 0.05 vs. su grupo con VEH (Prueba ANOVA, seguida de Tukey).

Figura 12. Expresion génica del RP en el hipotalamo de la rata. Experimento
representativo del RP y GAPDH de RT-PCR a partir de ARN total del hipotalamo de
ratas OVX tratadas con VEH o con dosis de 0.1, 1.0 y 10 mg/kg de TIB. Media * E.E.

de la expresion del RP en Hipotdlamo de ratas tratadas con diferentes dosis de TIB.
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Resultados

Expresion génica del REa en el hipotalamo de la rata OVX.

En el hipotalamo los datos mostraron que las concentraciones de 0.1, 1.0 y 10 mg/kg
de TIB, incrementaron de forma significativa la expresion del REq, respecto al grupo

con VEH (Fig. 13).

Hipotalamo
mg/kg de TIB
V EH 0.1 1.0 10
REa s — — —— EPIV N
GAPDH B ] 480 pb
Hipotalamo

1.54

RE o/ GAPDH

_Lé;‘ Q'fr\ P\S} P"C}

mg/kg de TIB

*p < 0.05 vs. su grupo con VEH (Prueba ANOVA, seguida de Tukey).

Figura 13. Media * E.E. de la expresion del REa en Hipotalamo de ratas tratadas con

diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.

UNAM PCB Pagina 48



Resultados

Expresion génica del RA en el hipotalamo de la rata OVX.

En el caso del hipotalamo los datos obtenidos indican que la administracién de 0.1,
1.0 y 10mg/kg de TIB, no muestran diferencias significativas en la expresion del RA,

respecto al grupo con VEH (Fig. 14).

Hipotalamo
mg/kg de TIB
VEH 0.1 1.0 10
RA A T — 198 pb
GAPDH PSSR e 480 pb
Hipotalamo
1.51
I
o 1.01
o
=L
Q
= 0.5-
0.0-
@Z\ o N D
L [
L) 1
mg/kg de TIB

Figura 14. Media * E.E. de la expresion del RA en Hipotadlamo de ratas tratadas con

diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.
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Resultados

Expresion génica del RP en el hipocampo de la rata OVX.

En el caso del hipocampo los datos indican que las concentraciones de 1.0 y 10

mg/kg de TIB incrementan de forma significativa la expresion del RP, mientras que

la dosis de 0.1, no mostro diferencias significativas, respecto al grupo con VEH (Fig.

15).

RP

GAPDH

1.0+

RP/GAPDH

0.5+

Hipocampo
mg/kg de TIB

V EH 0.1 1.0 10

Hipocampo

ma'kg de TIB

*p < 0.05 vs. su grupo con VEH (Prueba ANOVA, seguida de Tukey).

Figura 15. Media * E.E. de la expresion del RP en Hipocampo de ratas tratadas con

diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.
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Resultados

Expresion génica del REa en el hipocampo de la rata OVX.

En el caso del hipocampo los datos indican que la administraciéon de 10mg/kg de TIB
disminuye de forma significativa la expresion del REa mientras que las dosis de 0.1y
1.0 mg/kg TIB, no muestran diferencias significativas, respecto al grupo con VEH

(Fig. 16).

Hipocampo

mg/kg de TIB

REa

GAPDH

Hipocampo

REa«/GAPDH

mg'kg de TIB

*p < 0.05 vs. su grupo con VEH (Prueba ANOVA, seguida de Tukey).

Figura 16. Media * E.E. de la expresion del REa en Hipocampo de ratas tratadas con

diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.
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Resultados

Expresion génica del RA en el hipocampo de la rata OVX.

En el caso del hipocampo los datos obtenidos indican que la administracién de 0.1,
1.0 y 10mg/kg de TIB, no modificaron de forma significativa la expresion del RA,
respecto al grupo con VEH (Fig. 17).

Hipocampo
mg/kg de TIB
VEH 0.1 1.0 10
GAPDH PSSR R e 480 pb
Hipocampo
0.6
I
O 0.4+
o
<L
<)
= 0.2-
0.0-
&

mg/kg de TIB

Figura 17. Media * E.E. de la expresion del RA en hipocampo de ratas tratadas con

diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.
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Resultados

Expresion génica del RP en la corteza frontal de la rata OVX.

En el caso de la corteza frontal los datos indican que las concentraciones de 0.1, 1.0 y

10 mg/kg de TIB incrementaron de forma significativa la expresion del RP, respecto

al grupo con VEH (Fig. 18).

RP

GAPDH

1.5+

RPIGAPDH

Corteza frontal

mg/kg de TIB
V EH 0.1 1.0 10
— B
B e 480 pD

Corteza frontal

mg/kg de TIB

*p < 0.05 vs. su grupo con VEH (Prueba ANOVA, seguida de Tukey).

Figura 18. Media + E.E. de la expresion del RP en corteza frontal de ratas tratadas

con diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.
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Resultados

Expresion génica del RP en la corteza frontal de la rata OVX.

En el caso de la corteza frontal los datos indican que la concentraciéon de 10 mg/kg
de TIB disminuyd de forma significativa la expresion del RP, respecto al grupo con

VEH (Fig. 19).

Corteza frontal

mg/kg de TIB
VEH 0.1 1.0 10
REa . 200 pb
GAPDH | " s s S — EEECL

Corteza frontal
0.3

(=]
%]
1

RE«x/GAPDH
(=]

0.0-

mg/kg de TIB

*p < 0.05 vs. su grupo con VEH (Prueba ANOVA, seguida de Tukey).

Figura 19. Media * E.E. de la expresion del REa en corteza frontal de ratas tratadas

con diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.
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Resultados

Expresion génica del RA en la corteza frontal de la rata OVX.

En el caso de la corteza frontal los datos obtenidos indican que la administraciéon
10mg/kg de TIB disminuye de forma significativa la expresion del RA mientras que
las dosis de 0.1 y 1.0 mg/kg TIB, no muestran diferencias significativas, pero si una

tendencia a la baja respecto al grupo con VEH (Fig. 20).

Corteza frontal

mg/kg de TIB
V EH 0.1 1.0 10
RA -_— 198 pb
GAPDH W T T T T 480 pb

Corteza frontal

RA/GAPDH

mag/kg de TIB

*p < 0.05 vs. su grupo con VEH (Prueba ANOVA, seguida de Tukey).

Figura 20. Media * E.E. de la expresion del RA en corteza frontal de ratas tratadas

con diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.
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Resultados

Expresion génica del RP en el cerebelo de la rata OVX.

Los datos obtenidos en cerebelo indican que las concentraciones de 0.1, 1.0 y 10
mg/kg de TIB no modificaron la expresion del RP respecto al grupo con VEH (Fig.
21).

Cerebelo

mg/kg de TIB

RP

GAPDH

Cerebelo

1.5+

RP/GAPDH

N
§ o D N

mg/kg de TIB

Figura 21. Media = E.E. de la expresién de RP en cerebelo de ratas tratadas con

diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.
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Resultados

Expresion génica del REa en el cerebelo de la rata OVX.

Los datos obtenidos en cerebelo indican que la administraciéon de 10mg/kg de TIB
disminuye de forma significativa la expresién de REa al ser comparada con el VEH,
mientras que las dosis de 0.1 y 1.0 mg/kg de TIB, no mostraron diferencias

significativas (Fig. 22).

Cerebelo
mg/kg de TIB
V EH 0.1 1.0 10
REQ | " e ‘S e —— QPG
GAPDH - e W T — 480 pb
Cerebelo
1.5+
I
0 1.0
o
<L
O
E 0.5
r Y
0.0-
&2\ Qh" :\.Q NQ
L ']
L L}
mg/kg de TIB

*p <0.05 vs. su grupo con VEH (Prueba ANOVA, seguida de Tukey).

Figura 22. Media * E.E. de la expresion de REa en cerebelo de ratas tratadas con

diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.
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Resultados

Expresion génica del RA en el cerebelo de la rata OVX.

Los datos obtenidos del cerebelo indican que la concentracién de 10 mg/kg de TIB
disminuye de forma significativa la expresion del RA al ser comparado con el VEH.

(Fig. 23).

Cerebelo
mg/kg de TIB
V EH 0.1 1.0 10
RA —— — —— - 198 pb
GAPDH L B B 480 pb
Cerebelo
1.5+
I 4
E 1.0
o
E 0.5 *
0.0-
i N ° S
K% ° N W
: :
mg'kg de TIB

*p < 0.05 vs. su grupo con VEH (Prueba ANOVA, seguida de Tukey).

Figura 23. Media * E.E. de la expresion de RA en cerebelo de ratas tratadas con

diferentes dosis de TIB, Vehiculo (VEH), 0.1, 1.0 y 10 mg/kg.
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Resumen de resultados

RP REa RA
AREA SNC TIB mg/kg TIBmg/kg | TIB mg/kg
0.1,10| 10 |0.1|1.0/10/0.1|1.0] 10
HIPOTALAMO AlA AL A2
HIPOCAMPO | - P S el v
CORTEZA FRONTAL S el Ml
CEREBELO M

Cuadro 4. Resumen de resultados del efecto de diferentes dosis de TIB (0.1, 1.0 y 10
mg/kg) sobre la expresion de los receptores a hormonas sexuales (RP, REa, RA).
Evaluados en el SNC de la rata OVX. (-----) Indica que no hubo cambios, ('t‘) indica

aumento en la expresion, (‘1') indica disminucion en la expresion.
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Discusion de resultados

IX. Discusion de resultados.

Regulacion diferencial de los receptores a hormonas sexuales en el SNC de la

rata.

En este proyecto se evalud la expresion del RP, del REa y del RA en el SNC de ratas
OVX, tratadas con diferentes dosis de TIB, mediante el uso de la técnica de
transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).
Los resultados del presente estudio muestran que la TIB regula de manera

diferencial la expresion del RP, del REa y del RA en el SNC de ratas OVX.

Las diferencias obtenidas en este trabajo se tratardn de explicar teniendo como
premisa que la funcién de la TIB en el SNC es de tipo estrogénica debido a que el
metabolito mas abundante encontrado en las areas analizadas en este estudio
(hipotalamo, hipocampo, corteza frontal y cerebelo), es el metabolito 3a-hidroxi-TIB

cuyos efectos son semejantes a los estrogenos (Verheul et al, 2007).

Por otro lado se ha reportado que la unién de los estrogenos a su receptor regulan la
expresion tanto de las isoformas del RP, los subtipos del mismo RE, asi como el RA
(Simerly et al, 1990; Shughrue et al, 1997; Laflamme et al, 1998; Guerra-Araiza y
Camacho-Arroyo 2000; Guerra-Araiza et al, 2002; Scott et al, 2002; Mitra et al,
2003; Brinton et al,, 2008).

Efecto de la TIB sobre la expresion del RP en el SNC de la rata OVX.

La progesterona tiene un amplio margen de actividad en el SNC, participa en
procesos como la maduracion, diferenciacion y el funcionamiento 6ptimo de células
nerviosas (Baulieu et al, 1996). Por otro lado se ha sefialado que esta hormona se

encuentra implicada en el mantenimiento 6ptimo de procesos reproductivos,
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Discusion de resultados

particularmente la lordosis o implicada en procesos cognoscitivos (Gutiérrez-Garcia

etal, 2000).

Se ha sugerido que para cumplir sus funciones fisiolégicas la progesterona necesitan
interactuar con sus receptores especificos, por ejemplo en la rata se ha demostrado
la participacién del RP en la induccién de la lordosis, en las ratas prepuberes que
poseen un numero reducido del RP, la conducta de lordosis inducida al administrar
progesterona es menor en comparacién con hembras adultas en estro que poseen un

mayor numero del RP (Camacho-Arroyo et al, 1995).

Se ha descrito en diferentes estudios que los estrogenos en general regulan a la alza
la expresion del RP en el cerebro de la rata (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo 2000;
Guerra-Araiza 2002; Brinton et al, 2008). En el presente estudio se observéo que la
TIB regula a la alza la expresion del RP en tres regiones del SNC (hipotalamo,
hipocampo y corteza frontal), de la rata. Los hallazgos encontrados en nuestros
experimentos nos permiten sugerir que la TIB en el SNC de la rata OVX tiene una
actividad semejante al estradiol a pesar de la baja afinidad que tienen los

metabolitos 3a hidroxi-TIB con el RE (3.2%).

Por otro lado aunque en el presente estudio retiramos el principal aporte de
progesterona proveniente del ovario, no podemos descartar un efecto
progestagénico en SNC mediado por la progesterona sintetizada en adrenales
(Florez et al,, 2008), o por el metabolito A4-Tibolona, que aunque se ha reportado
una bajo porcentaje de este en SNC (Verheul et al, 2007), podria participar en la

regulacion de procesos neurales actuando sobre los RP.
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Efecto de la TIB sobre la expresion del REa en el SNC de la rata OVX.

El efecto de los estrogenos en SNC es uno de los mas estudiados en procesos
neuroprotectores, reproductivos y en procesos cognitivos (Arevalo et al, 2015). La
disminucion de los niveles de estradiol séricos en rata o en ratona OVX, ha
demostrado tener efectos negativos en procesos cognitivos, este efecto adverso
también es observado en mujeres que atraviesan la menopausia (Arevalo et al,
2015; Scott et al., 2012). Por otro lado se ha reportado que la administracién de
estradiol o TIB en animales OVX mejora el déficit cognitivo y la memoria espacial

(Espinoza-Raya et al, 2012; Liu et al,, 2014).

El grupo de Duval (2001), reportd que el estradiol disminuye de forma significativa
la muerte neuronal en el modelo de isquemia por oclusion realizada en el ratén, en el
mismo estudio la administracion de bloqueadores selectivos para los RE
comprobaron que el REa parece estar regulando este efecto neuroprotector. Lo que
nos permite observar la gran importancia no solo de los estrogenos en la regulacion
de procesos neuroprotectores si no la trascendencia de bajo que via se estan

regulando.

Los resultados del presente estudio muestran que la TIB regula de manera
diferencial la expresion del REa en el SNC de la rata, aumentando la expresion en
hipotalamo con dosis de 0.1 y 10 mg/kg y disminuyéndola en hipocampo y cerebelo

con la dosis de 10 mg/kg.

El aumento del REa en hipotdlamo es acorde a lo reportado por Tena-Sampere 2001
quienes describieron un aumento en la expresion de las isoformas del RE por la
administracion aguda de estradiol. Se ha descrito que la principal funcién del REa en

el hipotalamo es la regulacion de la supresion de la GnRH por la accion de los
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estréogenos (Lindsey et al, 1998). Lo que nos permite sugerir que la accion de la TIB

en hipotalamo conlleva a la reactivacion en la regulacién neuroendocrina.

En hipocampo se ha reportado que los estrégenos modulan el desarrollo de espinas
dendriticas y la plasticidad neuronal (Mcwen, 2002). Por otro lado se ha descrito que
al parecer existe una relacion directamente proporcional entre la concentracion de
estrégenos y la expresion del REa en hipocampo, el aumento en las concentraciones
de estradiol durante el proestro regula a la alza el REa, mientras que la OVX
disminuye la expresiéon de este receptor (Cardoso et al, 2010). Sin embargo esta
regla no se cumple en el modelo de la rata OVX + estradiol, ya que la implantacién de
un pellet de liberacién prolongada de este farmaco no aumenta en general la
expresion del RE, sugiriendo que en el microambiente de un animal OVX, el estradiol
no es lo suficientemente efectivo como para regular a la alza el RE (Simerly et al,
1990). En el presente estudio se observéd que en el hipocampo la concentracién de
10 mg/kg de TIB reguld a la baja la expresion del REa, lo que nos permite sugerir
que el microambiente del animal OVX sumado a las particularidades de la TIB

puedan hacer que esta regule de manera diversa el REa en esta area del SNC.

En el cerebelo de animales OVX y tratados con estradiol se ha reportado un aumento
en la expresion del RE (Simerly et al, 1990), mientras que en los resultados
obtenidos en el presente experimento se observé una disminucién del REa con la
administracion de 10 mg/kg de TIB, sugiriendo que este faArmaco regula de forma

distinta a los estrogenos la expresion del REa en hipocampo y cerebelo.

Efecto de la TIB sobre la expresion del RA en el SNC de la rata OVX.
En el presente estudio podemos proponer que la TIB no influye de forma

significativa sobre el RA en la mayoria de areas analizadas.
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Por otro lado en corteza frontal se observé una disminuciéon del RA con la dosis de
10 mg/kg efecto que difiere por lo descrito por el grupo de Simerly 1990, quienes
observaron un aumento en la densidad del RA en corteza de animales
ovariectomizados y tratados con estradiol, esta diferencia puede deberse a que la

administracion del farmaco fue de forma cronica.
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Conclusiones

X. Conclusiones.

e En el presente estudio se observdé que la TIB se comporta de manera
semejante a los estrogenos, incrementado en general la expresion del RP en el
SNC de la rata.

e En el hipotadlamo las dosis de Tibolona de 0.1 y 10 mg/kg aumentan la
expresion del REa.

¢ En el hipocampo las dosis de Tibolona de 1.0 y 10 mg/kg aumentan la
expresion del RP.

e En el hipocampo las dosis de Tibolona de 10 mg/kg disminuye la expresion
del RE«.

e Enla corteza frontal las dosis de Tibolona de 0.1, 1.0 y 10 mg/kg aumentan la
expresion del RP.
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