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RESUMEN

Los estrogenos en la etapa pre y postnatal en la rata tienen un papel de importancia en la
diferenciacion sexual del hipotdlamo. Con el uso de disruptores endocrinos como el
coumestrol o moduladores selectivos del receptor para estrogenos como el tamoxifen o el
uso de andrégenos como el propionato de testosterona en la etapa critica de la diferenciacion
sexual hipotalamica de ratas y ratones, se altera la expresion de los receptores estrogénicos a.
y B. Por otra parte el quitosdn un polisacarido obtenido a partir de la desacetilacion de la
quitina esta siendo utilizado como vehiculo para la administracion de farmacos destacandose
sus propiedades antioxidantes, antibacteriales y antifingicas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la expresion relativa de los receptores estrogénicos o
y B en los hipotalamos de las crias (6 y 48 horas de nacidas) de ratas Wistar hembras tratadas
por via subcuténea el dia 17 de su gestacion con 200ul de quitosan (grupo 1), 200ul de
quitosan con 800 pg de coumestrol (grupo 2), 200ul de quitosan con 1.2 mg de propionato
de testosterona (grupo 3), 200ul de quitosan con 8 mg de tamoxifen (grupo 4), control intacto
(grupo 5).

La expresion de los receptores para estrogenos a y B en los machos de 6 horas de nacidos, se
incrementaron 2.32 y 66.76 veces respectivamente en el hipotalamo de los animales tratados
del grupo 1 respecto al control intacto, con respecto a los animales del grupo 2 para el receptor
a aumentd 0.36 y para el receptor B se incrementd 20.48 veces mas respecto a su control
intacto. En el caso de los animales tratados del grupo 3, en la expresion de los receptores para
estr6genos, no se encontrd cambio en el receptor a, por lo contrario Se detecto un incremento
de 10.93 veces respecto a los animales intactos para el receptor B. Lo que respecta al grupo
4 la expresion relativa del receptor para estrdgenos a no se encontr6 cambio, siendo para el
receptor 3 un incremento de 9.3 veces respecto al control intacto.

Para la expresion de los receptores para estrogenos en los machos de 48 horas de nacidos,no
se encontrd incremento para el receptor o, para el receptor B se encontr0 un incremento de
0.74 veces en el hipotalamo de los animales tratados del grupo 1 respecto al control intacto,
con respecto a los animales tratados del grupo 2 para el receptor o se increment6 0.39 veces,
y para el receptor B disminuy6 0.16 veces. En el caso de los animales tratados del grupo 3,
en la expresion de los receptores para estrogenos, se increment6 la expresiéon en 1.85y 1.90

veces para los receptores a y B respectivamente.



La expresion de los receptores para estrogenos en las hembras de 6 horas de nacidas, se
observo disminucion de 0.48 veces para los receptores o y un incremento de 5.28 veces en
los receptores P en el hipotalamo de los animales del grupo 1 respecto al control intacto, por
su parte en los animales del grupo 2 para el receptor a se encontr6 disminucion de 0.66 veces
en la expresion e incrementd para el receptor B 3.97 veces respecto a su control. En el caso
de los animales del grupo 3, en la expresion de los receptores para estrégenos se encontro
disminucion en la expresion del receptor o de 0.31, por lo contrario se detectd un incremento
de 12.15 veces respecto a los animales intactos para el receptor . Lo que respecta al grupo
4 la expresion relativa del receptor para estrogenos o se encontrd una disminucion de 0.44
veces, incrementandose para el receptor B en una vez respecto al control.

La expresion de los receptores para estrogenos en las hembras de 48 horas de nacidas, se
observo una disminucion de 0.4 veces para los receptores a y un incremento de 0.6 veces en
los receptores P en el hipotalamo de los animales del grupo 1 respecto al control intacto, por
su parte en los animales del grupo 2 para el receptor o y B se encontr6é disminucion de 0.5y
0.48 veces respectivamente en la expresion respecto a su control. En el caso de los animales
grupo 3, en la expresion de los receptores para estrégenos se encontré incremento en la
expresion del receptor a de 0.17, por lo contrario se detect6 una disminucion de 0.17 veces
respecto a los animales intactos para el receptor .

Se concluye que cada tratamiento presento diferente grado de expresion relativa en el RNAm
de ambos receptores estrogénicos, siendo el grupo 1, el tratado con quitosan, donde se
encontrd6 mayor expresion relativa de el REB. La accion bioldgica de los estrogenos es
mediada a travez de los RE o y B, los cuales actian como factores de transcripcion, estos
pueden ser activados por diferentes substancias y ejercer distintos efectos los cuales
dependen del tipo de tejido y las caracteristicas del ligando. Es necesario seguir evaluando
los efectos de estos tratamientos en las crias a largo plazo, para identificar sus efectos en las
diferentes etapas de su desarrollo hipotalamico y valorar como repercuten estos en la vida
adulta para determinar su utilidad como una alternativa para el control reproductivo de
animales transmisores de enfermedad.

Palabras Clave: Quitosan, Tamoxifen, Propionato de testosterona, Coumestrol, Receptores

Estrogénicos a y .



Abstract

In the pre and postnatal stage in the rat, the estrogens have an important role of in the sexual
diferentiation of the hypothalamus.

With the use of endocrine disruptors such as coumestrol or selective estrogen receptor
modulators such tamoxifen or the use of androgens as testosterone propionate in the critical
stage of hypothalamic sexual differentiation of rats and mice, it’s alters the expression of
estrogen receptors o and f.

On the other hand, chitosan a polysaccharide obtained from the deacetylation of chitin, is
being used as a vehicle for the administration of drugs highlighting its antioxidant,
antibacterial and antifungal properties.

The objective of this study was to evaluate the relative expression of estrogen receptors o
and B in the hypothalamus of the new-born rats (6 and 48 hours) of Wistar female rats treated
subcutaneously on day 17 of their gestation with 200 pl of Chitosan (group 1) , 200 pl of
Chitosan with 800 pg of Coumestrol (Group 2), 200 pl of Chitosan with 1.2 mg of
testosterone propionate (Group 3), 200 ul of chitosan with 8 mg of tamoxifen (group 4),
intact control (group 5).

The expression of a and  estrogen receptors for males of 6 hours of birth, these increased
2.32 and 66.76 times respectively in the hypothalamus of the group 1 animals with respect
to intact control. With respect to the group 2 animals for the o receptor increased 0.36 and
for the B receptor these increased 20.48 times with respect to intact control. In the case of the
animals of Group 3, the expression of the estrogen receptor, no change was found for the a
receptor, otherwise, an increase of 10.93 times with respect to intact animals for the 3
receptor was detected. As regards group 4, the relative expression of the receptor for
estrogens a was not found change, being for the receptor B an increase of 9.3 times with
respect to the control intact. For the expression of the estrogen receptors in males of 48 hours
of birth, no increase was found for the a receptor, for the § receptor found an increase of 0.74
times in the hypothalamus of the group 1 animals with respect to intact control, with respect
to the group 2 animals the a receptor was increased in 0.39 times, for the B receptor decrease
0.16 times. In the case of the group 3 animals, the expression of estrogen receptors was

increased by 1.85 and 1.90 times for a and B receptors respectively.



The expression of estrogen receptors in the females of 6 hours of birth, observed a decrease
of 0.48 times for the a receptors and an increase of 5.28 times in the B receptors in the
hypothalamus of the animals of the group 1 with respect to the intact control, for its part in
the animals of the group 2 for the a receptor was found decrease of 0.66 times the relative
expression and increase for the  receptor 3.97 times with respect to its control. In the case
of the of group 3 animals, the expression of the estrogen receptors was found a decrease in
the expression of the o receptor of 0.31, otherwise, it was detected an increase of 12.15 times
with respect to the intact animals for the B receptor. Regarding group 4, the relative
expression of the a receptor found a decrease in 0.44 times, increase for the  receptor in
once with respect to the control. The expression of the estrogen receptors in females of 48
hours of birth, it was observed a decrease of 0.4 times for a receptors and an increase of 0.6
times in 3 receptor in the hypothalamus of group 1 animals with respect to intact control, for
its part in the animals of the group 2 for the a and B receptors was found decrease 0.5 and
0.48 times respectively of the expression with respect to its control. In the case of the group
3 animals, the expression of the receptors for estrogens was found the increase in the
expression of the a receptor of 0.17, otherwise, it is detected a decrease of 0.17 times with

respect to the animals intact for the B receptor.

In conclusion, each treatment presented a different degree of relative expression in the
RNAmM of both estrogen receptors, being group 1, the treaty with chitosan, where greater
relative expression of the RE was found.

The biological action of estrogens are mediated through the a and 3 receptors, which act as
transcription factors, these can be activated by different substances and exert varied effects
which depend on the type of tissue affected and the characteristics of the ligand.

It is necessary to continue to assess the effects of these treatments in the offspring in the long
term, to identify its effects at different stages of their hypothalamic development and how
they affect the adult life to determine their usefulness as an alternative for the reproductive

control of disease transmitters animals.

Keywords: Chitosan, Tamoxifen, Testosterone Propionate, Coumestrol, Estrogen Receptors
o and f.
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GLOSARIO

ARC Nucleo Arcuato
ArkKO Aromatasa knockout
AVPV Nucleo anteroventral periventricular

C-Terminal Carboxilo terminal

cDNA Acido desoxirrinonucleico complementario
Cou Coumestrol

DHT Dihidrotestosterona

DNA Acido desoxirribonucleico

dNTP Desoxirribonucleicos trifosfato

E Estrégenos

E2 Estradiol

ERE Elemento de respuesta al estrégeno

FGF-9 Factor de crecimiento fibroblasto 9 (fibroblast growth factor 9)
FN Fauna Nociva

HBD Dominio de unién a la hormona

HRE Elementos de respuesta a hormonas

LBD Region de unién al ligando

LH Hormona Luteinizante

MAPK Protein quinasa activador de mitdgenos

MgCl2 Cloruro de magnesio

MIH Hormona Inhibidora de los Conductos de Muller
NCBI National Center for Biotechnology Information
OCT-4 Factor de transcripcién de union o- 4

P450 AROM Enzima p450 aromatasa

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PI3K Fosfoinositol 3-quinasa

POA Area predptica del hipotalamo

PT Propionato de Testosterona

RE Receptores estrogénicos

REa Receptor estrogénico alfa
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REB
RNA

RNs
RT-PCR
SDN-POA
SERMs
SF-1

SNC

SOX
SOX-9
SRY

T

TAF-1
TAF-2
TGFp

TX

WT-1
Wild-type

Receptor estrogénico beta

Acido ribonucleico

Receptores nucleares

Reaccién en cadena de la polimerasa retrotranscriptasa
Nucleo dimorfico sexual de la regidn predptica
Moduladores Selectivos de los RE

Factor esteroidogénico 1

Sistema Nervioso Central

SRY-like Box

Factor de transcripcion 9

Region determinante sexual del cromosoma Y
Testosterona

Dominio de activacion transcripcional 1
Dominio de activacion transcripcional 2
Factor de crecimiento transformante 3
Tamoxifen

Gen asociado al tumor de Wilms

Animal natural sin cambios genéticos
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INTRODUCCION

La presencia de fauna nociva (FN) representa un riesgo para la salud publica y animal por
ser portadores de enfermedades, las cuales mas del 60% tienen potencial zoonético (OIE,
1992). El término fauna nociva tiene un sentido claramente antropocéntrico, ya que
evolutivamente y ecol6gicamente ninguna especie puede ser nociva para la propia naturaleza.
Este tipo de fauna ha surgido con la urbanizacion, la agricultura y en general con todo tipo
de alteraciones antropogeénicas.

Los animales que pueden clasificarse como fauna nociva son perros y gatos en situacion de
calle, ratas, ratones, cucarachas, moscas, mosquitos, alacranes, hormigas, avispas, algunos
murciélagos y moluscos terrestres (Cruz-Reyes, 2009). Debido a esto es necesario evitar que
proliferen, afectando la salud publica y animal (Cruz-Reyes, 2009).

Uno de los principales métodos de control de FN es el letal, sin embargo ha demostrado ser
poco eficiente debido a que su impacto es a corto plazo, ya que la recuperacion de las
poblaciones de animales sujetos a control es rapida, por lo que es necesario desarrollar otras
alternativas de control poblacional no letal que permita mantener poblaciones de animales
estables a través del control de su reproduccion.

La conducta reproductiva es sexualmente dimorfica, es decir, tanto los machos como las
hembras se desarrollan y comportan de manera tipica, ademas desde el punto de vista
endocrino son modelos altamente complejos.

A nivel del Sistema Nervioso Central (SNC) también existe dimorfismo sexual, este se lleva
a cabo en las funciones cerebrales controlando una serie de sistemas importantes para la
regulacion del proceso reproductivo (Vergara, 2004).

En el SNC de machos y hembras existen diferencias estructurales y funcionales, que
involucran la cantidad de neuronas, su morfologia e interconexiones, las cuales han sido
asociadas con cambios en la fisiologia cerebral y el desarrollo cognitivo y conductual
(Herrera et al., 2005).
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CICLO ESTRAL DE LA RATA

Los ciclos del estro en la rata se caracterizan por cambios morfoldgicos en los ovarios, el
Gtero y la vagina que se producen durante diferentes fases denominadas proestro, estro,
metaestro y el diestro (Paccola et al., 2013; Goldman et al., 2007). (Figura 4)

El proestro se identifica por la presencia de células epiteliales nucleadas que presentan una
apariencia granular, este puede durar 1 dia.

El estro se caracteriza por la presencia de células cornificadas (queratinizadas) o células
redondas con bordes dentados, esta etapa puede durar 1 dia en ciclos de 4 dias o 2 dias en
ciclos de 5 dias, la ovulacion se produce desde el comienzo de proestro al final del estro
(Marcondes et al., 2002).

El metaestro es un periodo que se ha utilizado para describir un periodo de transicion durante
la primera parte del diestro (diestro 1) donde se caracteriza la presencia de leucocitos y
escasas células epiteliales corneadas y redondas, en el frotis vaginal puede ser exclusivo de
leucocitos. El diestro Il se caracteriza por la presencia de algunos grupos pequefios de células
epiteliales pequefias y grandes (Goldman et al., 2007; Paccola et al., 2013).
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Figura 1. Patron esquematico del ciclo estral de 4 dias en la rata que representa las concentraciones
séricas de estradiol y progesterona al tiempo que se relacionan con el aumento de la hormona
luteinizante (LH). La ovulacién ocurrird durante las primeras horas del estro, aproximadamente 10-

12 horas después del aumento de la LH (Goldman et al, 2007).

GESTACION Y PARTO

La gestacion es un proceso interactivo en donde la resultante es el desarrollo y nacimiento de
uno 0 mas miembros de la misma especie. Se requieren de cuatro eventos para que esto
suceda, ovulacion, fertilizacion de ovocito, implantacion de blastocitos y formacion del
cuerpo lateo para mantener la gestacion (Terkel, 1988).

En el primer tercio de la gestacion en la rata el cuerpo lGteo es activado y mantenido por
efecto de la prolactina, la cual se le denomina la principal hormona luteotréfica durante los
primeros 7 dias de gestacion. La hormona luteinizante juega un papel importante como
hormona luteotrofica en la segunda mitad de la gestacion para el mantenimiento del cuerpo
luteo, a partir del dia 12 en adelante los requerimientos luteotréfica cambian debido a que la
hipdfisis no es capaz de mantener la secrecion de progesterona, por lo tanto el cuerpo luteo
depende del lactégeno placentario hasta el comienzo del parto (Lam y Rothchild, 1977).

El proceso inicial del parto desencadena una serie de proceso fisioldgico por los cuales el
Gtero expulsa sus productos de concepcion. Este proceso esta separado por distintas etapas:
la etapa uno es la preparacion, el cual se refiere al tiempo necesario para la presentacion del

feto en el canal materno y a la dilatacion del cérvix, y la segunda etapa es la expulsion del
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feto la cual se genera por contracciones uterinas de gran intensidad, presion abdominal,

expulsién de membranas e involucién uterina (Galina y Valencia., 2006).
FASES DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

Diferenciacion sexual cromosdémica o genética

En los mamiferos placentados, el establecimiento del sexo cromosémico ocurre en el
momento de la fertilizacion, las hembras poseen una constitucion cromosémica XX, mientras
que los machos XY, dado que la determinacidn sexual ocurre al momento de la union de los
dos pronucleos del espermatozoide y del ovocito para formar el nucleo del cigoto (Diaz y
Merchant, 2008), justo en ese momento el patron predeterminado de expresion genica dara
como resultado el desarrollo de uno de los dos sexos, la cual por default el patron
predeterminado en mamiferos es de hembra, de esta manera en los machos se redirige hacia
el patron macho, debido a la presencia del gen SRY en el cromosoma Y (Camerino et al.,
2006).

Gen SRY

El gen SRY (Sex-determining Region of Y chromosome, por sus siglas en inglés), se expresa
solamente en la gbnada en formacion de los embriones macho, en particular en las células
precursoras de las células de Sertoli que codifican una proteina de la familia SOX (SRY-like
Box) que son proteinas que tienen un dominio de unién al DNA y acttan como factores de
transcripcion. La proteina SRY estimula la expresion (transcripcion) de otro gen
emparentado, denominado SOX-9 que a su vez actia como un factor de transcripcion que
activa la expresion de otros genes, como el FGF-9 (fibroblast growth factor 9). Los productos
de los genes SOX-9 y FGF-9 inician cascadas de expresion genica que provocan que las
células sométicas de la gbnada indiferenciada (cresta genital) se diferencien en células de
Leydig y células de Sertoli, lo que finalmente resulta en la formacidn de un testiculo. Por otra
parte en el cromosoma X se encuentran otros genes denominados WNT4 (Wingless-
integration factor 4) y RSPO1 (Respondin-1) los que inician una cascada de expresion génica
que provoca la diferenciacién de las células somaticas de la génada indiferenciada hacia

células de la teca y células de la granulosa, por lo tanto el embrion macho expresa SOX-9 e
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inhibe la expresion de WNT4 y RSPO1 y por ende no hay formacion de un ovario (Camerino
et al., 2006).

Diferenciacién sexual gonadal

En todos los embriones se forman inicialmente génadas indiferenciada (con el potencial de
formar ovarios o testiculos) a partir de la invasion de las crestas gonadales por las células
germinales primordiales, que migran desde su sitio de origen en el epiblasto (cerca del sitio
donde el saco vitelino se une al intestino primitivo). La migracion de las células germinales
primordiales ocurre de manera temprana en el desarrollo embrionario y al llegar a la génada
proliferan y se organizan con las células somaticas de la cresta genital para ir formando la
gonada. Para esta remodelacion y la formacion adecuada de la gonada se expresan varios
genes, como OCT-4 (que aparentemente mantiene la totipotencialidad de la gonada), asi
como SF-1 (Factor esteroidogénico 1) y WT-1 (gen asociado al tumor de Wilms). Estos dos
Gltimos estimulan la proliferacion celular y el establecimiento de cordones sexuales. En esta
etapa inicial todos estos genes se expresan tanto en el cromosoma XX como en el XY, por lo
que la gonada en formacidn aun mantiene la capacidad de diferenciarse hacia testiculo o hacia

ovario (Salame et al., 2008).

Diferenciacion sexual genital

La testosterona secretada por los testiculos del feto en desarrollo actta sobre los conductos
de Wolff o mesonéfricos los cuales estimulan el desarrollo para formar los conductos
deferentes, el epididimo y las glandulas sexuales accesorias masculinas (préstata, vesiculas
seminales, glandulas bulbouretrales (Galina et al., 2006). Al mismo tiempo los testiculos
producen una glicoproteina llamada Hormona Inhibidora de los Conductos de Miiller (MIH),
gue como su nombre lo indica, inhibe el desarrollo de los conductos de Miuller o
paramesonéfricos, provocando su regresion, lo que impide el desarrollo de los oviductos,
Gtero, cérvix y porcion anterior de la vagina. La MIH es una glicoproteina de la familia de
los factores de crecimiento transformante p (TGFp). El gen de MIH posee sitios de union
para la proteina de SOX-9y de SF-1, por lo que la presencia simultanea de ambos es necesaria
para que se secrete MIH y lleve a cabo su funcién inhibitoria de los conductos de Muller en
el embrion macho (en esta etapa tanto la génada de embriones machos como la de embriones

hembra expresan SF-1, pero solo la del macho expresa SOX-9, por lo que solo esta produce
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MIH). En cambio, en la génada del embrién hembra no sélo se expresan cantidades minimas
de SOX-9, sino que también se produce DAX-1, que antagoniza tanto a SOX-9 como a SF-
1, lo que impide la produccion de MIH y resulta en el desarrollo de los conductos de Miiller

hasta formar los oviductos, Utero, cérvix y porcién anterior de la vagina (Salame et al., 2008).

Diferenciacién sexual hipotalamica

La diferenciacion sexual del cerebro es una serie de procesos mediante los cuales los
esteroides gonadales actian durante un periodo sensible en el sustrato neural indiferenciado
lo que causa alteraciones permanentes, este proceso de la diferenciacion es la conversion de
la testosterona (T) testicular generando estrogenos (E) dentro de las neuronas. La mayoria de
las areas dimdrficas sexuales del cerebro contienen niveles sustanciales de dos proteinas
P450 aromatasa (CYP19) y de receptores estrogénicos RE.

Los E son secuestrados por la a-fetoproteina en la circulacion periférica del feto y esta a-
fetoproteina tiene muy poca afinidad por los andrégenos, permitiendo que la T del testiculo
atraviese la barrera hematoencefalica y se aromatice dentro del cerebro (Krebs-Kraft y
McCarthy, 2011), lo que ha demostrado la formacion local de E durante el desarrollo cerebral
asi como sus consecuencias sobre la diferenciacion del cerebro, la regulacion de los efectos

de gonadotropinas y el comportamiento sexual (Montelli et al., 2012).

Periodo critico

El periodo critico también puede ser pensado como una ventana limitada de desarrollo en el
que un evento puede ocurrir debido a una mayor sensibilidad a un estimulo ambiental, el cual
puede ser enddgeno o exdgeno. Durante los Ultimos dias de gestacion al dia 18 en la rata, los
testiculos del macho en desarrollo comienzan a producir cantidades significativas de T. Este
tiempo de exposicion a T es necesaria para inducir un cerebro fenotipicamente del macho y

la formacion de las caracteristicas sexuales secundarias (Krebs-Kraft y McCarthy, 2011).
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Citocromo P450 aromatasa (CYP19)

La enzima aromatasa (P450 arom) cataliza la conversion de T en E y juega un papel
importante en la regulacion de los efectos hormonales en las diferentes areas del cerebro
donde los estrogenos pueden ejercer su accion (Montelli et al., 2012), como el desarrollo del
sistema estrogénico local del SNC, la P450 arom influye en la diferenciacion sexual de las
estructuras neurales (aumenta el crecimiento de neuritas y el establecimiento de circuitos
neuronales) y modula funciones neuroendocrinas/reproductivas asi como el comportamiento
sexual (Lephart, 1996).

RECEPTORES NUCLEARES

Los receptores nucleares (RNs) pertenecen a una superfamilia relacionada con factores
transcripcionales, los cuales regulan la accion de las hormonas liposolubles (Thornton y De
Salle, 2000), tales como tiroxina, acido retinoico, vitamina D, esteroides sexuales y
adrenales, los cuales atraviesan la pared celular uniéndose especificamente a dichos
receptores. La localizacion puede variar en funcion del tipo de hormona, pudiéndose
encontrar en el citoplasma, en el ndcleo o divididos entre los dos. La union del ligando,
provoca un cambio conformacional del receptor, activando o inhibiendo la expresion genica
(Teran et al., 2005).

Los RNs se caracterizan en base a su bien conservada estructura basada en dominios. La
arquitectura candnica de un RN consta de cinco regiones. Las regiones mas conservadas
son las de union al DNA (DBD, region C) y la de unién al ligando (LBD, region E) y la

menos conservada son los dominios A, B, D y F (Owen y Zelent, 200).

Receptores estrogénicos

Como miembros de la superfamilia de receptores nucleares, los receptores estrogénicos (RE)
tienen estructura modular (Lecomte et al., 2017). Se han identificado las isoformas o (REa)
y B (REB), que se distinguen por presentar diferencias en su secuencia de aminoacidos. Estos
receptores presentan 96% de homologia de sus aminoacidos constituyentes, aunque no es una
regla aplicable a todas las regiones del receptor, ya que la regiéon de union al DNA (DBD) es
la que mas similitud presenta, mientras que la regién de unién al ligando (LBD) solo presenta
un 53% de similitud (Pérez-Rivero et al., 2007; Weihua et al., 2003). Los RE son receptores
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nucleares que modulan la transcripcidn por su unién especifica a secuencias del genoma, asi
Como a co-represores y co-activadores, para regular la accion del complejo RNA polimerasa.
Los efectos moduladores de los RE sobre la trascripcion se llevan a cabo en una serie

secuencial de eventos (Pérez-Rivero et al., 2005).
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Figura 2. Receptor estrogénico o y . (Pérez-Rivero et al., 2005)

Estructura del receptor estrogénico

La estructura funcional del RE es la que le permite actuar como un transductor de la sefial
hormonal, ya que ésta contiene varias regiones especificas como el dominio de activacion
transcripcional 1 (TAF-1), el dominio de unién a DNA (DBD), el dominio de activacion
transcripcional 2 (TAF-2), y el dominio de unién a la hormona (HBD). Esta estructura
funcional es la que le permite al RE unirse a la hormona y sufrir un cambio conformacional
espacial que posibilita la formacion de homodimeros (REa-Rea o REb-Reb) o heterodimeros
(REa-RED) (Barrén-Gonzalez et al., 2001). Se forma el complejo hormona-receptor el cual
se une directamente a las secuencias consenso en el DNA, que le permite al mismo tiempo
disociarse de un complejo co-represor y unirse a un complejo co-activador, lo cual le confiere
la actividad de trascripcion de genes que contienen elementos de respuesta a los estrégenos
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(ERE). Por el contrario, en ausencia de estrégenos, los RE se asocian con los co-represores

que inhiben la actividad de trascripcion (Lenis et al., 2010; Pérez-Rivero et al., 2005).

Mecanismos genomicos del receptor estrogénico

Una vez en el interior de las células, los estrogenos se unen a sus receptores especificos
activandolos, disociandose de ellos las proteinas de estrés, 1o que provoca la dimerizacién
del receptor y un cambio conformacional, siendo este transportado a través del poro o canal
hacia el nucleo, donde interacciona con los Elemento de Respuesta a los Estrégenos (ERE)
en el ADN (Figura 3) (Teran et al., 2005).

Mecanismos no genémicos del receptor estrogénico

Las hormonas esteroides inducen efectos que no necesitan de la actividad transcripcional del
receptor, como la activacion del adelinato ciclasa, de la tirosine-quinasa de las MAPK, PI3K;
la produccion de segundos mensajeros y el aumento de calcio intracelular. Estos efectos
ocurren en un corto tiempo para ser mediados por la sintesis de ARN y formacion de proteinas
son denominados efectos no gendémicos, finalmente activan otros factores de transcripcion
nuclear, a estos efectos se le denomino sefializacion iniciada por esteroides en membrana o
MISS (Bottino y Lanari, 2010).

SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Mecanismo de accion de los SERMs

El efecto de los Moduladores selectivos de los receptores estrogénicos (SERMSs por sus siglas
en inglés) es bloqueando por inhibicion competitiva la funcion de los RE (o, B), pues se unen
a ellos con similar afinidad que los E, disocian las proteinas chaperonas, producen
dimerizacion del receptor, sin embargo no se crea la superficie AF-2 ni la formacion de las
proteinas correguladoras requeridas para la activacion transcripcional del ERE. EIl efecto
agonista de los SERMs se explica porque activan la via alternativa del ERE AP-1 que,
promueven y activan genes diana por un mecanismo no claro, pero que requiere la presencia
constante de la funcion AF-1 en el dominio A/B, asi como de proteinas correguladoras
(Despaigne, 2001).
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Tamoxifen

Pertenece al grupo de los SERMs el cual tiene efectos estrogénicos y antiestrogénico,
dependiendo del 6rgano involucrado (Motrich et al., 2007), se ha utilizado ampliamente para
el tratamiento paliativo del cancer de mama avanzado desde su introduccidn a principios de
1970 y en la ultima década, se ha utilizado como tratamiento adyuvante en la enfermedad en
estadio temprano (Muthusamy et al., 1994).

El tamoxifen se une a los REs intracelulares, induciendo un cambio conformacional en el
receptor, lo que resulta un bloqueo o cambio en la expresion de genes dependientes de E
(Irarrazaval, 2011). La prolongada unién del tamoxifen a la cromatina nuclear genera una
reduccion en la actividad de la DNA polimerasa. Después de la aromatizacion de androgenos
testiculares a E, el tamoxifen impide que se forme el complejo receptor-estrogenos, por
ocupar los receptores estrogénicos intracelulares, de esta manera los estrogenos no
interactuan en las neuronas que conforman el ndcleo dimorfico sexual de la region predptica
(SDN-POA). El efecto inhibitorio del tamoxifen en la vida postnatal sobre el desarrollo y
diferenciacion del SDN-POA en ratas macho, no solo actta impidiendo la aromatizacion de
los androgenos testiculares a estrdgenos, sino también a la subsecuente interaccion de estos

estrdgenos con el material nuclear (Dohler, 1984).

Metabolismo del Tamoxifen

El tamoxifen es primariamente convertido en dos metabolitos distintos: N-desmetil-TAM vy
4-hidroxi-TAM. Cualquiera de los dos tiene capacidad de convertirse en 4-hidroxi-N-
desmetil-TAM. EIl 4-hidroxi-TAM es considerado el principal metabolito activo de
tamoxifen debido a su alta afinidad por los receptores estrogénicos y por tener de 30 a 100

veces mayor afinidad que el propio tamoxifen (Jordan et al., 1977; Clarke et al., 2003).
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Figura 3. Mecanismo de accion molecular de los estrogenos. RE: receptor estrogénico; ERE:
elemento de respuesta a estrogenos; ARNm: acido ribonucleico mensajero; SERMs:

moduladores selectivos del receptor estrogénico (Terén et al., 2005).

Propionato de testosterona

El Propionato de testosterona (PT), se hidroliza rdpidamente en testosterona, la cual es
metabolizada a los esteroides 17-ceto a través de dos vias diferentes. Los principales
metabolitos activos son el estradiol y la dihidrotestosterona (DHT). La testosterona es una
hormona esteroide del grupo de andrégenos, secretada principalmente desde los testiculos,
siendo la hormona sexual de los machos y un esteroide anabolico. En las hembras, se produce
en los ovarios, glandulas suprarrenales y por la conversién de androstenediona en la periferia
(Velaetal., 2009).

El tratamiento prenatal o postnatal con testosterona produce una disminucion de las
respuestas lordoticas en las ratas, asi como la presencia de conducta sexual parecida al macho
en las hembras aunque el tratamiento prenatal es mas eficaz que el tratamiento postnatal de
testosterona en la supresion del comportamiento de lordosis, sin embargo la combinacion de
tratamientos prenatal/postnatal, es mas eficaz (Juéarez et al., 1995).
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Mecanismo de Accidn de la Testosterona

Los efectos de la testosterona (T) en los seres humanos y otros vertebrados se producen por
medio de dos mecanismos principales: por la activacion del receptor de androgenos
(directamente o como DHT), y mediante la conversion a estradiol y la activacion de los
receptores de estrogeno. La T libre es transportada en el citoplasma de las células del tejido
diana, donde se puede unir al receptor de andrdgenos, o puede reducirse a 5-a. DHT por la
enzima 5-o-reductasa citoplasmatica. La DHT se une al mismo receptor de andrdgenos
incluso mas fuertemente que T, de manera que su potencia androgénica es de
aproximadamente 2.5 veces mas que la T. El T-receptor o complejo DHT-receptor
experimenta un cambio estructural que permite que se mueva en el nucleo celular y se unen
directamente a secuencias especificas de nucleoétidos del DNA cromosomico. Las areas de
unién se denominan elementos de respuesta a hormonas (HRE), e influyen en la actividad

transcripcional de ciertos genes, produciendo los efectos androgénicos (Vela et al., 2009).

Fitoestrdgenos

Los fitoestr6genos son compuestos vegetales naturales no esteroideos (Jacob et al., 2013)
que son estructural y funcionalmente similares a los estrogenos, ejercen su efecto estrogénico
en el SNC vy en el sistema reproductivo de machos y hembras (Mostrom y Evans, 2012).
Quimicamente los fitoestrogenos pertenecen a varias familias de compuestos, dentro de los
cuales se encuentran los flavonoides, los isoflavonoides (Genisteina), los coumestanos
(coumestrol), los lignanos y los estilbenos (Ze-hua et al., 2010; Pérez Rivero, et al., 2007),
los cuales tienen efectos en la reproduccion. La importancia de los fitoestrogenos radica
principalmente en que pueden actuar como agonistas 0 antagonistas estrogénicos, ya que
ejercen sus efectos tanto en machos como en hembras, en tejidos donde existen RE (Lenis et
al., 2010; Ososkis y Kennelly, 2003; Whitten et al., 2002). Se ha reportado con la
administracion de coumestrol a diferentes dosis se observa alteraciones en la concentracion
de espermatozoides, asi como en el comportamiento sexual de perros machos (Pérez Rivero
et al., 2009)
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Coumestrol

El Coumestrol (Cou) es un fitoestrégeno de la familia de los coumestranos, se encuentran en
plantas como la alfalfa (Medicago sativa), altera el aparato reproductor tanto en hembras
como en machos de bovinos, ovinos, perros y en algunos animales silvestres identificados
como fauna nociva como es el caso del vampiro comin (Desmodus rotundus) donde se han
reportado alteraciones como foliculos hemorrégicos, Uteros turgentes, retencién placentaria
y cambios en la histoarquitectura de los testiculos, disminucion de la libido en los machos
entre otros (Pérez-Rivero et al., 2013; Pérez-Rivero et al., 2009). EI Cou se une a receptores
estrogénicos beta (REB) con mayor afinidad que incluso el 17 estradiol, el cual tiene un
efecto agonista y antagonista dependiendo de la dosis (Pérez-Rivero et al., 2009).

Lenis et al., (2010) reporto que en bovinos machos que ingieren pastura que contiene Cou,
ocasiona metaplasia glandular y epitelial, tanto en la prostata como en las glandulas bulbo-
uretrales. En otro estudio con ratas Wistar machos de dos dias de nacidos reportan que con
la administracion de 4mg/kg de Cou durante 16 dias por via subcutanea se observé
disminucion del lumen de los tibulos seminiferos e incremento del indice apoptético de
células germinales (Atanassova et al., 2000).

Por otra parte con la administracion de 100 pg de Cou en ratones hembra de 1 a 5 dias de
nacidos produce cambios en los ovarios como es la presencia de foliculos hemorragicos y
foliculos poli ovulares (Burroughs, 1995). Los ratones hembra prepuberes de la cepa Swiss
Webster que han sido alimentados durante cinco dias con 20 g de alimento que contenga
intencionalmente 90 mg/kg de Cou, presentaron edema uterino (Galeyetal, 1993).

Se ha demostrado que el tratamiento con Cou en perros durante cuatro semanas tiene un
efecto oligoespermico y teratospermico lo que indica que potencialmente el uso de Cou
podria servir de base para el desarrollo de nuevas estrategias para el control de poblaciones,
como un producto que se administre y que interfiera con la respuesta sexual del macho y
disminuya el conteo de espermatozoides eyaculados. (Pérez-Rivero et al, 2009). Lo reportado
anteriormente se ha administrado por via oral, es necesario evaluarlo por otras vias de
aplicacion como la parenteral, donde nos permita reducir el manejo de los animales y que sea

con una sola aplicacion.
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QUITINA Y QUITOSAN

La quitina presenta similitud con la de la celulosa, la diferencia entre ellas se encuentra en el
carbono 2 que contiene un grupo hidroxilo en la celulosa y un grupo acetamida en la quitina.
La quitina poli [ (1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa], es el componente organico
maés abundante en la estructura esquelética de muchas de las variedades que conforman el
grupo de los invertebrados como el caparazon de crustaceos tales como cangrejos,
camarones, langostas 0 se puede encontrar en algunos microorganismo como levaduras y
hongos (Sanchez et al., 2007; Miranda y Lizérraga, 2012). El quitosan poli [ (1-4)-2-amido-
2-desoxi-D-glucopiranosa], es un polisacarido derivado de la desacetilacién de la quitina
(Miranda y Lizarraga, 2012).

Propiedades fisico quimicas

Sus componentes son unidades de glucosamina y N-acetil-glucosamina (Vivek et al., 2015),
Es una poliamina lineal con un nimero de grupos amino que estan facilmente disponibles
para la reaccion quimica y la formacion de sales con acidos. Las caracteristicas importantes
de quitosan son su peso molecular, la viscosidad, el grado de desacetilacion (40-98%)
(Singla y Chawla, 2001). El quitosan tiene una alta densidad de carga, se adhiere a las
superficies cargadas negativamente y con un pKa de aproximadamente 6.5 en los grupos
amina. El quitosan es insoluble a pH neutro pero soluble y cargado positivamente a pH acido
(Singla'y Chawla, 2001; Vivek et al., 2013). El quitosan es biodegradable, biocompatible, no

produce respuesta del sistema inmune y no es toxico (Sanchez et al., 2007).
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JUSTIFICACION

El empleo de moduladores selectivos de los receptores estrogénicos (SERMs) en el periodo
perinatal como el tamoxifen, en ratas machos de una hora de nacidos y sacrificados 3 h.
después, el patron de expresion génica de los receptores estrogénicos es muy similar al de las
hembras, lo cual sugiere que el tratamiento feminiza el hipotdlamo del macho y resalta la
importancia del estradiol en el proceso de diferenciacion sexual del hipotdlamo. Por otra parte
el uso de esteroides como el propionato de testosterona en hembras genera un aumento en el
desarrollo dendritico dentro de los nucleos sexuales del area preodptica similar a la de los
machos. (Herrera, et al., 2005). Con el uso de disruptores endocrinos como el coumestrol el
cual se une a los receptores estrogenico alfa (REa) y beta (REB) produciendo un efecto
agonista o antagonista dependiente de la dosis, aunado a que el coumestrol tiene afinidad al
sitio activo de la enzima citocromo p450 aromatasa, interfiriendo con la transformacién de
la testosterona en estrégenos aromatizados (Hong et al., 2007). Su empleo muestra un
panorama alentador para ser utilizado en la induccion de alteraciones de tipo reproductivo,
las cuales pueden ser aprovechadas para el control de poblaciones de animales adultos

catalogados como fauna nociva (FN) (Pérez-Rivero et al., 2009).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que los animales catalogados como fauna nociva representan riesgos por ser
transmisores de enfermedad o que generan cuantiosas pérdidas econdmicas para la industria
alimenticia, se han desarrollado estrategias para su control ya sean letales o no letales, el
problema de los métodos letales es que generan nichos ecologicos vacios los cuales se pueden
repoblar con alguna otra especie o con la misma las cuales pueden ser portadoras de nuevas
enfermedades. De ahi la importancia de valorar nuevos métodos de control de tipo
reproductivo que sean poco invasivos, y que produzcan esterilidad a largo plazo, para
mantener el nicho ecoldgico ocupado y que la poblacidn se mantenga estable con tendencia

a la disminucion.
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HIPOTESIS

La administracion de tamoxifen, propionato de testosterona y coumestrol con un termogel de
quitosan al dia 17 de la gestacion en ratas Wistar, afectan la expresion de los receptores

estrogénicos o y 3 en el hipotalamo de las crias.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del tamoxifen, propionato de testosterona y coumestrol en la expresion de
los receptores estrogénicos a y B en el hipotalamo de ratas Wistar, como una posible

alternativa de control reproductivo en fauna nociva.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Administrar el termogel quitosdn con tamoxifen, propionato de testosterona y
coumestrol y evaluar su efecto en el patron de exfoliacion del epitelio vaginal.

2. Aplicar termogel de quitosan por via subcutanea en ratas hembras al dia 17 de su
gestacion y evaluar su efecto en la expresion de los receptores estrogénicos a.y  en
el hipotalamo de neonatos de 6 y 48 horas de nacidas.

3. Administrar tamoxifen con un termogel de quitosan por via subcutanea en ratas
hembras al dia 17 de su gestacion y evaluar su efecto en la expresion de los receptores
estrogenicos ay B en las crias, a las 6 horas de nacidas.

4. Administrar propionato de testosterona con un termogel de quitosdn por via
subcutanea en ratas hembras al dia 17 de su gestacion y evaluar su efecto en la
expresion de los receptores estrogénicos a y B en las crias, a las 6 y 48 horas de
nacidas.

5. Administrar coumestrol con un termogel de quitosan por via subcutanea en ratas
hembras al dia 17 de su gestacion y evaluar su efecto en la expresion de los receptores

estrogénicos oy B en las crias, a las 6 y 48 horas de nacidas.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES
Etica.
El presente protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion (CICUAE) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México y por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad Autonoma

Metropolitana Unidad Xochimilco (CICUAL-UAM-X) con el nimero 128 fechado el dia 22
de enero de 2015.

Obtencidn de reproductores.

Se utilizaron ratas (Rattus novergicus) Wistar hembras y machos adultos asi como sus
respectivas crias, todos los animales fueron criados y alojados en la Unidad de Produccion y
Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL), de la Universidad Auténoma
Metropolitana-Unidad Xochimilco, bajo las condiciones marcadas en la NOM-062-Z00O-
1999, que incluyen condiciones constantes de luz-oscuridad (12 hrs de luz-12 hrs de
oscuridad), temperatura 21 +1°C, humedad controlada, 11 a 15 cambios de aire por hora,

sanitizaciéon programada, agua y alimento ad libitum.

Citologias Vaginales.

Se utilizaron 16 hembras las cuales fueron divididas en 4 grupos como se muestra en la tabla
1.

A todos los animales se les realizo citologia vaginal exfoliativa (Figura 4), a cada una de ellas
durante 3 ciclos estrales segin lo descrito por Goldman et al., (2007) para verificar su
normalidad enddcrino-reproductiva, una vez observada a cada grupo se le administrd un

tratamiento diferente el cual se muestra en la tabla 1.
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Una vez administrados los tratamientos se les realizaron de nueva cuenta citologias vaginales

durante tres semanas. Se contaron 100 células en cada una de las laminillas utilizando un

microscopio Optisum utilizando el objetivo 40x, se obtuvo la proporcion de cada estirpe

celular.

Proestro Estro Metaestro
80-100% 80-100 50% Leucocitos
Células epiteliales Células epiteliales 50% Células
nucleadas queratinizadas epiteliales

queratinizadas

Figura 4. Tipos celulares en el ciclo estral de la rata.

Diestro
80-100%
Leucocitos

‘ Tabla 1. Citologia vaginal exfoliativa

Control positivo quitosan )
200ul de quitosan
(n=5)
Tratadas 1 (Tx) 8 mg de tamoxifen en 200l de
(n=3) quitosan
Hembras 1.2 mg de propionato de
Tratadas 2 (PT)
(1=3) testosterona en 200 pl de
n=
quitosan
Tratadas 3 (COU) 800 g de coumestrol en 200 pl
(n=5) de quitosan

Para obtener el control del ciclo estral en cada una se les realiz6 citologias vaginales tres

semanas antes de la aplicacion del tratamiento.
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Animales.

Machos.

Se utilizaron 5 machos mayores de 90 dias de edad, con fertilidad probada, con peso mayor
a 300 gramos, los cuales fueron evaluados en su capacidad reproductiva mediante la
observacion de su conducta copulatoria, la presencia del tapon seminal en la hembra después

de la copula y su capacidad para producir gestacion.

Hembras.

Se seleccionaron 20 ratas hembras de 60 dias de edad, con peso aproximado de 200 gramos,
a las cuales se les realizo la determinacion de la regularidad del ciclo estral mediante citologia
vaginal diaria durante un minimo de tres ciclos.

Las ratas cuyo ciclo estral presentaron caracteristicas normales se colocaron en presencia de
machos para permitir una primera gestacion. La primera camada no se utilizo, ya que sirvio
de referencia para demostrar la capacidad reproductiva de las ratas seleccionadas, asi se
realiz6 una segunda seleccion de acuerdo al comportamiento maternal observado.

De acuerdo a estas observaciones se seleccionaron 15 ratas con ciclo estral normal, con
camadas normales, con comportamiento maternal adecuado y se gestaron. Se dividieron en
cinco grupos de tres ratas hembras cada uno y al dia 17 de gestacion se administré el
tratamiento como se muestra en la tabla 2.

Como el principal objetivo es estudiar a las crias en tiempos muy cercanos al nacimiento, se
requirié un control riguroso del tiempo en que ocurre este evento, por lo que se llevo el
control del tiempo de la fecundacion y se realiz6 vigilancia constante de las madres, sobre

todo al final de la gestacion para anotar la hora exacta en que ocurrieron los partos.

TRATAMIENTO.

Se administré por via subcutanea, el procedimiento para la aplicacion del tratamiento, se
realizd bajo anestesia general la cual fue a base de isoflurano 3% y oxigeno, se realizo la
antisepsia de la region dorsal mediante rasurado con maquina de la marca Oster® y una
cuchilla del namero 40, lavado con jabén quirdrgico a base de benzalconio de la marca
Antibenzil® y la aplicacion final de alcohol etilico al 70%.
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Se administro el tratamiento con jeringas de 1 ml y aguja del nimero 21 en la zona dorsal.
Una vez realizada la inyeccion, la parte afectada del animal se cubrio con vaselina (figura 5),
las hembras se regresaron a su alojamiento individual y se continué con el manejo de rutina
y vigilancia constante hasta el momento del parto.

Se determind que el momento del parto sera la hora cero y se sacrificaran las crias a diferentes

tiempos, como se muestra en la tabla 3.

Figura 5. Administracion del tratamiento bajo anestesia con isoflurano y oxigeno

Tabla 2. Tratamientos hembras gestantes

Control negativo Sin tratamiento
uitosan (Qui
° (Qui 200ul de quitosan
(n=3)
Tratadas 1 (Tx) 8 mg de tamoxifen en 200ul de
(n=3) quitosan

Hembras

Tratad (PT) 1.2 mg de propionato de
ratadas 2 (P1
testosterona en 200 pl de

(n=3) o
quitosan
Trata 3 (COU) 800 pg de coumestrol en 200 pl
(n=3) de quitosan

Cinco grupos (n=3) Tratamiento que se les administrd a las hembras al dia 17 de su gestacion.
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Tabla 3. Tiempos de eutanasia
_ Hembras crias Mahos crias Total

Grupo 6 horas 48 horas 6 horas 48 horas

Control Negativo

2 2 2 8
N=2
ui
(Qui) 2 2 2 2 8
N=2
HEMBRAS
TRATADAS Tratadas 1 (Tx)
X 2 X 4
N=2
Tratadas 2 (PT)
2 2 2 8
N=2
Tratada 3 (Cou)
2 2 2 8
N=2
Total 10 10 10 10 40

* (Qui) Quitosan, (Tx) Tamoxifen, (PT) Propionato de testosterona, (Cou) Coumestrol,

Eutanasia.

Este se realiz6 en apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Obtencion de los Hipotalamos.

La extraccion de los hipotalamos se realizd utilizando una navaja de bisturi para escindir la
piel del craneo a nivel del agujero del foramen magnum, después con unas pinzas
hemostaticas, a traves de la estructura anteriormente sefialada, se fractura el craneo desde la
regién occipital hacia la region frontal, el cerebro se disecd y colocd sobre su superficie

dorsal a 4°C. Después se irrigd brevemente con agua destilada fria, para quitar la sangre
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contaminante, posterior a esto se realizaron los siguientes cortes (Vangala, 1973; Herrera, et
al., 2013).

Corte Anterior Limite Anterior del Quiasma Optico
Corte Posterior Cuerpos Mamilares

Corte Lateral Surcos Hipotaldmicos Laterales
Corte Superior Comisura Anterior

Una vez extraidos los hipotalamos se pesaron y se almacenaron a -70°C, hasta el momento

de usarse.

ANALISIS DE MUESTRAS.

Extraccion del RNA.

La extraccion de RNA se llevo a cabo de acuerdo a las especificaciones del reactivo TriPure

Isolation Reagent, Roche No. Cat. 11 667 265 001, de la siguiente manera:

Homogenizacion o lisis celular.
Los hipotdlamos se les agregd 0.5 ml de TriPure por cada >50 mg de tejido aislados, se
homogenizo6 individualmente utilizando para esto un homogenizador vidrio teflon tipo

Potter-Elvehjem unido a un motor eléctrico (20 golpes)

Fase de separacion.

Las muestras homogenizadas se incubaron por 5 minutos entre 15 a 25°C para permitir una
disociacion completa de los complejos nucleoproteicos. Después, se le agregé 100 pl de
cloroformo, los tubos se agitaron en un vortex por 15 segundos y se incubaron a temperatura
ambiente (aprox. 25°C) durante 5 minutos. Finalmente se centrifugaron las muestras a 12,000

X g por 15 minutos a 4°C.
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Precipitacion.

Una vez conseguida la fase de separacion, se removio la fase acuosa que es la que contiene
el RNA total y se transfirio a otro tubo de 1.5ml. Se precipito con 250 pl de isopropanol y se
agito en vortex por 15 segunos, después se dejo a temperatura ambiente durante 10 minutos,
para finalmente centrifugar a 12 000 x g por 10 minutos a 4°C. Se desechd el sobrenadante,

conservando solo el pellet de RNA.

Lavado.

Para eliminar las sales residuales, el pellet de RNA se lavé con 500 pul de etanol al 75 % con
agua bidestilada, se mezcl6 en un agitador vortex y se centrifugd a 7500 x g por 5 minutos a
4°C. Por decantacion se eliminé el liquido residual. Se dejoé secar durante 10 minutos bajo
una campana de flujo laminar horizontal modelo CFLH-90 de la marca NOVATECH.
Finalmente el pellet se resuspendio en 30 ul de agua libre de RNasa y se dividio en 3 viales

de 10 pl cada uno.

Cuantificacion del RNA.

La cuantificacion se realizd en un espectrofotdbmetro Epoch de la marca BioTek. Se
depositaron 2 ul de cada muestra de RNA por duplicado sobre la placa de micro-volumenes

Take3, realizando lecturas en absorbancias de 260 y 280 nm.

Electroforesis de RNA.

Para corroborar el grado de pureza del RNA se realizé una electroforesis con gel de agarosa
al 5% en un campo eléctrico a 80 Volts con 400 mA durante 60 minutos, se uso como agente
intercalante Gel Red®y como buffer de corrida Tris, acido acético, EDTA (TAE) al 1%. Una
vez terminada la corrida, el gel de agarosa se visualizo en un fotodocumentador de la marca
UVITEC, mediante el cual pueden observarse las bases apiladas de RNA exhibiendo una
fluorescencia bajo luz ultravioleta. La integridad del RNA se revis6 mediante el tamafio de

las bandas donde se observara su presencia (ver tabla 4), (ver figura 8).
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‘ Tabla 4. Integridad del RNA

RNA RNA Tamano de la banda
28S 5 kB
RNA ribosomal
) 18S 2kB
(unidad)
5S 0.3kB
RNA de transferencia ARNt 0.1kB

RT-PCR.

Primera Fase.

Se seleccionaron los RNAs que presentaron una relacion 260/280nm entre 1.8-2.0, y que
presentaron un patron electroforético para los RNAs ribosomales acorde a la tabla 4.
Posteriormente se sintetizO cDNA a partir de 1 ug de RNA total empleando hexameros al
azar con el Kit ImPromll-Reverse Transcription Sistem de PROMEGA No. Cat. A3800. Se
utilizo randon primer hasta 5 pg y agua libre de nucleasa en volumen final de 5pl., se incubo
durante 5 minutos a 70°C. y se redujo6 la emperatura a 4°C.

Segunda fase: Se prepar6 el mix de retrotranscriptasa, utilizando buffer de reaccién Improm-
11 5x 4pul, MgCl2 25 mM 2.4pul, dNTP mix 10mM 1pl, inhibidor de ribonucleasas 20u, la
enzima de transcripcion reversa Improm-1l 1ul y agua libre de nucleasa para obtener un
volumen de 15ul, se mezclé con los tubos de 5pul de la primera fase y se obtuvé un volumen
final de 20pl.

Fase de alineacion.
Se utiliz6 a una temperatura de 25°C. durante 5 minutos.

Fase de extencion.
A una temperatura de 42°C. durante 60 minutos.
Para inactivar la enzima Improm-I1 se incub6 a 70°C. por 15 minutos, se cuantifico el cDNA

y se congel6 hasta su uso.
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PCR punto final.

Se realizd la PCR punto final del cDNA de las muestras control para estandarizar las
condiciones de alineacion, para amplificar el gen constitutivo (HPRT) con un amplicon de
110 pares de bases y para los genes de RE a y p con un amplicon de 344y 261 pares de bases
respectivamente. Se utiliz6 el kit Tag PCRx DNA Polymerase, con el nUmero de catalogo
11508-017, de Invitrogen®, siguiendo las intrucciones recomendadas del fabricante. Para
cada vial de 0.2 ml se agreg6 2 ul de 10x buffer PCR, 0.4 ul de dNTP 10 mM, 0.6 pl MgCly,
2 Ml de primer foward, 2 pl del primer reverse (ver tabla 4), 1 pl del templado, 0.1 pl de Taq

DNA polymerase y agua cuanto baste para un volumen final de 20 pl.

Electroforesis de PCR punto final.

Se realizo la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la PCR punto final, para corroborar
el tamafio de cada amplicon, con un campo eléctrico a 80 Volts con 400 mA durante 60
minutos, se usé como agente intercalante Gel Red® y como buffer de corrida Tris, acético,
EDTA (TAE) al 1%. Una vez terminada la corrida, el gel de agarosa se visualizd en un
fotodocumentador UVITEC, mediante el cual pueden observarse las bases apiladas de cDNA

exhibiendo fluorescencia bajo la luz ultravioleta (ver figura 7).

PCR Tiempo Real.

La Q-PCR se realizé en un equipo Roche LightCycler 1.5 utilizando disefios especificos para
los genes mostrados en la tabla (5). Asi como el Kit LightCycler® FastStart Essential DNA
Green Master , No. de Cat. N0.06402712001, se realiz a partir de 1 pl de cDNA, primers
10 pM (0.5ul), en un volumen total de 10 ul de acuerdo con las instrucciones recomendadas
por el Kit, para los genes de HPRT y RE a y B, la preincubacion fue a 95°C. durante 10
minutos, los tres pasos de amplificacion fueron: incubacion 95°C , 10 segundos, la alineacién
fue de (52°C. HPRT, 60°C RE a y B) 10 segundos, 72°C. por 10 segundos, para la fase de
disociacion fue de 95°C. por 10 segundos, 65°C. 60 segundos y 97° C. por 1 segundo y la

fase de enfriamiento fue de 37°C durante 30 segundos. Se realizaron 45 ciclos de PCR.
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Tabla 5. Genes, secuencias de los primers e identificacion en el NCBI

Simbolo ) ) L
. Primer Secuencia Nombre del gen  Cromosoma  Localizacion GenelD
oficial
REa F-5"AAT TCT GAC AAT CGA CGC CAG-3' | Rattus norvegicus
R-5'GTG CTT CAA CAT TCT CCC TCC TC- | estrogen receptor 1 1q11 24890
3
1 (Esrl)
5-TTC CCG GCA GCA CCA GTA ACC-3' :
REp Rattus norvegicus 6 624 25149
5-TCCCTCTTTGCG TTT GGA CTA-3' estrogen receptor
2 (Esr2)
Rattus novergicus
HPRT F-5"TTG CTG ACCT GCT GGATTAC-3' Hypoxanthlne
R-5' CTG ACC AAG GAA AGC AAA GT-3 guanine X q37 103689983
phosphoribosyl
transferasa
(HPRT)
: 12p11 81822
F-5' AAG GCC AAC CGT GAA AAG Actb actin, beta 12
B Actina [ Rattus
R-5' GTG GTA CGA CCA GAG GCA TAG
norvegicus]
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ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los datos obtenidos, se registraron en una matriz del programa Excel.

Para la citologia vaginal exfoliativa se realizé un analisis univariado para obtener la media +
desviacion estandar, se realizd prueba de normalidad con Kolmogorov-Smirnov al no ser
normales se realiz6 un analisis no paramétrico con la prueba de Mann-Whitney. También se
obtuvieron las proporciones de cada una de los tipos celulares en cada tratamiento, se
analizaron con tablas de contingencia, Odds ratio, al que se le calculé su intervalo de
confianza al 95 % (IC95) y la prueba exacta de Fischer para los distintos estadios del ciclo

estral que present6 cada grupo.

Serealiz6 prueba de Mann Whitney para analizar cual de los tratamientos es diferente, siendo
un factor el grupo de animales, (Hipotalamos: H) (HC, HTx, HPT HCOU, ) y otro los tiempos
de eutanasia (6 y 48 hrs de edad) de los animales. Todas las muestras se desarrollaron por
duplicado, se sumaron las dos relaciones de cada muestra y se calcularon las respectivas
medias * su desviacion estandar.

Para evaluar la expresion de los genes, se utilizé las medias de cada cq de la prueba de PCR
TR, se normalizo con el gen constitutivo HPRT con la formula doble delta (Pfaffl., 2004) y
se obtuvo la diferencia en la expresion relativa de cada tratamiento.

Para la comparacion mdaltiple se realizé prueba de Tukey con un o p< 0.05 para los genes.
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RESULTADOS.

Citologia vaginal exfoliativa.

Con la administracion de Qui se observd que la etapa del ciclo estral detectada con mas
frecuencia fue el proestro (Odds ratio 2.25: 1C9:1.43-4.34) p<0.05 (Prueba exacta de
Fischer).

De igual manera con la administracion de Tx, se observo mayor frecuencia de animales en
proestro (Odds ratio 2.78: 1C9:1.07-7.22) p<0.05 (Prueba exacta de Fischer).

En lo que respecta al tratamiento con Cou, las ratas fueron detectadas de manera frecuente
en estro (Odds ratio 2.98: 1C9:1.53-5.79) p<0.05 (Prueba exacta de Fischer).

Tabla 6. Citologia vaginal exfoliativa

Pre tratadas Post tratadas Tendencia Pre tratadas Post tratadas Tendencia Pre tratadas Post tratadas

Células Nucleada Células Superficiales Leucocitos
Quitosan 38.36 48.11 t 41.43 48.95 t 20.08 2.92
(n=5) s + s g = =
3.42 3.23* 3.44 3.17 341 1.21*
Tamoxifen 48.18 61.36 t 36.25 27.94 20.76 19.16
(n=3) + + + + @ + *
4.08 5.26* 4.73 4.79 3.76 3.99
P. 41.81 33.22 42.93 47.61 t 15.25 19.16
Testosterona + + @ + + + +
(n=3) 4,72 4.21 5.50 5.98 3.20 3.99
Coumestrol 34.32 42.55 t 48.39 55.77 t 17.29 1.61
(n=5) + + + + + *
3.18 3.31* 3.55 3.2 2.87 0.43*

Media + desviacion estandar de cada grupo tratado.
(*) Diferencias significativas U Mann-Whitney (p<0.05)
t @Tendencia de cada tipo celular.
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Figura 6. Se observa en cada una de las graficas el porcentaje de cada tipo celular del epitelio de la
vagina, A: grupo de quitosan (n=5), B: grupo con tamoxifen (n=3), C: grupo con propionato de
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testosterona (n=3), D: grupo con coumestrol (n=5).
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Tabla 7. Prueba Exacta de Fisher y Odds Ratio del estadio del ciclo estral de cada

grupo

Quitosan (proestro) Tamoxifen (proestro)

SIN QUITOSAN SIN TAMOXIFEN

z for e z Sl NO TOTAL

s B 32 47 79 S

3 i s B 14 23 37
ECIZ 75 |75 | 150 = e 36 36 72

Estimado Minimo  Maximo
2.7802 1.0701 7.2231

Estimado  Minimo Maximo
= p< 0.0009100 = Exacto de Fisher p< 0.029256 *

Coumestrol (estro) P. Testosterona (proestro)
SIN COUMESTROL SIN P TESTOSTERONA
<
.| Z
Q SI NO TOTAL 2 Sl NO TOTAL
L
: EEE 74 N IO
= B 8 48 76 5 PO 0 26 se
Ll
S R 75 75 150 - e/l 36 [ 36 | 72

Odds Ratio 29841 15358 5.7984 Odds Ratio 05200  0.1663
Exacto de Fisher p< 0.00091002 * Exacto de Fisher p< 0.197854

Se analiz6 la razon de probabilidad (Odds Ratio) y prueba exacta de Fisher para conocer cual de los
estadios del ciclo estral de las ratas adultas se presentd con mayor frecuencia con cada tratamiento,
donde el Quitosan y el Quitosan-Tamoxifen presentaron mayor frecuencia de proestro, para el
Quitosan-Coumestrol presentd estro con mayor frecuencia y Quitosan-P. de Testosterona no presento
cambios.

(*) Diferencia Significativa p<0.05
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PM H1 H2 M1M2 M3 M4 H3 H4 CO

Figura 7. Se observa el gel de agarosa de la PCR punto final de 3 actina para corroborar que las
muestras control de 6 horas y 48 horas de 4 machos y 4 hembras presentaron un amplicon de 210
pares de bases, el cual es el requerido. Hembra (H), Macho (M), Peso molecular 100 pb (PM) y

Control (CO).

PM HPT MPT HTx MTx HCou MCoU HQui MQui

Figura 8. La integridad del mRNA de las crias hembras y machos de 6 horas de nacidas de cada
tratamiento.
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Expresion de los RE a 'y B.

Con relacién a la expresion del RNAm de los receptores estrogénicos en el hipotdlamo de los
machos de 6 horas de nacidos, se observd que administrando termogel Qui aument6 66.76
veces mas en el REP y 3.35 veces mas en el REa respecto al basal. En el tratamiento de Cou
el REP aument6 20.48 y el REa 1.36, para el tratamiento de PT el REp aument6 10.93 y 0.12
el REa y el tratamiento de Tx el REP increment6 9.30 y el RE o 1.081 como se muestra en

la Figura 9.

En los machos de 48 horas con la administracién del termogel Qui se observo la expresion
de RNAmM de REP aument6 1.74 y REa disminuy6 0.8 respecto al basal, el tratamiento de
Cou el REB disminuy6 0.16 y el REa 0.39, el tratamiento de PT el REf aument6 1.90 y el
REa 1.85 (Figura 10).

La expresion de RNAm de los receptores estrogénicos de las hembras de 6 horas de nacidas,
con la administracion del termogel Qui aumentd para los REP en 5.28 y para los REa
disminuy0 0.38. Con el tratamiento de Cou la expresion de RNAm de los REf aument6 3.97,
dismunuyendo 0.66 para el REa. Con el tratamiento de PT el REB aument0 12.15 y 0.69 el
REa y el tratamiento de Tx el REP increment6 1.0 y el REa 0.44 (Figura 11).

En cuanto a las hembras de 48 horas la administracion del termogel Qui el REf aument6 0.60
y el REa disminuyo6 0.4 , el tratamiento de Cou el REB disminuy6 0.48 y 0.50 para el REq,
el tratamiento de PT el REP disminuy6 0.17 e incrementd 0.17 el REa (Figura 12).

En lo que respecta al REP, la media = DE de las determinaciones del ciclo del umbral (Cq)
de la prueba de PCR-TR en la crias machos de 6 horas se observé un incremento significativo
respecto al basal, al comparar con los diferentes tratamientos, Qui 28.67 + 0.27, Cou 27.05
+0.31, PT 25.68 £ 0.28, Tx 25.98 + 0.78 y el control de 24.52 £ 0.18, todos los tratamientos
presentan diferencias significativas (p<0.05) (Figura 13).

Para el REa el tratamiento de Qui fue de 25.64 + 0.39, el tratamiento de Cou 24.88 + 0.38,
el tratamiento de PT 24.08 £ 0.46, para el Tx 24.54 + 0.75 y el control 26.37 + 0.61, los
tratamientos de Cou, PT y Tx presentaron diferencias (p<0.05) (Figura 13). Los machos de
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MACHOS 6 HORAS
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48 horas en el REP en el tratamiento de Qui 27.02 + 0.29, Cou 26.61 £ 0.42, PT 27.86 £ 0.9,
y el control fue de 26.54 £ 0.23, solo el tratamiento de PT presenta cambio significativo
(p<0.05). Para el REa el Qui fue de 23.97 + 0.55, Cou 25.18 + 0.1.57, PT 27.7 £ 0.1.21 y el
control 24.4 + 0.14 (Figura 14). En cuanto a las hembras de 6 horas el REP no presenta

diferencias respecto a los tratamientos donde el Qui fue de 26.96 + 0.19, Cou 27.53 £ 0.36,
PT 27.9 £ 0.89, Tx 26.45 + 0.26 y el control 25.75 + 0.39. Para el REa el Qui fue de 24.04 +
0.22,Coude 24.43 £1.12, PT 24.05 + 0.16, Tx 25.01 + 0.89 y el control 27.75 + 0.39 donde
el Qui y Pt disminuyeron significativamente (p<0.05) (Figura 15). Las hembras de 48 horas
el REP el Qui tuvo 27.81 = 0.57, Cou 27.05 +0.22, PT 26.81 + 0.8 y el control 29.99 +
0.62. Para el REa el Qui fue de 23.97 £ 0.66, el Cou 24.6 £ 1, PT 24.88 + 0.43 y el control

de 24.56 + 0.25 (Figura 16), ninguno de los dos receptores tuvieron diferencias.
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Figura 9. Se muestra la expresion relativa de los RE oy B en los hipotdlamos de machos de 6 horas

de nacidos.
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Figura 10. Se muestra la expresion relativa de los RE a y B de los hipotadlamos de machos de 48 horas

de nacidos.
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Figura 11. Se muestra la expresion relativa de los RE a y B de los hipotdlamos de las hembras de 6

horas de nacidas.
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Figura 12. Se muestra la expresion relativa de los RE o y B de los hipotdlamos de las hembras de 48
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Figura 13. Se muestran las medias = DE del ciclo del umbral (Cq), de la prueba de PCR en tiempo
real de las crias machos de 6 horas de nacidos en los RE o y B en hipotalamo, de cada tratamiento.
(QUI) Quitoséan, (COU) Coumestrol, (PT) Propionato de testosterona

(*) p< 0.05
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PROMEDIO CQ REB
MACHOS 48 HORAS
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Figura 14. Se muestra las medias = DE del ciclo del umbral (Cq), de la prueba de PCR en tiempo
real de las crias machos de 48 horas de nacidos en los RE o y § en hipotdlamo, de cada tratamiento
(QUI) Quitosan, (COU) Coumestrol, (PT) Propionato de testosterona.
(*) p<0.05
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Figura 15. Se muestra las Medias = DE del ciclo del umbral (Cq), de la prueba de PCR en tiempo
real de las crias hembras de 6 horas de nacidas en los RE a y B en hipotalamo, de cada tratamiento
(QUI) Quitosan, (COU) Coumestrol, (PT) Propionato de testosterona, donde ambos receptores no
presentan diferencia significativa respecto a los a las Cq de los animales intactos.

(*) p<0.05
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Figura 16. Figura 15. Se muestra las Medias + DE del ciclo del umbral (Cq), de la prueba de
PCR en tiempo real de las crias hembras de 48 horas de nacidas en los RE a y B en
hipotalamo, de cada tratamiento (QUI) Quitosan, (COU) Coumestrol, (PT) Propionato de
testosterona, donde ambos receptores no presentan diferencia significativa respecto a las Cq
de los animales intactos.
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DISCUSION.

Las hormonas sexuales (estradiol, testosterona) de origen gonadal principalmente juegan un
papel importante en el desarrollo del cerebro y en el proceso de
desfeminizacién/masculinizacion de los diferentes nucleos sexuales del hipotdlamo (Brock
et al., 2015). En conjunto los resultados obtenidos del presente estudio muestran que con la
administracion de diferentes agentes como el coumestrol, el tamoxifen, el propionato de
testosterona, asociados con un termogel de quitosan y administrados por via subcutanea en
ratas hembras con regularidad estral inducen cambios en el ciclo estral y cuando se
administran el dia 17 de la gestacion, se observan diferentes cambios en la expresion de los
RE a nivel hipotalamico durante la etapa critica de la diferenciacion sexual en las crias de las

ratas tratadas de la siguiente manera.

Quitosan.

En el epitelio vaginal de las ratas, se observa un posible efecto estrogénico caracterizado por
presencia de células nucleadas y superficiales, lo que concuerda de manera general con lo
reportado por Rather et al., (2013), quién al administrar 2 mg de Qui en Cyprinus carpio,
observé un aumento en los niveles de la LH en el crecimiento folicular y en la secrecion de
E2.

Por otra parte la utilizacion de Qui en ratas machos con dietas altas en grasas y
administrandoles quitosan se observo disminucion en el peso corporal y en la concentracion
de lipoproteinas de baja densidad (Zhang et al., 2012), aunado a un efecto reductor del
colesterol a nivel plasmatico en ratas alimentadas con dietas altas en grasa (Guangfei, 2007).
Lo que puede estar sucediendo es que el colesterol entre en la via esteroidogénica sirviendo
como sustrato para el incremento de la sintesis de hormonas sexuales, lo que puede explicar

en parte el efecto estrogénico observado en las citologias vaginales.
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Coumestrol.

La mayor frecuencia de hembras que se encontraron en estro con la administracién de Cou,
coinciden con lo reportado por Galey et al., (1993), referente a la presencia de edema uterino
en ratones hembras prepuberes de la cepa Swiss Webster alimentadas durante cinco dias con
20g de alimento que contenga intencionalmente 90 mg kg-1 de Cou.

Por otra parte, la administracion de 100 pig de Cou en ratones hembra de 1 a 5 dias de nacidos
produce foliculos hemorragicos y foliculos poliovulares (Burroughs, 1995).

En ratas Sprague- Dawley se encontrd que el Cou se une con afinidad similar al estradiol a
los ER presentes en el Gtero y vagina (Branham et al., 2000).

De manera regular, los REs en el hipotalamo tienen una expresion alta, mostrando
distribuciones especificas en cada region (Takagi et al., 2005), en el presente estudio en el
hipotalamo de los machos y de las hembras de 6 horas de nacidos con el tratamiento de Qui-
Cou se observo el incremento en la expresion del ARNm de los REB, lo que sugiere que se
presenta un efecto antiestrogénico sobre el REP, lo que coincide con lo reportado por
Patisaul et al., (1999) quien administré 100 mg de Cou en ratas ovariohisterectomizadas
adultas durante una semana, donde se observé el aumento en la expresion de RNAm del REP.
Debido a que el proceso de masculinizacion depende de estrogenos y a que la accidn de estos
es blogueada por el Cou induciendo un efecto antiestrogénico el cual puede interferir con la
diferenciacion del POA, Jacob (2001) se puede atribuir que en los animales tratados con Cou
se observe el incremento de los ARNm de REa y B (6 horas) en los machos y en las hembras,
estando disminuidos a las 48 horas.

Takagi et al., (2005) reporta que con la administracion de una dieta que contiene 1000 ppm
de genisteina a partir del dia 3 de gestacién hasta el dia 10 postnatal la expresion de los RE
a, en el hipotalamo en las crias no se alteraron en los machos ni en las hembras, situacién
que contrasta con lo reportado por (Jacob et al., (2001) quien menciona que el Cou estimula
la expresion del RNAm REP en el PVN.

Tambien se ha visto que los REP estan implicados en procesos fundamentales de
adaptaciones cardiovasculares durante el desarrollo y proliferacion celular como es el caso
en el lecho vascular uterino, por lo que presentan un importante papel en reacciones

angiogénicas uterinas de largo plazo mediadas por los REa y/o RE (Pastore et al., 2015).
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Tamoxifen.

En el presente trabajo, las citologias vaginales se encontré mayor frecuencia de hembras en
proestro, efecto esperado al administrar este farmaco, debido a que el Tx puede tener un
efecto estrogénico o antiestrogénico dependiendo del tejido blanco, por ejemplo en el Utero
ejerce un efecto estrogénico (Bermejo-Aycart et al., 2006; Sezgin, 1999). En un estudio con
mujeres menopausicas el 87% de ellas que recibieron Tx mostraron citologias vaginales con
efecto estrogénico, comparados con el 20.9% de mujeres menopausicas pertenencientes al
grupo control que no tomaron Tx (Bermejo-Aycart et al., 2006).

El Tx estimula la produccion hipotaldmica de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)
(Sezgin, 1999), o bien induce la expresion de receptores de progesterona en los gonadotropos
de la hipdfisis, dando como resultado el incremento en la secresion de LH (Sdnchez-Criado
et al, 2006), efectos que pueden repercutir en la ovulacion o en la formacién de quistes
foliculares.

En el presente trabajo la combinacion Qui-Tx aumentd la expresion de los mARN RE en
los machos y hembras (6 horas), para el ARNm REa en los machos increment6 (6 horas) y
en las hembras disminuy6. Dohler et al., (1985) menciona que con la administracion de Tx
durante la etapa prenatal se bloquea la union del estradiol con sus receptores a nivel
hipotalamico, lo que es corroborado por Treeck et al., (2010), quien menciona que el Tx es
antagonista de los estrogenos en distintos tejidos, por lo que la expresion de los REB se
incrementa cuando se realizan tratamientos con Tx.

Por otra parte Vancutsem y Roessler, (1997) mencionan que con el tratamiento con Tx se
producen alteraciones en el tracto reproductivo como hipogonadismo, criptorquidismos,
azoospermia ademas, a su vez, Dohler, (1991) reporté cambios en el comportamiento en las
ratas machos.

De manera adicional, con la administracion de 0.4 mg/kg de Tx durante los primeros 5 dias
de vida a ratones se observo que disminuye la expresion de Kiss 1 ARNm y reduce la
densidad neuronal en el nucleo arcuato (ARC) y en el nlcleo anteroventral periventricular
(AVPV) del hipotalamo (Parandin et al., 2017). Cao y Patisaul, (2011) demostraron que las
expresion de REa en el ARC Y AVPV es mas extensiva que el REPB durante el periodo

neonatal en ratas.
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Ademas se ha visto, que el tamoxifen actia como modulador de los receptores estrogénicos
en las células en proliferacion, como es el caso de células tumorales, evitando su activacion
ante la presencia de estrogenos y con ello el crecimiento y proliferacion de estas celulas.
Ademas regula a estos receptores, los cuales intervienen en la activacion y regulacion de
ERKS5, la cual es una proteina quinasa encargada de la regulacion de la capacidad de
comunicacion de las sefiales del exterior de la célula al interior del ntcleo (Wrobel et al.,
2016).

Ademas, el bloqueo del receptor de estrdgenos con inhibidores frena el transporte de ERK5
al nucleo, por lo que podria haber una relacion entre aquellas rutas moleculares implicadas
en el transporte de factores desde el citoplasma al nucleo (y viceversa) y con ello modifica la
respuesta de las células para la formacion de nucleos hipotalamicos, que podrian estar

regulando la actividad neuroendocrina en la etapa de activacion (Wrobel et al., 2016).

Propionato de testosterona.

Con la administracion de PT en las hembras adultas, se observo en la citologia vaginal una
tendencia al aumento de las células superficiales y los leucocitos, lo que corresponde a estro
y metaestro, esto es debido a que el PT se hidroliza a T y este se metaboliza en DTH o se
aromatiza a E, los cuales ejercen un efecto proliferativo en el epitelio de la vagina (Vela et
al., 2009). Sin embargo Marcondes et al., (2015) menciona que con el tratamiento de PT

causa anovulacion y quistes I0teos.

A nivel hipotalamico los efectos de la testosterona en la etapa neonatal dependen de su
conversion a estradiol por la enzima aromatasa (Gorski, 1993), el cual es el encargado de su
masculinizacién, y gracias a esto los machos presentan su comportamiento tipico, como lo
son la agresividad y el comportamiento sexual como la monta, la intromision y la eyaculacion
(Herrera et al., 2005). Con la administracion de PT a una edad temprana se producen cambios
en las estructuras del cerebro, debido a que este es altamente dimorfico, se ha observado que
en las crias hembras se presentan caracteristicas masculinas, como lo son el incremento de la

distancia ano-genital y cuando estas llegan a la edad adulta no presentan apertura del orifico
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vaginal y en cambio se observa un comportamiento de monta muy similar al del macho
(Bayless et al., 2013; Palacios et al., 2012).

En este trabajo se encontro un aumento de la expresion del RNAm de los REa y B y en las
hembras el REP aument6 su expresion a las 6 horas, disminuyendo a las 48 horas. El RE o
disminuyd a las 6 horas, incrementandose a las 48 horas.

Brock et al., (2015), observo que la expresion del REa al dia 19 del desarrollo embrionario,
no indujo cambios en su expresion en distintas areas del hipotdlamo entre machos y hembras
wild-type, sin embargo con animales ArKO a la misma edad se observd que en el nlcleo
AVPV obtuvo mayor expresion REa- inmunoreactivos que en animales wild-type. Sin
embargo se observo en las hembras en los dias 5 y 25 posnatales que la expresion de los REa

aumenté comparado con los machos.

Ademas hay que tener en cuenta, que de manera fisioldgica, la expresion de los REs durante
la etapa embrionaria en las hembras puede ser dudosa, debido a que no tiene funcidn ovarica
hasta el dia 7 de vida y que el efecto de las feto o proteinas impide que los estrégenos ingresen

al cerebro del embridn hembra (Brock et al., 2015) .

A diferencia de la hembra, en el macho la actividad de la enzima aromatasa da como resultado
el aumento de los niveles de los estrogenos locales y se masculinice el cerebro (Brock et al.,
2015), por esta razon la administracion de PT establece el aumento en la actividad de la
enzima aromatasa asi como el incremento de los niveles de estrgenos en el cerebro de las
hembras causando cambios estructurales en los distintos nacleos del hipotalamo y observar
alteraciones en el comportamiento de las hembras (Bayless et al., 2013) lo que puede explicar

el incremento de RNAm de los REa y B.
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CONCLUSION.

La administracion de quitosan a hembras en etapa reproductiva, altero la epitelizacion celular
de la vagina presentando proestro continuo.
La administracion de quitosdn méas tamoxifen el epitelio celular de la vagina de las ratas se

mantuvo en proestro.

Las hembras del grupo de quitosan mas coumestrol presentaron citologias vaginales con
presencia de células anucledas, lo cual las mantuvo en estro.

Las crias de 6 horas de nacidos en el grupo de quitosan, la expresion relativa de los receptores
para estrogenos o se incrementd y para el B incrementd considerablemente en los machos,
sin embargo en las hembras los REs o disminuyeron y los REs f aumentaron respecto a los

animales intactos.

En las crias de 6 horas de nacidos en el grupo de quitosan mas propionato de testsoterona la
expresion relativa que se obtuvo de los receptores para estrogenos o no tuvo cambios sin
embargo los REs B aumentd considerablemente en los machos y en las hembras los REs a

disminuyd y los REs § aumentaron esto respecto a los animales intactos.

La expresion relativa de los REs o de los machos de 6 horas de nacidos en el grupo de
quitosan més tamoxifen no cambio respecto a los animales intacos, sin embargo para los REs

B incrementaron la expresion relativa con respecto a los animales intactos.

Las crias de 6 horas de nacidos en el grupo de quitosan mas coumestrol la expresion relativa
que se obtuvo de los receptores para estrdgenos o incremento 0.36 sin embargo la expresion
de los REs B aumentaron su expresion 20 veces mas y en las hembras ambos REs o y

disminuyeron respecto a los animales intactos.
La expresion relativa de los REs o de los machos de 48 horas de nacidos en el grupo de

quitosan disminuyo aunque no fue representativa respecto a los animales intacos, aunque no

asi para los REs j los cuales se incremento la expresion relativa esto respecto a los animales
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intactos. Para las hembras la expresion relativa de los REs o disminuyé y los REs

aumentaron esto respecto a los animales intactos.

Las crias de 48 horas de nacidos en el grupo de quitosan méas propionato de testosterona la
expresion relativa de los REs o incrementd y para los REs  disminuyo en los machos y en
las hembras los REs a disminuyeron, aumentando los REs B esto respecto a los animales

intactos.

Las crias de 48 horas de nacidos en el grupo de quitosan mas coumestrol la expresion relativa
que se obtuvo de los receptores para estrogenos o incrementd 0.36 sin embargo la expresion
de los REs B disminuyd y en las hembras ambos REs a y B disminuyeron respecto a los

animales intactos.
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ANEXOS.

EOHIS-10-13 Metaestra 06-10-15

Diestro 07-10-15 Estro 09-10-15

Diestro 23-10-15
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Aplicacién del termogel quitosén sin tratamiento

Proestro- Estro 26-10-15 Proestro 27-10-15

Estro 29-10-15

Estro 05-10-15 Metaestro 06-10-15

Diestro 07-10-15 Estro 09-10-15
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Estro 23-10-15

Lstro 26-10-15 Metaestro 27-10-15

Proestro 28-10-15 : Estro 26-10-15
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Diestro U5 10 15 Proestro 06-10-15
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Estro 23-10-15
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Proestro 26-10-15

Proestro 27-10-15 (escasas células)

28-10-15 escasa células

Proestro - estro 29-10-15
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Estro 23-10-15

C=tro 26-10-15 Cstrm 27-10-15

Proestro-Estro 28-10-15 Proestro -Lstro 29-10-15
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Proestro 06-10-15

Diestro 05-10-15
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