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OBJETIVO

Realizar estudios que marquen un sustrato bdsico de conocimientos para precisar
los cambios criticos que participan en la determiancién del sustrato morfolégico y
bioquimico sobre el cual deberdn actuar los factores determinantes de Ia
diferenciacién sexual del hipotilamo en la rata recién nacida. Con este fin se
decidié determinar pardmetros comparativamente en animales machos y hembras a
tres edades diferentes ( 5, 40 y 120 dias ), las modificaciones de los siguientes
pardmetros basales del hipotdlamo aislado; peso, nimero de células, viabilidad,
actividad funcional y las concentraciones (DNA), (RNA) y (PROTEINAS).



HIPOTALRAMO

MORFOLOGIA DEL HIPOTALAMO

La constitucién y la histologia del hipotdlamo han sido objeto de
numerosos trabajos, que uungue no han agotado el tema, si han =
acelerado algunos datos esenciales que consideramos d4e gran inte-
reg revisar por lo menos someramente como parte de la introduc-
cién de este trabajo.

LOCALIZACION DEL HIPOTALAMO.

El hipotAlamo es la estructura mas ventral del diencéfalo. En el
hombre pesa alrededor de cuatro gramos. Este pequefio, perc impor-
tantisimo érgano, no puede ser limitado anatémicamente de una
manera clara y pracisa, por lo gque se han tomado algunas referan-
cias para poder establecer sus limites anatdmicos. 8a extiende en
sentido anteroposterior desde la lanina terminalis hasta un plano
vertical que pase inmediatamente dorsal a los cuerpos mamilares y
lateralmente, desde el surco hipotaldmico de un lado al surco
hipotalAmico del otro lado. Comprende entonces, las estructuras
que existen en 1la parte ventral de las paredes laterales y dei
suelo del tercer ventriculo.

No existe un limite claroc y preciso entre el hipothlamo y 1las
estructuras que se situan por delante y por detrds de él. En esta
forma, sin demarcacién precisa, se pasa, por delante, hacia el
aresa olfatoria y por detrids hacia el mesencdfalo. Tampoco existe
un 1limite claro entre el hipotalamo y el subtAlamo. Por arriba,
en cambio, encontramos al tercer ventriculo.Sin embargo, es
posible tratar de aislar el hipotdlamo anatémicamente y estruc-
turalmente, si establecemos algunas referencias facilmente ob-
servables sobre la superficie del encéfalo. Bituraremos al
hipotAlamo entre un corte gorpendicul-t que pase inmediatamente
por detrAs del quiasma éptlco y otro corte perpendicular gue pase
dorsal a los cuerpos mamilares, por debajo del tercer ventriculo.
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En la parte inferior se delimita por el tuber ciggxgnn con sus
eminencias (media g lateral) y el tallo de nfundibulo, que
ae continda con el 1lébulo posterior de la hipéfisis.

El fornix (trigono cerebral) atraviesa al hipotalamoy para alcan-
sar al cuerpo mamilar y sirve como un punto de referencia para un
plano sagital que divida al mipotaAlamo en:

1.- ZONA MEDIAL.

Qgue a su vez se subdivide en tres regiones:

1.1 Regién Supraguiasmatica.
1.2 Regiédn Tuberal. .
1.3 Regién Mamilar.

2.~ Z0NA LATERAL.

Bl hipotAlamo es un érgano sumamente complejo y tieme inmensa im-
portancia funcional. B8e encuentran en 41, numerosas neuronas
agrupadas en néicleos ¢ue estan conectados o interconcetados por
numerosos haces fibrilares de complicado trayecto. Por tal razén
se han propussto muchas clasificaciones y sub-divisiones, de los
nécleos hipotdlamicos considerando ciertos conceptos filogenbticas
citoarquitectédnicos, histoquimicos, etc. 8in embargo, 1la mAs
ampliamente utilizada es la citada anteriormente y serd 1la que
nosotros sigamos en eate trabajo.

1.- Z0NA MEDIAL

1.1.- REGION SUPRAQUIASMATICA.
Contiene tres nécleos:
- Anterior.

1.1.1.
1.1.2.- Bupradptice.
1.1.3.- Paraventricular.



Por delante de esta regién encontramos una 2zona llamada Area
predptica, que aungue como ya se diio no pertenece al hipotalamo,
tiene con &l una gran relacién fisiolégica, por lo gue muchos
autores lo conaideran incluido dentro del hipotAlamo. Nosotros
también lo consideramos asi en esta introduccién.

AREA PREOPTICA O CONTINUM HIPOTALAMICO

Be deriva embriolégicamente del telencéfalo medio, que no se en-
vagina al formarse los hemisferios cerebrales queda limitando
por delante por el tercer ventriculo. Esta situada entre el
receso supraguian&tico por abajo, 1la 1lAmina tarminal hacia
adelante, y la comisura anterior hacia arriba, esta 8ltima
estructura la separa de las columnas anteriores del Fornix.

Caudalmente se continua con la parte anterior del hipotalamo con
quién esta en estrecha relacién tanto anatémicamente como fun-
cionalmente. Se le han descrito dos nticleocs: MEDIAL y LATERAL, El
ntclec medial esta conectado con las Areas geptales del 1lébulo
frontal, constituidas por el area para~oclfatoria, la cudl se con-
tinua dorsalmente con el septum pelucidum, 1llegando ventralmente
hasta el espacio psrforado posterior. También recibe fibras del
epit&lamo a través de la estria medular, de las Areas septales y
de la estria terminalis.

Bl nticleo lateral estd estrechamente relacionado con el hag medio
del cerebro anterior y se continta con el hipotdlamo lateral.

El area preéptica en general parece esar involucrada en Jla
correlacién de los impulsos olfatorios y viscerales. Durante
muchos afios a esta regién se le considerd el centro reaponsable
de la conducta sexual tantc masculina como femenina. Asi misme
se le consider® como la zona en la cual radica la dAiferencia
entre ambos sexos.

1.1.2.= NUCLEO HIPOTALAMICO ANTERIOR.

Citolégicamente este nécleo es semejante al area praeéptica y no
:ay u: limite preciso entre ellos por lo que muchos autores no lo
eascriben.



1.1.2.- NUCLEO BUPRAOPTICO.
8e localiza dorsal de la parte lateral del guiasma &ptico.

1.1.3.~ NUCLEO PARAVENTRICULAR.

Este nécleo se extiende desde el surce hipoctalamico hasta 1la
proximidad del néicleo supradptico. Estos néacleos poseen
caracteristicas semejantes tales como: verdadero lecho vascular
en torno a sus células e incluso en algunas ocasiones se han
reportado vasos sanguineos en relacién directa con el citoplasma
de las neuronas.,

Psta formado por células grandes. Bus axénes descienden a través
del tallo hipofisiario posterior formando el tracto hipotalémico-
hipéfisiario ( cajal y Ramon 1911) Yy terminan en los
capilares de la neurohipéfisis. Presenta numerosas sinapsis que
estabecen con fibras que llegan a ellas procedentes de sitios mno
determinados, 1lo que podria indicar que posiblemente esten bajo
la influencia de otros centros que liberen hormonas.

8u citoplasma contiene material coloide estructurado en forma de
granulos que a veces se hallan entre las meuronas, por con-
siguiente se trata de una neurosecrecién. con colorantes
especiales ha sido posible tefiirlos y observar que estos granulos
descienden a lo largo de los axénes hasta el lobulo posterior de
la hipdfisis: en algunos casos se han visto a estos axones dis-
tendidos or grumos de neurosecraciones. Al 1llegar a 1a.
neurohipéfisis, los axones terminan formando gequoﬁas
dilataciones que se disponen en empalizada sobre los capilares y
contienen actmulos de secrecidn gque constituyen 1los cuerpos
llamados de Herring, asi como numerosas vesiculas claras cuyo
significado fisiolégico a&n no B8e conoce, las terminaciones
axénicas edan en contacto directo con la parad de los
capilares sin interposicién de células gliares. Los néclecs-
supradpticos y paraventriculares estaAn relacionados con las hor-
monas antidiurética y 1la oxitocina. La hormona antidiurética
parece ser sintetizada en el n&cleo supradptico y la oxitsecina
en el paraventricular. Estas dos hormonas son conducidas a 1la
hipdfisis posterior conjugadas con un octapéptido (neurofisina)
que actta como portador. Hasta ahora ne hay acuerdo en la manera
como pasan estas hormonas a la sangre, aunque se han reportado la
presencia de poros en el endotelioc de los capilares. La acciédn de
la vasopresina, es favorecer la absorcidn del agua a nivel de los
ttbulos distales y de los tabulos colectores renales, aumentando
su permeabilidad, no parece tener efecto importante sobre la mus-
culatura lisa de los vasos.

La supresidn de la vasopresina, como ocurre después de lesionar
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el tallo hipofisiario, produce eliminacidn de grandea cantidades
de agua por la orina, lo que se conoce como diabetes insipida.

La oxitocina produce contracién de la musculatura del ateroc y de
las células mgo-pitelialeu que rodean los pequefi conductos de
la glandula mamaria. La secrecién de esta hormona estimulada por
la “succién del pezdn, por la Qilatacidn del cuello uterino y de
la vagina, por consiguiente, esta hormona intervienen en el parto
y en la lactancia.

1.2.~- REGION TUBERAL.

Es la mads amplia y por ello se considera dividirla en una subzona
nedial que a la vez se divide en periventricular e intermedia,

contiene cinco n#écleos:

1.2.1,- Nacleo Ventromedial.
1.2.2.- Nacleo Dorsomedial.
1.2.3.~ Nacleo Arcuato.
l.2.4.- Nocleo Lateral.
1.2.5.- Nacleso Posterior.

1.2.1.~ NUCLEO VENTRONEDIAL.

Se halla en el tuber giperoum, caudal al supradptico y rostral al
ndcleo posterior, sus limites son poco precisos. Esta conectado
con otros n@cleos hipotalamicos y reciba fibras del has medio del
cerebro anterior. Sus células son pequefias y ovoides. En los
tltimos tiempos este ntclec ha sido estudiado en forma muy in-
tensa ya que se ha demostrado gue podria ser el modulador de las
conductas reproductiv: también o8 siblemente, el centro
responsable de la 1liberacién fasica o pulsatil de las
gonadotrofinas en los mamiferos, asi como también el responsable
de la modulaciédn del apetito,

1.2.2.- NUCLEO DORSOMEDIAL.

8e encuentra colocado dorsalmente al nécleo ventromedial y
ventralmente al paraventricular, queda en la parte inferior y
lateral de la pared del tercer ventriculo, por fuera de la zona
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incerta del subtAlamo. Este ntcleo tambian posee cdlulas pequefias
de forma ovoide. Bu limite de separacién con el ntcleo
ventromedial es bastante impreciso. Posiblemente regula 1la
liberacién ténica de gonadotrofinas y constituye, tambiédn el
centro de la ira.

1.2.3.~ NUCLEC ARCUATO.

Estd colocado lateralmente al nécleo ventromedial y da origem a
fibras que se incorporan al haz tubsro-hipefisiario.

1.2.4.- NUCLEO LATERAL.

Bath constituido por neuronas situadas en el trayecto del haz
medio del cerebro Y anterior se extiende desde la ragisén
prepéptica hasta el tegmentum mesencefAlico, algunas de sus
células se agrupan para formar el nacleo infundibular y los
pequeiios ntcleos tuberales.

1.2.5.~ NUCLEO POSTERIOR.

Se localiza en parte posteroinferior del tercer ventricule aentre
los dos haces mamilotalamicos, se continua con e1 tegmento
mesencefalico y da origen a dos tipos de fibras, unas que se
dirigen cuadalmente al tallo cerebral y otras gque se incorporan a
los nécleos periventriculares. '

1.3.- REGION MAMILAR.

Comprende los cuerpos manmilares, e&n cada uno de ellos hay dos
nécleos:

1.=- NGcleo mamilar medial.
2.-

1.3.
2.3. Nicleo mamilar lateral.



1.3,1.~ NUCLEQO MAMILAR MEDIAL.

En cuya parte dorsal se encuentra un pequefic actmulo de células
que forman el nficleo supramsnilar.

1.3.2.- NUCLEO MAMILAR LATERAL.

Es el mAs pequefio, en su parte lateral se encuentra el néclec
intercalado, formado por células de gran tamafio.

Los ntcleos mamilares reciben fibras del fornix, que provienen
de la cortesa del hipocampo y dan origén a los haces
mamilotal@mico, que se dirige al ntcleoc anterior del tAlamo, Yy
mamilo tegmental, que desciende al tegmentum mesencefdlico.

2.~ ZONA LATERAL

Esta constituida por grandes células nerviosas esparcidas en una
regién amplia y que de todas maneras han sido consideradas como
contituyendo parte del nt@cleo lateral de la zona medial, asi como
los ndcleos tubsrales laterales de la nisma regidn, es decir, esta
sona seria parte del ntcleo ya descrito.

3.~ CONEXIONES DEL HIFOTALAMO.

Existen dos tipos de vias del hipotdlamo:

3.1.- Aferentes.
3.2.~ Eferentes.

3.1.= AFERENTES.

Los impulmos hacia el hipotdlamo son conducidos por las (fibras
ascendentes del tegmento del tronco cerebral y de la sustancia
gris periacueductal, y por las descendentes del cerebro anterior,
ademds de vias gue proceden de otras fuentes.
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La mayoria de estas fibras se acompaiian de otras que proyectaban
impulsos en direccidn opuesta. Estos grupos de fibras estan asi
reciprocamente dirigidos. Y son:

3.1. 1.- Pibras fasciculo medio del cersbro anterior.
3.1. 2.~ Fibras hipocampo-hipotalAmicas.

3.1, 3.- Fibras cortico-hipotalamicas.

3.1. 4.- Pibras amigdalo-hipotaldnmicas.

3.1. 5.~ Fibras talamo-hipotaldmicas.

3.1, 6.~ Pibras del pedtinculo mamjlar.

3.1. 7.~ FPibras palido hipotalémicas.

3.1, 8.- Leanisco interno.

3.1. 9.~ Pagseiculo longitudinal dorsal.

3.1.10.- Fibras de 1a formacién reticular.
3,2,11.= Fibras del pedf@nculo cerebeloso superior.
3.1.,12.- Fibras retino-hipotalimicas.

3.1.1.- FASCICULO MEDIO DEL CEREBRO ANTERIOR.

Aunque reducido en el hombre, constituye el principal sistema de
fibras longitudinales que interconecta los centros olfatories,
pori-lnigdalinos y septales con el hipotalamo y el tegmento
mesencefilico. Tambidn se han descrito fibras procedentes de 1la

corteza orbitofrontal. (haz proencefdlico). ,

3.1.2.- FIBRAS HIPOCAMPO HIPOTALAMICAS.

Provienen del hipocampo por el fornix, gue es la principal via de
salida del hipocampo. Al llegar a la comisura antsrior se dividen
sus fibras en dos grupos:

3.1.2.8.- PRECOMIBURALES. Que van a los nlicleos Septales, regién
preoptica lateral y el hipotdlamo dorsal.

3.1.2.b.- POBTCOMISURALES. Que van a las regiones dorsal, lateral
y periventricular de hipotAlamo principalmente al nficlec interior
del cuerpo mamilar.



3.1.3.~ CORTICO HIPOTALAMICAS.

Viene de.corteza prefrontal siguiendo dos vias:

3.1.3.a.- VIA DIRECTA.- Por el fasciculo proencefdlicc interno.
3.1.3.b.~ VIA INDIRECTA.- Van primero al ntcleoc dorsomedial del

talamo donde hacen escala y después al hipetdlamo por el sistema
periventricular.

3.1.4.~ AMIGDALO HIPOTALAMICAS,

Vienen de la amigdala al area predptica, y al mayor de los
ntcleos del hipotAlamo.

3.1.5.~ TALAMO HIPOTALAMICAS.

van del ntcleo dorso medial del thlamo y de los ntcleos talimicos
de la linea medial al hipotAlamo.

3.1.6.~ PEDUNCULO MAMILAR.

Este pedinculo se forma de los nhcleos tegmentarios ventral y
dorsal y terminal en el nécleo mamilar latera. .

3.1.7.~- FIBRAS PALIDO HIPOTALAMICAS.

Estas fibras se forman del asa ventricular. La existencia de es-
tas fibras es nagada por algunos naurcanatomistas.

3.1.8.~ LEMNISBCO INTERNO.
Estas fibras traen sensibilidad visceral y gustativa conducida
por la mbdula espinal ! por el tallo cerebral y 1llegan al

hipotdlamo por el pedltnculo mamilar y por el fasciculo lon=-
gitudinal dorsal.

3.1.9.- FABCICULO LONGITUDINAL DORSAL.

Estas fibras conectan al hipotalamo c¢on ndcleos del tallo
cerebral entre los cudles encontrames el nlcleo de Edingerwes-—
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phal, coliculo superior, el nlicleo ambiguo, el salivatorio, el
nécleo hipogloso y el nhcleo del haz solitario.

3.2.20.~ FIBRAS DB LA FORMACION RETICULAR.

Del nficleo subtAlamo de la zona incerta al hipotdlamo.

3.1.11.- PEDUNCULO CEREBELOSQ SUPERIOR.

Del peddnculo cerebeloso al hipotdlamo. Mo se conoce muy bién su
trayectoria.

3.1.12.~ RETINO HIPOTALAMICAS.

Se han descritc muy bién en alguncs mamiferos, perc nro en los
primates, van de la retina a la regién supragquiasmhtica.

3.2.- VIAS EFERENTES.

La salida de impulsos del hipotilamo se hace a traves de fibras
ascendentes hacia el cerebro anterior, descendentes hacia el mes-
cencéfalo y vias constituidas tanto por fibras como por vasos
sanguineos hacia 1la hipéfisis {proyecciones efectoras
endécrinas). Estas vias eferentes son:

3.2.1.~ Mamilo talhmicas.

3.2.2.~ NMamilo tegumentarias.

3.2.3.- Periventriculares.

3.2.4.- Tubero hipofisiarias.

3.2.5.~ Conexionas hipotalamo-hipofisiarias.

3.2.1.- MAMILO TALAMICAS.

Parten d4del ntdcleo mamilar interno ¥y van a los* niicleos
anteromedial y anteroventral del tAlamo del mismo 1lado y del

nﬂ:loo mamilar externo, 1llegando a 10s nicleos dorsales de amhos
lados.
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3.2.2.~ MAMILO TEGMENTARIAS.

De los nfticleos mamilares a la formacién reticular del tegmento
mesencefAlico.

3.2.3.~ PERIVENTRICULARES.

8e originan del ndcleo hipotalamico gosteric: Yy de los nicleos de
la regién supraquiasmdtica y terminan en el nticleo dorsomedial
dal tidlamo y en los nficlaos de la linea media.

3.2.4.~ TUBERO HIPOFISIARIO.

Nacen de la parte interna del tuber y van al lébulo posterior ae
la hipéfisis, estas vias han sido ampliamente estudiadas y ya
fuerén referidas con los né&cleos supradpticos Y
paraventriculares.

3.2.5.- CONEXIONES HIPOTALAMO-HIPOFISIARIAS.

Estas conexiones son de tipo vascular y van del hipotélamo, del
infundibulo y de la eminencia medial del tuber al 1l&bulo anterior
de la hipdfisis, formando un sistema vascular porta que es de
gran importancia, A este sistema llegan los factores liberadores
de las hormonas gue son elaboradas en el hipotdlamo. Estos fac-
toras, asi como algunos factores inhibidores recientemente
descritos, son conducidos hasta la adenohipéfisis.

En general, los circuiteos neurales asociades con el hipotAlamo
S0n numerosos y complejos, ademds de que existen numerosas y ex-
tensas conexiones dentro del mismo hipotAlamo, 1los nacleos
hipotaldmicos tienen conexiones reciprocas con amplias regiones
del cerebro y del tronco cerebral. Estas estrechas inter-
relaciones, en las gque se intercalan numerosas estacionas
sinApticas, estAn de acuerdo con las funciones multifacéticas del
hipotaAlamo.

8e cree que el hipotdlamo recibe la mayor parte de sus impulsos
aferentes, en forma directa o indiracta, del sistema reticular
inespecifico. 1los sitios con los cuales el hipotAlamo tiene una
relacién de interconexidn reciproca incluyen:

a.- La formacién reticular del tronco cerebral, incluyendo al
1ébulo limbico, el hipocampo y el cuerpo amigdaloideo.
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b.- La neocorteza.
¢.~ El talamo.
d.~ Bl sistema olfatorio.

Existen ademds importantes conexiones neurales y vasculares con
la hipéfisis.

Muchas de las caracteristicas anatémicas del hipotAlamo {como por
ejemple 1la presencia de neuronas isodendriticas) son similares a
las de la formacién reticular del tronco cerebral; asi, el
hipotalamo se considera como una extensiédn rostral de 1la
formacién reticulada, especialmente del segmento mesencefalico
medial y de la sustancia gris periacueductal. La mayoria de los
impulsos sensoriales ascendentes derivan de vias multisinApticas
de la formacién reticular mesencefdlica y de los n#cleos
reticulares talamicos.

Las conexiones mas importantes con el sistema limbico se realiza
a través del tracto madial dal cerebro anterjor, del sistema del
fornix y de la estria terminal. Los impulsos de la corteza son
conducidos diractamente al hipotalamo o indirectamente a través
del tAlamo.

El papel efectos del hipotAlamo se realiza a través de vias ner-

viosas Y del sistema  endderine (humoral, hormonal o
nsurosecretorio! rLas vias del sistema nerviosos autdnomo
(primarias), las del sistema motor simpAtico, son intrumentos

para la expresisdn de la actividad hipotaldmica. De 1la misma
manera tanto manifestaciones conductuales como psiquicas se
transmiten a traves de las vias gue unen al hipotAlamo c¢on el
1ébulo limbico y la neccorteza.

Las neurosecreciones elaboradas en el hipotAlamo son agentes
humorales que ejercen su influencia sobre:

a.- Bl lébulo anterior de la hipdrisis (gldndula pituitaria) a
través del asistema portal (sistema porta-hipothlamo-
hipofrisiario).

b.- La neuro hipdfisis, a través de las vias supradptico-
hipofisiarias.

En resumen, el hipothlamo esta estrategicamente colocado, tanto
anatomica como fincionalmente, entre el cerebro, y el tronco
cerebral y la médula espinal.
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4.0, MORFOLOGIA CELULAR
HIPOTALAMICA.

Las células hipotaldmicas, al igual que las neuronas en general,
tiene las mismas cualidades comunes, como son: su aspecial
capacidad para reaccionar a los estimulos, tranamitir radpidamente
la excitacidn resultante a otras porciones de la célula, e in-
fluir en el funcionamiento de otras neuronas, células musculares
Yy células glandulares.

Esta formado de un Cuerpo Calular (soma, pericaridn) y de del-
gadas prolongaciones fibrosas -un axén y varias dentritas-. E1
téermino soma a menudo se usa en forma combinada, por ejemplo una
sindpsis axo-somatica es la que se realiza entre un axén y un
cuerpo celular. El término pericarién se refiere a la regidn que
rodea el n#tcleo.

El cuerpo celular constituye una porcién esencial para la vida de
la célula, y en general se encuentra mis allA de la vista humana,
pues su tamaho varia entre 4 y 135 micras de diAmetro.

Las rolongaciones axénicas y dentriticas tienen un grosor
aproximado de 0.1 a 3 micras. E1 axén y su correspondiente
membrana plasmAtica a menudo reciben los nombres de cilindroeje y
axolema, respectivamente.

4.1.- MEMBRANA PLASMATICA.

La membrana plasmAtica es la cubierta exterior del cuerpo celular
¥ de sus prolongaciones: se considera que alrededor del 10 por
ciento da la superficie de una gran neurona corresponde al cuerpo
celular. Esta delgada membrana celular, de alrededor de 80 a 1000
Angstrons de groscr, es una estructura altamente organizada y muy
dindmica, compuesta de tres capas, que en conjunto, reciben el
nombre de unidad membranal. Esta membrana trilaminar comprende
una capa nmolecular de 1ipidos situada entre dos capas
proteinicas. cCada una de estas tres lAminas mide aproximadamente
de 25 a 30 Angstrons de espesor. Sobre la superficle exterior se
enfugntra una capa glucoproteica, adyacente al espacio inter-
celular.

La liamada gran membrana neuronal comprende la membrana
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plasmAtica o cubierta celular, y el espacio intercelular circun-
dante. 8u organizacién molecular preciso no se conoce,
posiblemente varia en las Aiferentes regiones y en difaerentes es-
tados fisiolégicos.

Bn cierto sentido la actividad funcional de 1la neurcna esta
ligada al mantenimineto de la membrana plasmAtica, que desempefia
un p;pol importante en la generacién y conduccién de los impulsos
nerviosos.

4.2.- CUERPO CELULAR.

bentro del cuerc celular se encuentran en ndcleo y cierto nhmero
de estructuras citoplasmdticas, como:

Nacleo .

citoplasma.

Mitocondrias.

sustancia de Wissl.

8istema de cisternas del reticulo endoplasmico.
Aparato de Golgi.

Inclusiones.

Microttbulos y Neurofilamentos,

cilios
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Trataremos a continuacion algunos aspectos da la eatructura
celular del hipotalamo que pueden tener importsancia para el
desarrollo de su funcién.

4.2.4.~ BUBTANCIA DE NISSL.

La sustangia de Nissl (cromofila o cromidial) comprende
agregados de particulas intensamente basofilas que se encuentran
en los cuerpos celularaes y en las dendritas de todas 1la células
nerviosas, perm no existe ni en el axén ni en su sitio de
emergencia.

Al microscopio de luz la sustancia de Nissl aparece formada por

entas masas romboides (cuerpos de Nissl)., La microscopia
.electrénica indica que estos cuerpos de Nisal son puntos nodales
del reticulo endoplAsmico (RE} que atraviezq el cuerpo celular y
las dendritas. Cada cuerpo de Nissl comprende las siguentes
estructuras:



4.2.4.a.~ Extensas laminas de reticulo endoplAsmico ranular
(1lamado también reticulo endoplasmico rugoso) con ribosomas
agregados a la superficie externa de las cisternas y acomodados
unos sobre otros en forma regular,

4.2.4.b.- Ribosomas libres espuestos en racimos ¢ rosetas de 5 a
6 grAnulos en torno a un gridnule central (polirribosomas), y
colocados en el neuroplasma entre las cisternas del reticulo en-
doplAsmico. Los ribosomas son ricos en grAnulos de RNA. E1
reticulo endoplhsmice granular se continfa c¢on el agranular,
llamado también reticulo endoplAsmico 1iso, es decir, sin
riboscmas.

4.2.5.- BISTEMA DE CISTERNAS DEL RETICULO ENDOFLASMICO.

En general los agregados o clmulos de la sustancia de Nissl se
encuentran en relacidbn directa con las vesiculas del reticulo en-
doplasmico 1liso, 8son mayores cerca del nicleo y menores en la
vecindad de la periferia de la célula y en las dendritas. La sub-
stancia de Nissl es el organelo de mayor importancia en las
biosintesis de proteinas, y elabora, en un periodo de unoc a tres
dias, una cantidad de proteinas igual a 1la que contienen 1la
célula en cualquier momento: una gran cantidad de esta proteina
elaborada es8 transportada hacia el axén mediante el flujo
axdnico. De las célula del cuerpo humano las neuronas mas grandes
son las que contienen una mayor concentraciém de estructuras sin-
totizadores de RNA, sobrepasando inclusive en esta funcidén a las
células productores de enaimas del pAncreas. Las células ner-
viosas en general, requieren grandes cantidades de proteinas para
mantener su integridad y lievar a cabo su actividad funcional.

Cuando se lesiona una neurona (por ejemplo al cortar un axbn) 1la
sustancia de Nissl da la impresién de desaparecer, or lo que
este fenémeno recibe el nombre de CROMATOLIBIS. La cantidad total
de RNA dentro del cuerpe celular es la mnmisma en cualquier
momento: su concentracién decrece solo aparentemente debido a que
la célula hace una imbicion acuosa para triplicar su vollimen. Bin
embargo, an el transcurso de unos pocos dias, la sintesis de RNA
permite la reconstitucién de la neurona. Una vez reconstituida la
neurona, el cuerpo celular y la sustancia de Nissl recuperan su
aspecto original.

La afinidad tintoreal de la sustancia de Nissl esta en relacion
con el estado funcional d4e la neurona. B8e tifie bién en 1las
neurcnas "fisiologicamente inactivas", moderadamente en las
células que han sido estimuladas para generar frecuentaes impul-
sos, Yy en forma muy pobre en las que han sido estimuladas ex-
cesivamente durante periodos prolongados.
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4.2.6.~ APARATO DE GOLGI.

No sa sabe por e este organele abunda en las neuronas. Es
posible que ciertos pequefios grdnulos localizados dentro de las
cisternas, correspondan a grAnulos de neurosecreciédn inmaduros a
enzimas asociadas con el sistema lisosémicos. En toda neurona
lesionada el aparato de Golgi se disuelve, pero cuando la neurona
se recupera el aparato de Golgi se reconstituye nuevamente.

4.2.7.~ INCLUSIONES.

Se puede presentar gue en algunas c¢células se encuentran in-
clusiones pigmentarias, como la lipofuchina, que ontogenicamente
es la primera en aparecer en algunas neuronas de jovenes adultos
Y gque continua acumulandese a lo largo de la vida. Debido a que
el ntmero de estos grAnules, cuye color va del amarille al café,
se incrementa durante el envejecimiento, se considera como un
resultade de "dasgaste" y es probable que corresponda a productos
de dagradacidn del citoplasma neuronal, ocasionados por actividaa
lisosdmica ¢ bién, que representen una forma alterada de
lisosomas., Casi todas las cédlulas seniles contienen lipofuchina
en cantidades variables. La inclusién es la melanina, que se en-
cuentra en forma de pigmente obscure en ciertas células, como las
neuronas del bulbo olfatorio. Generalmente s3e encuentra en
grandes cantidades alrededor de la cuarta o quinta decada de vida
en el ser humano.

4.2.8.~ HICROTUBULOS Y NEUROFILAMENTOS.

Los microttbulos {neurotdbulos) Y los neurofilamentos
{microfilamentos) son proteinas fibrosas gque se encuentran en los
cuerpos en forma de estructura filamentosas orientadas
paralelamente al eje mayor de las prolongaciones de ¢ada célula.
Las neurofibrillas pueden observarse en las neuronas vivas y en
las tefiidas por los métodos de plata. Los microttibulos son rec-
tos, no presentan nunca ramificaciones, miden alrededor de 200 a
250 A de diametro, presentan un nicleo cilindrico central (en
ocasiones un conducto) de 100 a 142 A de diametro, y parecen
astructuras rigidas que se extienden en forma continua al axén y

a las dendritas. Los neurofilamentos tienen un diametro de 100 A
y son por lo tanto bastante mas finos que los microtfbulos. Estas
estructuras, especialmente los neurofilamentos, probablemente as-
tan asociadas con el trasporte rapide (flujo axoplasmico o flujo
axdnico) del cuerpo celular a las terminaciones nerviosas.

Asi mismo, los microtlbulos, pueden conferir a las células ner-
viosas cierta firmeza y rigidez, sobre todo a lo largo de las
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dendritas y de los axones. En general no parece existir uma
relacidn cuantitativa entre estas estructuras: algunas neuronas
tienen aproximadamente igual cantidad de ellas, otras tienen
muchos microtibulos y pocos neurofilamentos, ¥y un tercer grupo,
finalmente, presentan el caso contrario.

4.3.- DENDRITAS Y AXONES.

4.3.1.- DENTRITAS.

Las neuronas tienen dos tipos de prolongaciones: dendritas y
axones. La células tienen dos o mis dendritas gue se ramifican y
se extisnden hacia la periferia o lejos del cuerpo celular, y un
s0lo axén. Bl cuerpo celular y sus dendritas forman la porcién
aferersnte, receptora o dendritica, en tanto que el axdn comp
tituye 1la porcioén eferente o conductora. La sona receptora
rec procesa impulsos que producen una respuesta o graduada
decrecientemente { no del tipo "todo o pada®™). 1Ls zona conductora
transmite impulsos, potenciales de accién que procaeden de la zona
to::gtorl Y que son de caracter decreciente (del tipe "todo o
na .

Las dendritas son verdaderas extensionao protoplasmiticas del
cuerpo celular, tienen el mirmo patrén constitutivo y funcional
de este Yy, en cierto sentido son la expresién estructural de la
superficie de recepcién. Las dendritas poseen el mismo ti de
organelos subcelulares que las células de donde se originan y
nunca estan mielinizadas. El axén, por el contrario, es una ver=-
dadera prolongacién de la neurona. '

Las células hipotalimicas son de tipo multipolar isondentritico,
es decir, se caracterizan perque cada célula tiene multiples
prolongaciones dendriticas largas y rectas que se ramifican a
partir del cuerpo celular en todas direcciones, aungque a veces lo
hacen preferentemente en un plano determinado. Las dendritas de
las células hipotalamicas muestran un grado mediano de
ramificacioén, con ramas fijas mayores que el tronco de donde se
originan: asi mismo presentan solo un numero moderado de espimas.
Las espinas no existen en la base de los troncos larges ni en los
cuerpos celulares, Yy algunas constan de un segmento con ter-
ninaciones bulbosas en forma de notas musicales. Como ya se men-
ciond, se considera gue las dendritas y sus espinas incramenta
al area de recspcidén de la neurona, haciendola habitualmente
RAYOr que la del axdn.
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4.3.2.- AXONES.

El axén de una neurona higotullnicn multipolar tipica se
despraends de una regidn cdnica del cuerpo celular llamadc CONO
AXONICO, el cuAl llega a alcanzar un didmetro hasta de 10¢ um.
después del cond axdnico se tra el to inicial, el

cual termina, normalmente en un aumento 116.:0 del dJdiametro
axénico. Despuds de esté ensanchamiento de didmetro dol axén
general, se mantiene constante a 1¢© largo de casi todas sus ter~
minales. Ganeralmente el axén se encuentra envuelto por una capa
segmentada, discontinua, 1llamsada envoltura MIEFLINICA, la cual
se interrumpe a intervalos regqulares on los sitios Lllamados
NODULOSB DE RANVIER. A lo largo de su trayecto y, en particular, a
niveles de 1los noddulos de Ranvier, pueden emexger ramas
colaterales del axén. Distalmente cada axén se ramifica de
manera profusa en forma irregular para formar una arborizacién
terminal conocida como telodendrita. La porcién inicial o
proximal de la telodendrita es el SEGMENTO PRETERMINAL y las
ramas distales, constituyen el segmento terminal (ainidptico). La
punta de cada ramificacidn reciba el hombre de TERMINAL

En las células grandes el cono axénico presenta poca sustancia de
Nissl, pero en las pequefias a8l contenidc ribosdmico es esencial-
mente ol mismo que en el citoplasma del cuerpo celular. Bl patrén
© carActer de diagnéstico del cono axénico es la disposicidén en
formade embudo de los fasciculos de microttbulos paralelamente al
eja del segmento inicial del axén. En algunas células o1 axén
pusde originarse directamentes de una dendrita: en estos casos la
porcidn inicial no mielinizada, es el sitio nodal (POTEMCIAL DE
ACCION). En general no hay ribosomas en el cuello axénico ni en
el resto del axén. Bn las fibras mielinicas, 1la envolura carac-
:oiigtica se inicia Jjustamente en la porcidn distal al segmento
nicial.

El axoplasma contiene nuerofilamentos orientados longitudinal-
mente y también microt@bulos y reticulo endoplAsmico agranular.
La envolura mielinica puede extenderse hasta cubrir los aegmentos
prot;tl{nllll, aungue no necesariamente liega a los asegmentos
terminales.

4.4.~ NEUROPILA.

En 1la sustancia gris del sistema nervioso central se encuentran
redes complejas erfectamente organizadas de terminaciones
dendriticas, axénicas y prolongaciones ?lialos, gue acthan, .como
sustrato estructural de la actividad fisiolégica neural.

Esta ordenada red de prolongaciones recibe sl nombre de neuropila
¥ la elevada concentracidn de uniones sinApticas entre esta
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plétora de prolongaciones neuronales se encuentra asociada a un
complicado procesamiento que se realiza a través de interac-
ciones funcionales entre los componentes de la matriz fibrosa.

$.0.~ PLUJO Y TRANSPORTE AXOPLABMICO.

Una neurona es una célula activamente secretora que tiene toda la
organicacién biolégica y el alto contenido de RNA necesaria para
la manufactura dJde enz 8, neurctransnisores y para la
neurosecrecién. lLos productos del cuerpo celular se distribuyen a
las terminales axénicas por una via unidireccional comstituida
por el flujo axoplAsmico. BExisten pruebas en el sentido que el
transporte rapido se 1lleva a cabo con 1la participacién de
microtabulos y microfilamentos.

El flujo axoplasmico somatofugal del cuarpo celular, a través del
axén pueds realisar varias funciones:
a.- Mantenimiento de la integridad neural.

b.~ Distritucién de granulos y neurosecreciones,

¢.~ Trasporte de enzimas y sustancias quimicas relaciondas con la
formacién de neurotransmisores. .
d.;tgistribucien de sustancias relacionadas con la actividad
txr ca.

Existen ademds pruebas de e algunas sustancias quimicas pueden
moverse en sentido contrario, es decir, hacia el cuerpo celular,
lo que sugiere la presencia de un flujo bidireccional en el axén.

6.~- ARCOS REFLEJOS DEL HIPOTALAMO.

El hipotAlamo eatd integrado por cierto némero de arcos reflejos
complejos, muchos de los cuales varian considerablemente de los
arcos reflejos clasicos.

6.1.~ Arco reflejo neural que utiliza un receptor periférico.
6.2.~ Arco raeflejo neural que utiliza un receptor hipotalaAmico
intrinseco
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6.3.~ Reflejo neurohumoral.

6.1.~ ARCO REPLEJO NEDRAL QUE UTILIZA UN RECEPTOR PERIFERICO.

Bl arco reflejo neural con receptor periférico sique el patrén
clasico del arco reflejo. Los receptores periféricos situados en
el seno carotideo y en la aorta envian estimulos a través del
nervic dlosofaringeo y del tegmento mesencefilico hacia el
hipotAlamo, que a su vez proyecta jmpulsos eferentes a los
centros cardiovasculares de la médula oblongada, Yy a través del
nervio vago hacia el corazénm.

6.2.~ ARCO REPLEJO NEURAL QUE UTILIZA UN RECEPTOR HIPOTALAMICO
INTRINBECO.

Para permitir al hipotdlamo cumplir con su papel de integrados de
la temperatura corporal, un receptor intrimseco situsdo en el

hipotAlamo registra 1a temperatura de 1a sangre que circula a
txavés de los capilares de esta estructura. La rama eferente de
este arcoe incluye vias dsscendentes autédnomas a las glandul
gsudoriparas y vasos sanguineas periféricas y vias agomdticas deg
cendentes hacia la musculatura del tronco.

6.3.- REFPLEJO NEUROHUKORAL.

Este arco utiliza los sistemas nerviosos y vascular para llevar a
cabo su papel en el metabolismo del agua. Bl hipotalamo emplea un
receptor hipotaldmico intrinseco que registra la presién
ogmética de la sangre que fluye a través del cerebro. Este recep-
tor es estimulado para elaborar una neurosecresién conducida a
través de las vias neurales hacia la neurohipéfisis, donde es
liberada dentro el sistems sanguineo y transportada a las estruc-
turas correspondisntes del rifién.

Para el andlisis del papel funcional del hipotdlamo es necesario
tener en cuenta gue 1os arcos reflejos estdn integrados dentro de
circuitos de retroalimentacisdn t de cerrada. Por
ejemplo, las hormonas sexuales femeninas ?ue fluyen por lacorri-
ente sanguinea actuan sobre receptores hipoctaldmicos, gque a
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su vez secretan factores liberadores de las hormonas
hipofisiarias dentro del sistema porta hipofisiario. Estos
factores influyen en la actividad secretora del lébulo anterior
de la hipdfisis.

Ccuando la concentracién sanguinea de hormona sexual se eleva, la
reaccién hipotalamica pueds deprimir 1la secrecién de hormonas
gonadotréficas en 1la hipdfisis; cuando ocurre lo contrario el
hipotélamo puede elevar esa secrecién. La actividad reproductiva
de los mamiferos parece estar determinada, al menos en parte, por
la respuesta del sistema nerviosos contral a la estimulacién por
hormonas gonadicas (Morin Georges, 1980, Cardenas Juan, 1965).

7.0.~ ﬂidehLAHO Y 808 FUNCIONES VEGETATIVAS.

El hipotalAmo ha sido considerado como la porcién mAs craneal del

sistema nervioso vegetativo. su estinmulacién y sus lesiones

repercuten sobre nurerosas fuhciones. La estimulaciones son mis

faciles y mAs precisas desds que se utiliza - el maétodo

ostaregt'nxico, ya sea en experimentacién aguda o experimentacién
crénica.

Este tipo de experimentacién agua y crénica, ha permitido com-
probar la participacidén del hipotAlamoc en un conjunto de fun-
ciones vitales, que se enumeran a continuaciédn, y que en realidad
son los componentes de reacciones globales completas, las cuales
se integran en vista de una orientaciédn de conjuntos, con miras a
mantener una homeost&sis y un comportamiento adecuados:

7.12.~ Circulacién sanguinea.

7.2.~- Requlacién termica.

7.3.~ Movimiento del agua.

7.4.~ Control de las funciones prehipofisiarias.

7.5.- Comportamiento,

7.6.~ Influencia del hipotdlamo sobre el metabolismc y la
nutricién. i

7.1.~ CIRCULACION BANGUGIMEA.

La experiencias de estiaulacién eléctrica permiten distinguir
tres regiones hipotalidmicas encargadas de su regulacién:



7.1.1.- Regién Presiva.
7.1.2.~ Regién Depresiva.
7.1.3.~ Regién vasodilatadora.

7.1.1.- REGION PREBIVA.

Comprende 1a Zona latero-posterior del hipotalamo. 8su
estimulacidn provoca una fuerte hipertensisdn, por vaso
constriceidn nerviosa liberacién adrenalinica con
intensificacidn de la actividad cardiaca y de otras respuestas de
tipo sanguilneo.

7.1.2.- REGION DEPREBIVA.

Comprende una zona mAs reducida situada en el hipotalamo dorsal.
8u activacién inhibe las descargas aceleradoras del corazén y las
vasoconstrictoras.

7.1.3.~ REGION VABODILATADORA.

su estimulacién en animales narcotigados ° provoea una
vasodilatacién de la musculatura esquéletica, come consecuencia
de la activacién del relevo diencefalico de un sistema
vascdilatador colinergice. En realidad, la vasodilatacién mus-
cular, no es mAs ® un elemento de respuesta compleja, en el
dominic circulaterio.

7.2.~ REGULACION TERMICA.
sensibilidad del hipotalamo.

La confrontacién de resultados sugiers una relacidn directa entres
los afectos de la estimulacién localizada para el caler o para el
frio y 1los de las lesiones situadas en la parte anterior o pos-
terior del hipotdlamo.
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Los animales que rasisten pero ya sea el calor o el frio, tienen
respectivamente, lesiones anteriores (regién del termodetector
del calor) o posteriores (regién del termodetector del frio).

El hipotdlamo interviens tambisn, para ajustar la produccién de
dos horronas cuyo papel es importants en la requlacin termica:
1a hormona antidiurédtica, poathipofisiaria ¥ la hormona
tireotropa del 18bulo anterior de la hipdfisis.

El hipotdlamo intorviene también, para ajustar la produccion de
dos hormonas cuyo ga el es importante en la ragulacgn tdrmica:
la hormona antidiurética, posthigol:lsilriu ¥ 1a hormona
tireotropa del 1ldbulo anterior de la hipéfisis.

7:.3.~ MOVIMIENTO DEL AGUA.

Segan la experimentacién reciente, el hipotAlamo eslabora la hor-~
mona antidiurética y regula su circulacién. La puesta en
circulacién de la hormona esta influida por factores como la tem-
peraturs, trabajo muscular, estimulos nociseptivos, anestésia,
etc, pero todavia depende mAs de las variaciones del volumen de
fluido circulante. Estas reacciones son desencadenadas por la
estimulacidén de receptores de voltmen, que radican en los vas-
culares de presidn baja, principalaente en la auricula izquierda.

7.4.— CONTROL DE LAS FUNCIOMNES HIPOFPISIARIAS.

El hipotdlamo es el lugar de elaboracién de 1a hormona
antidiurética, iniciador por lo tanto de la funcién enddcrina del
1lébulo posterior, también controla la secrecién del lébulo medio
x ejerce una infiuencia reguladora importante sobre 1la funcién
el lé6bulo anterior.

Dentro de los controles principales tenemos:

7.4.1.~ Control de 1 idn d@e 1as hormonas gonadotrépicas.
7.4.2.~ Control de 1 ién de la tircestimulina.

7.4.3.~ Control de la sacracién de A.C.T.H.

7.4.4.- Control de la secrecién de la hormona de ‘ecimiaento.




7.4.1.= CONTROL DE LA SECRECION DE LAS HORMOMAS GOMADOTROPAS.

La actividad gonadotropa de la rehipéfisis esti sometida al
menos parcialmente, al control del hipotalamo.

7.4.1.a.- Demostracidn del control hipotalimico.

La actividad onadotropa de la hipéfisis esta influida por
numerosos aestimulos que acttan directamente sobre ¢l hipotilamo
de este modo actéan 1la 1luz, 1las variaciones climAticas, los
.l:!.ll;lol sensoriales, el olfato y los estimulos genitomamarios y
psiquicos.

La destruccién o lesidn de estructuras tales como la parte goa-
terjor del téber, de las eminencias media y de 1los nécleos
ventromediales, produce atréfia de las génadas.

Bn hembras ocon ovulacidn provocada, esta mismas lesiénes, 1la
seccidn del tallo hipofisiario o el bloqueo de 3a circulacién
gortalh:lpati-iurin, ide la ovulacién. Inversaments, en una
eabra normal la estimulaciédn hipotaldmica puede desencadenar la
pu bertad y por consigueinte la ovulacién.

7.4.1.b.- Interpretacién: Mecanismo.

La prehipotisis segrega tres hor g a pas. La
foliculoestimulina o P,8.H., necesaria para el desarrollo del
foliculo: la hormona luteinisante ¢ L.H. gque provoca la ruptura
del foliculo, y la hormona lutsotropa (L.T.H. o prolactinma).

SECRESBION DE LA F.8.H.

s relativaments inGependiente del hipotalamo. Despuds de la
destruccién de este, los ovarios contienen foliculos en todos los
estados de maduracién.

SECRECION DE LA L.H.

La saecrecién de la L.H. estd estrechamente controlada por el
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hipotalamo. La implantacién de la hipéfisis aislada es capaz de
provocar la abertura vaginal de 1las hesbras péaberes, pero no
aparecen cuerpos amarillos si no se adiciona una implantacién
hipotal&nica, indispensable para que 1la hipsdfisis injertada
segregue la L.H.

BECRECIOH DE LA L.T.H. O PROLATINA.

La secrecién de 1la hormona L.T.H. estd controlada por el
hipotalamo, Eero en el sentido de un drenaje, la exclusidén del
hipotaAlamo ntensifica b4 prolonga su produccidn por 1la
prehipéfinis.

La existencia de un mediador hipotalamico hipofisiotrope que
ejerciera . este control inhibidor ha sido sugerido por las ex~
periencias recientes. La prehipéfisis puesta a incubar 1libera
cantidades mesurables de prolactina, fenémeno impedido por la
adiccién de un extracto salino total del hipotAlamo. Est& ad-
mitida 1la existencia de um factor que inhiba la emisién de
prolatica (P.I.P.).

7.4.2.- CONTROL DE LA SECRECION DE LA TIROEBTIMULINA.

El delicado control de la secrecién hipofisiaria de la T.S8.H. por
el hipotAlamo parece efectuarse gracias a un mediador, 1la T.R.P
(Thyrotropin Releasing Pactor), elaborado principalmente en el
hipotdlamo anmterior. .

7+.4+3.~ CONTROL DE LA BSECRECION DE A.C.T.H.

Bl control de 1la secrecién de A.C.T.H. revela un mecanismo
humoral, 1la elaboracién por el hipotAiamo posterior de un
mediador de accidn especifica, la C.R.F. (Corticotropin Releasing
Factour).
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7.4.4.~COMNTROL DE LA BECRECIOM DE LA HORMONA DEL CRECIMIENTO.

Segtin las inveatigaciones recientes, la secrecién de la hormcna
hipofisiaria de crecimiento (4.H.), esta influida por dos fac~-
tores hipotdlamicos, uno que intemsifica el G.R.F. (Growth
Releasing Pactour) y el otro que inhibe, G.I.F. (Growth Inhibit
Releasing Factour), 1la liberacién de la hormona de crecimiento.
8e ha observado gque estas acciones se realizan sin modificar la
secracidn de las otras hormonas prehipofisiarias.

7.5.= HIPOTALAMO Y COMPORTAMIENTO.

La patologia, las experiencias de estimulacidén con electrédos
permanancia sin anestésia y la obsarvacién de los animales por-
tadores de lesiones experimentalas asépticas, indican gue el
hipotdlamo desempefia un importante papel en el comgoztamiento, en
el ritmo cardiaco, eon el humor, Y en las expresiones afectivo-
emotivas, en la eclosidn de las necesidades y en la satisfaccidn
de loa instintos.

?.5.1.~ Buefio.
7.5.2.~ Necesidades alimenticias.
7.5.3.~ Comportamiento emocional.

7.5.1.~ BSUEBRO.

Parece que el hipotdlamo posterior no contiene las estructuras

iales rias y suficientes para el mantenimiento del es-
tado de vigilia, sino que contribuye a reforzar 1la accién
vigilante de la formacidn reticular.

7.5.2.~ NECESIDADES ALIMENTICIAS.

Algunos hechos anatomoclinicos y experimentales demuestran 1la
intervencién del hipoti&lamo en las orientaciones alimentarias del
comportamiento, tales como:

- control de la ingesta alimentaria

~ control de la ingestién hidrica.
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Las estructuras hipotadlamicas, integrando 1las informaciones
periféricas y centrales, consecuencia principalmente del metabo~
lismo, cuya intervencién dJdesencadena secuwencias apropiadas
caracteristicas del hambre o de la sociedad. A esta regulaciénm
homeostdtica fundamental se aiiaden factores de motivacién
positiva o negativa, por convegencia sobre el hipotilamo del im-
pulsos procedentes de los centros superiores.

7e5.3.~ COMPORTAMIENTO EMOCIONAL.

Las lesiones realizadas sobre el hipotdlamo son capaces de
modificar el comportamiento de los animales: su manera habitual
de reaccionar a los estimulos internos y externos (humor, reac-
ciones de defensa, satisfaccién de las necesidades). Las
modificaciones son distintas segan Tue las lesiones afecten a los
n&cleos posterolaterales o a 12 regién ventromedial. También
intervienen en el ajuste de 1las reacciones instintivas y
emotivas como respuesta a una serie de estimulos externos e in-
ternos, recibidos de la periféaria, de los centros mneocorticales y
rinencédfalicos, dque forman parte del sistema de regulacién de
todos los componentes del comportamiento, somdticos y
vegetativos, nerviosos y enddcrinos.

7.6. INFLUENCIA DEL HIPOTALAMO BOBRE EL METABOLISBMO Y LA
NUTRICION.

La obesidad ha sido groducida, experimentalmente en la rata, el
gato el mono, wmediante la destruccidn de algunos ntécleos per-
tenecientes al hipotalamc medio (lo cudl puede producir mas
raramente un sindrome adiposogenital verdadero). B8e cree, que
esta obesidad puede deberse a una hiperfagia, es decir, a un
vicio por exceso del instinto alimentario, a un transtorno del
comportamiento.

Ademads, se ha observado que la estimulacién del hipotalamo
lateral ha producido hiperglucemia, gue parece justificarse por
la activacién del sistema simpético~adrenal” (Cardenas Juan
196S5).



CARACTERISTICAS DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

El cexebro en general sigue las mismas reglas con respecto a la
diferenciacién saxual gue el aparato reproductivo. ILa
determinacién gendtica (la expresién del modelo cromosomal XX y
XY) se deja en los niveles de las gonadas. Bubsecuentemente, el
desarrollo sexual a través de las lgn.a- sexuales dimérficas, son
dependientes de la influencia de las hormonas gonadales.

En los mamiferos, la determinacidn de hembras y machos es
decidido en el moments critico de unificacidn de las células ger-
minales para producir el cigéto. En el curso de la filogénesis,
los dos cromosomas homblogos primarios. En el primer gonosoma,
que se refiere al cromosoma Y como factor determinante del sexo,
el segundo gonosoma, referido a cromosoma X. Asi en mamiferos las
hembras son homogaméticas (XX), mientras que el macho es
heterogamético (XY).

Es muy claro profundizar en el proceso reproductive en la
diferenciacién de dos individuos que ser&n capaces de
reproducirse cuande alcancen su madures, Aaunque los conceptos de
diferenciacién sexual del sistema reproductivo es bia&n conocido
de los 4rganos internos y los gonitlloa externos, este mismo con-
cepto se aplica a las funciones del cerebro. Con respecto al
sistema reproductivo periférico, en un pericdo de dJdesarreollo
tanto las hembras como los machos son indiferenciados. Después de
la subsecusente diferenciacién de 1las gonadas andlogas en
testiculos como en ovarios, la actividad secretora de las gonadas
smasculinas aparece para ser critico para la diferenciacién mas-
culina de tanto érganos internos cdmo genitales externos. Este
concepto puede ser aplicable también a las funcicnes cerebrales.
Es bien conocido que el ceredro de ratas henbras y machos
difieren funcionalmente, sin embargo, estas diferencias en
cerebro, no son dsterminadas directamente en el genoma neural,
mejor dicho, estas diferencias sexuales en la funcionalidad del
cerebro estan establecidas por el desarrollo hormonal durante el
periodo temprano perinatal testicular.

Inherentemente al cerebro, como el sistema reproductivo, [1]
femenina, si no se expone a hormonas gonadales a un periodo
critico en su desarrollo, y permanece a pesar de todo del sexo
genético (Brown y Grant, X. 1972).

La diferenciacién sexual del control nervioso de las funciones
reproductivas en namiferos, aesa través del resultadsc de 1la



exposicién del cerebro a andrdgenos testiculares durante el
periodode diferenciacién neural. Afortunadamente, para el trabajo
de los investigadores en aste campo, en la rata la diferenciacién
del sistema reproductor ocurre antes del nacimiento, mientras
que, en el cerebro ocurre en el periodo neonatal teaprano,
durante los primeros 5 d&las postnacimiento, por lo que experimen-
talmente, uno puede modificar al cerebro sin nmodificar los
genitales. 8in embargo, en el hombre, gue es una de las especies,
en donde el procesco ocurre prenatalmente, por lo gue uno solo
puede hacer inferencias de observaciones de ciertos tipos do
patologia, afdn asi, el entendimiento puede ser entendido del
fenoma observado en experimentos con ratas, e SOL en

algunos aspectos aplicables al hombre (Gorski, R. A, 1970).

El mejor estudio, y por supuesto, la mAs clara diferencia entre
animales hembras y machos, son aguellas involucradas en la
risidlogia reproductiva.

Las hembras de maniferos se caracterizan porque exiben mar-
cadamente fluctuaciones gonadotrépicas y hniveles hormonales,
mientras gque los machos no lo presentan, es decir, que en las
bhembras se caractarizan por un ciclo de secrecién hipofiseal
gonadotrépico durante la madures sexual, mientras gue los machos
muestran una liberacién ténica de gonadotrofinas. Un ciclo de
secrecién %onndotrotica puede ser demostrada indirectamente por
la presencia de cuerpo latec en ovarios o por cambios ciclicos en
el apitelio vaginnl (Everret, <J. W. 1969). Por ejemplo, los
ovarios infantiles trasplantades en ratas castradas postpuberal-
mente forman un cuerpo lateo, y la vagina de estos animales
muestran alteraciones ciclicas en el epitelio, de otro modo,
trasplantes ovAricos en roedores intactos o castrados pospuberal-
mante fallan para desarrollar cuerpo luteo, ademAs, el trasplante
de vagina en adicidn con ovaries en ratas machos exiben persis -
tenteOEBSTROS8 (Davidson, J. 1969).

Por lo tanto, ratas hembras ¥y machos nacen con la capacidad
latente de secrecidn ciclica de gonadotrofinas. 8i los testiculos
estan presentes durante los primeros dlas de vida, a una
diferenciacién masculina que llevard lugar a una elevacién de la
secrecidn témica de gonadotrofinas en la edad adulta. La ausencia
de testiculos durante el periddo de desarrollo critico, de otra
msnera, conducira a la diferenciacién femenina, sin tener en
cuenta la presencia o ausencia de ovarios.



DIFERENCIA DE LA DEPENDENCIA ANDROGENICA EN LA SECRECION DE
GONADOTROFINAS.

8e ha observado 1l1la permanente esterilidad en ratas hembras
tratadas con testosterona durante el pericdo de vida postnatal.
Los ovarios de hembras postnatalmente androgenizadas no contenian
ningén cuerpo lateo, y las vaginas mostraron persistente

OEBTRO. (Masa, F. G. and Martini I. K. 1971).

Experimentos realizados para determinar el efecto de cantidades
diferentes de andrdgenos, en ratones hambras durante diferentes
periocdos pre ¥y/o posnatal, han demostrado que 1la administracisdn
de 1.25 mg. de propionato de testosterona (TP) en los dias 20.
S0. 100. y 200. dias de vida, demostrardn que los ovarios de
todos los animales que habian recibido la administracién en los
dias 20. Yy 50. no desarrollaron cuerpo lttec y mostraron atresia
folicular e hipertrofia en el tejido de los ovarios, mientras que
8010 el 40% de las hembras androgenizadas en al dia 10§
presentarén cambios y las inyectadas el dia 200. no presentaron
cambios, por lo que se concluyen que el periodo sensitivo
critico ocurre en raténes hembras entre el nacimiento y los dias
posteriores, ademAs que la administracién androgénica durante
este periodo resulta una esterilidad permanente.

Finalmente se concluye, que la diferenciacién hipotalamica ocurre
por la dependencia de andrégencs. En presencia de testos-
teronaproducida por los testiculos fetdlicos, son organizadas las
regiones, un ¥YCentro sexual Ténico”, localizada en al
hipotAlamobasomedial y un 'Centro de unién masculino" en el
hipotdAlamo anterior-preptico. Un “Centro de Unién Femenino" en el
hipotdlamo medio existe sélo como rudimento. Como resultado, de
la secrecién ténica de gonadotrofinas hipofisiarias y la conducta
sexual masculina se observan post-puberalmente.

En ausencia de andr&genocs testiculares, sin embargo, la
organizacién femenina del hipotaélamo ocurre independientemente

de la presencia o ausencia de ovarios. En relacién con un centro
sexual ténico hipotalamico, wun centre ciclico sexual, es pos-
teriormente diferenciado en 1la anmigdala medial del continum
hipotal&mico antero-posterior. Un centro de unién femenino es or—
ganizado en el hipotalamo medio (regién nuclear ventromedial),
por esta razén, la ovulacién ciclica inducelasecrecién de
gonadotrofinas hipofisiarias y 1la conducta sexual femenina son
observadas post-puberalmente.

ES aseptado, gque las diferentes funcicnes son debide a la
diferencia de sustratos neurales que regulan la actividad de la
pituitaria y la conducta sexual.



La diferenciacién sexual en otros parametros de funcionalidad
cerebral, tales como ia requlacién de alimento y peso corporal,
agresidn y conducta social, limitacién de teritorio, conducta
agresiva, son también caracteristicas cualitativas de diferencia
entre los sexos. (Gorski,R. A. 1979).

En relacién a la regqulacién de hormonas reproductivas tales como
hormona 1luteinizante, LE Y gtolactina, difieren entre machos y
hembras por ejemplo el astradiol es mAs efectivo en la supresién
de LH después de la gonadectomia en ratas hembras gque en machos.
Eatas Jdiferencias sexuales por ejemplo en 1la regulacién de lor-
dosis persiste siempre que los niveles hormonales en el plasma
sean los mismos entre los sexos después de la gonadectomizacién y
resmplazar esteroides. Por lo tamnto, 1la respuesta de diferen-
ciacioén parece ser debida a la diferencia de sexos y la comneccidn
neuronal de circuitos que requlan estas conductas ¥y secreciones
de la pituitaria (Barraclough, C. A. and Gorski, R. A. 1962).

Un andlisis del dominic temporal de los esteroides sexuales,
revelan tres distintos tipos de respuesta:

1.- REBPUESTA DE CORTA LATENCIA Y DURACION.

Los esteroides sexuales (estrégenos, andrégenos y progestinas)
pueden inducir con latencias breves (milisagundos) cambios en 1la
exitabilidad de las neuronas. La caracteristica temporal da eata
respuesta en relaciédn con la participacién de sintesis de

roteinas <Davidson, J. M. 1968). As{, estas respuestan pueden
nvolucrar directas acciones en los niveles membranales gque al-
teren 1a conductancia iénica o modular el efecto de

neurotransmisores inhibitorios.

2.- REBPUESTA DE LATENCIA MEDIA Y DURACION.

Los esteroides sexuales también inducen efectos que son apreci-
ables en horas o dias. Estos efectos usualmente involucran la
adicién de estercides sexuales y la presencia de receptores
intracelulares en el nécleo. La activacién de estos receptores
facilita la interaccién del complejo receptor-hormona con el
genoma, por lo que se incrementa la transcripcién de RMAm ¥y el
resultado de sintesis de proteinas.Este tipo de efectos de es-
tercides sexuales, que es tipico de algunos érganos sensitivos a
aesterdides periféricos, como por ejemplo el Aterc (Edward, D. A.
and Whale, R. W. 1968).
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3.- RESPUESTA TRANSITORIA, BEGUIDA DE OUNA ALTERACION DE LA
CAPACIDAD PARA RESPONDER A LOB ESTEROIDES.

Bl andlisis del dominio temporal de la accién de 1los esteroides
sexuales revelan una respuesta caracteristica gque puede ser
crusial para entender el efecto de esteroides sexuales scbre la
organizacién cerebral. Una respuesta transcendental inicial puede
ser seguida por una alteracién prolongada del tejido blanco, que
se manifiesta como un cambioc em 1a capacidad del tejido para
raesponder al mismo estimulo hormonal.Tal efecto ha sido descrito
para varias respuestas estrogénicas de tejidos. Estos efectos
consisten en un acortamiento de la latencia y un aumento de la
respuesta a una segunda administracién de 1la hoxmona. En los
niveles celulares, este cambio en menos sensibilidad estan
relacionados a los persistentes cambios enla estructura de 1la
cromatina que sigue al co-glejo receptor-hormona para interactuar
wAs eficientemente con sitios especificos sobre el DNA. Este tipe
de efecto es oviaments relevante en la diferenciacién sexual del
cerebro. Los estercides gonadales perinpatales, producen cambios
cbservables en la conducta, tfisiolégica, que no ocurren en la
primera adainistracién de hormonas, pero que se manifiestan en
ellas mismas por varias semanas o meses después de una segunda
aplicacién de 1la hormona estimulante. Probablemente 1los as-
teroides perinatales producen inmediatamente cambios celulares
gque no se manifiestan hasta mucho mids tarde, cuando las con-
diciones hormonales son apropiadas en el presente por ejenmplo,
la produccién de cantidades adecuadas de esteroides sexuales, em-
piezan en la pubertad (Edward D. A. 1968).

La diferencia sexual en el modelo sinaptico ha sido demostrado en
todas las regiones cerebrales relacionadas con el control de 1la
reproduccién, como por ejemplc el nticlec arcuato, el nacleo
supraquiasmatico, el MBH, el =uPOA Yy el nucleo amigdalo medial
(Dorner and Staudt 1968). Cada nsurona, reacibe un promedio da
1000 contactos sinApticos de otras neuronas, porgue estos contac-
tos estan relacionados con sSu alta especificidad en s8su
localizacién (asta dendritica, espinas, soma o axén). Bs im-
probable, ¢ue ellas resulten de unas prolongaciones neuriticas
despuds de la estimulaciédn con esteroides sexuales. B8in embargo,
variaciones en la organizacién sindptica en estructuras
dimérficas sexuales no puede todas ser resultado de una accidén
directa de estercides sexuales en el desarrollo neurcnal, por
ejemplo, el nécleo supraquiasméAtico tienme pocos o© no presenta
receptores hormonales, pero muestran diferencia sexual.

Algunos estudios demuestran también la importancia de entradas
aferentes a las células diferenciadas del hipotdlamo, en donde se
observd que las células neurosecretoras inmaduras pueden desar-
rollarse en cultivos organotipicos del hipotAlamo fetales de 4o.
dia en puerco de guinea, por ejemplo, en la ausencia de blancos



especificos, estas células aparecen pobremente diferenciadas con
un soma de Golgi, restringida y no presenta granulos secretores,
después de 10§ dias in vitro, 1las singpsis aferentes, aparecen
5 dias mds tarde los granulos se presentan en el complejo ds
Golgi, estos resultados sugieren que as indispensable las fibras
aferentes de entrada para la completa diferenciacién de células
hipotaladmicas magnocelulares.

Las diferencias morfoldgicas, funciocnales y bicquimicas entre el
sistema pervioso femenino y masculino existen claraments a traves
de las correlaciones de estas diferencias que no son siempre
claras. El sexo diferencial ha sido reportado en la morfologia
del nticleoc del hipotAlamo ventro medial (VHM), en el modelo de
las terminales sinApticas en la area preéptica, el nticleo ar-
cuato, Yy el nficlec amigdaloideo. El dimorfismo sexual de este
nacleo es facilmente detectado por inspeccidn visual con un
microscopio de bajo poder, el volumen de este ntcleo es tres a
cinco veces mAs grande en machos que en hembras (Gorski, R. A.
1979).

La conceccidn alédctrica entre el VAM y el MCG puede diferenciarse
entre heabras y machos, basado sobre estudiocs Santidromic (Levine
8. and Mullin, R. P. 1964).

La influencia de estradiol sobre receptores progestagenos
acetiltransferasa es reportado como una gran diferencia entre
hembras y machos (Feder, H.H. 1967).

Estas diferencias sexuales en conducta y morfologia son debido
enormements a la diferencia sexual en niveles hormonales en
periodos criticos, como ya se mencioné anteriormente. 81 los
machos son gonadectomizados el 30. dia de nacimiento en adultos
ellos gro-cntnn una respuesta lordotica en 1la presencia de
estradiol. Todas las diferencias discutidas anteriormente
morfélogica y conductuales muestran similar dependencia sobre 1la
presencia de testosterona en los pri dias despué del
pacimiento. La testosterona es cada ves inefectiva en 1la
masculiniszacién del sistema nerviosos despuds del 6o. dAia, y
despuds del lio. dias casi no tienen efecto permamente cuando se

lanta intracerebralmente. Estos datos suguieren que el sistema
nerviosos femenino conforma a un Modelo Neutral Hormonal, y 1la
presencia de estercides sexuales puede convertir el modelo en un
modelo masculino.

#in embargo, ni el estradiol ni la testostercna, parecen ser los
agentes encargados para inducir completamente la diferenciacién
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sexual, La testosterona es convertida a estradiol en elcerebro
or aromatasa. 8] esta conversién es bloqueada neonatalmente, por
nhikidores de ensimas aromatasas en machos intactos,
desarrcollarian conducta femenina, incluida las respuestas
lorddticas y morfolégicas neural. 8in embarge, la administracién
neonatal de estradiol es cerca de 10 veces mAs efectiva que 1la
testosterona en inducir modelos masculines en femeninos. Las
hembras no desarrollan un modelo masculino porgus el estradiol en
neonatos es atrapado gensralmente por alfa-cetoproteinas por 1lo
que no es accesible al sistema nervioso, mientras que la testos-
terona no es atrapada, por lo que tiene su libertad en el sistema
nervioso, donde es convertido en estradiol, esto es debido a que
dos dias despusés del nacimiento, las células del sistema ner-
viosos central concentran y mantienen el moxoestrol, un
estrédgeno sintético que no atrapa a la alfa-cetoproteimna, pero
que mantiene el metiltrienolone, un andrégenc sint8tico que no
aronatiza a el estrégeno.

Los mecanismos por el que el estradiol induce cambios permanentes
en conectividad neural puede involucrar 1la induccién de factoras
ya iu. se ha comprobado que el estradiol induce crecimiento
neuritico en cultivos de hipotalamc neonatal de ratén y que es-
timula el crecimiento dendritico. Por 1lo gque estos estudios
suguieren que el estradiol puede inducir el crecimiento neuronal
sn las células en las que actéa, gue deja a estas neuronas hacer
contacto mis real con las neuronas blanco apropiadas.

Como los andrégenos sacan irreversiblementeste afecto y que los
circuitos involucrados estAn pobremente estudiados. Se incrementa
1a evidencia, sin embargo, suguiere que el modelo inicial de
accidn androgénica puede involucrar su aromatitacién intraneural
al estrdgenc, en algunos sitios neurales como el Area preéptica
el hipotAlamo y en la amigdala (Pf£faf, D. W. 1973).

Estas regionesestiAn pobremente diferenciadas en el bnacimiento,
sin enbargo, la maduracién funcional en el area predptica coin-
cide con el final de la fase del periodo critico (Nishizuka, M.
L976).

AdemAs Raisma y colaboradores han demostrado la existencia de
dimorfismo sexual en la organizacién sinAptica del Area preéptica
y de andrégenos necnatal es en roedores adultos.

Mo obstante, esta demostracién de plasticidad y reorganizacisn de
el neuropil durante el periodo critico, aspect morfogéneticos y
de bases anatémicas para 1la diferenciacién sexual de aestas
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regiones limbicas permanecen dasccnocidas afin.

8e ha demostrado que 1los efactos morfogenéticos de los es-
teroides gonadales (estrégeno y andrédgenos) sn el desarrollo das
cultivo organotipicos del hipotAlamo (area predptica) de raténes
recidn nacidos, presenta una evidencia morfolégica del efecto
directo de 1los esteroides sexuales in vitro, en el modelo de
desarrollo de neuronas del area seleccionada, por 1l1lo dque se
sugiere que ¢l indice de crecimiento axonal puede ser un factor
importante en 1a neurogénesis de 1la diferenciacidnsexual del
cerebro. -

Los estudios de ontogénica de 1la diferenciacién dendritica a
través del sistema nerviosos central, han conducido a los con-
ceptos generales de partes receptivas neuronales, ademis de la
qeometria dendritica y del modelo sindptico han inducido por su
diferencia axonsl. B8in embargo, han observado in situ, que
generalmente, la diferenciacién dendritica entre la
diferenciacién de dendritas y 1la apariencia de terminaciones
axonales en su inmediata vecindad.

AdemAs se ha sugerido que la cantidad de espacio postsinAptico
disponible parece ser estrictamente limitado y relacionado cons
tantemente por cada tipo neuronal, la reparticién de sitios
ginapticos entre diferentes grupos de axones que convergan en
determinado competitivamente sobre las bases temporales. La
distribucién espacial de sinApais, sin embargo, aparecen para
reflejar la diferencia de 1los coeficientes de crecimiento de
axones especificos y del ntmerc relativo de cada categoria axonal
pregsente en el momento de 1la sinaptogénesis. El sitio de la
terminacién de un axén aferente en particular, puede depender
también de su range de maduracién de sus terminaciones neurales,
desde las diferentes regiones de 1la superficie receptiva en
diferentes tiemposa.

Bl indice de desarrcllo axonal, sin embargo, muestra ser critico
en el establecimientc de las interacciones neurcnales imn situ,
que parece sar influenciada por 1los esteroides gonadales in
vitro. La naturaleza neuritica de esta respuesta in vitro,
especialmente sus aspectos temporales, siguieren e la
diferenciacién sexual inducida por esteroides en el crecimiento
neurconal, ilroce tomar un papel importante en la neurogénesis de
la diferenciacién sexual. PEn ambos casos, podria estar influen-
ciada por 1a diferenciacién dendritica y 1la distribucién
sinAptica de neuronas blanco como el resultado de la diferencia
tundlnegtal, sexo especifico y el modelo de organizacién
neuronal.
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Aunque los raquerimientos de la diferenciacién sexual a nivel del
aparato reprodquctivo constituye un concepto bién conocido cuando
se aplica a 1las glandulas secretoras sexuales, testiculos y
ovarios, o a los carActeres sexuales secundarios (Wilsom, 1978,
Iiln?n y col. 1981, MacEwen, 1981, Ehrhardt y Meyer-Bahlburg,
1981) .

Bn relacién al sistesa reproductor propiamente dicho, desberecor-
darse que en el curso del desarrollo embrionario, las hembras y
los machos son morfoldgicamente indiatinquibles durante ' un
espacio mas o menos largo de tiempo. 8in e¢mbargo despues de la
diferenciacidn de la gonada indiferenciada para originar el
tasticulo o el ovario, 1la actividad secretora de lagonada mas-
culina parece ser indispensable para iniciar e} desarrollo normal
de los organos reproductores masculinos y cambiar el destino de
un individuo gue se supone ser inherentemente femenino.

Después de gue la organizacién de las gdnadas y de los conductos
qengtalas ha terminado, se inicia 1la diferenciacién de 1los
genitales externos, del senc urogenital 1 de las
glandulas mamaria Los genitales externos se originan del
tubbrculo-genital, los surcos uretrales y las eminencias
genitales, 1as cuales se encuentran iniclalmente iguales en 1las
hembras que en los machos (Wilson, 1981}).

En presencia de niveles altos de andrégenos, cuya presencia se
debe a e son normalmente secretados por el testiculo fetal, o a
que administrados exégenamente, se orientarA la diferenciacisén a
la formacidn del pene, la uretra masculina y la prostata, todo
ello sin importar el genocmwa de individuo. Por el contrario si los
niveles de andrégenos son bajos, como sucede normalmente en 1la
hambra o artificialmente sen el nacho castrado, 1la diferenciacion
se realizarA sigquiendo el patrén femeninc. Se formarA clitoris,
vulva, uretra corta, introito vaginal y finalwmente mamas (Geroge
y Wilson, 1978).

Estas misma dependencia de la presencia de andrégenos parece ser
indispensable para determinar 1la diferenciacién sexual del
ceresbro. Actualmente se sabe que el cerebro de los machos de
las hembras muestra importantes diferencias en su funcionamiento
Y gue estas diferencias no son determinadas directamente por el
genoma celular sino que son determinadas por el ambiente hormonal
presente durants el perfocdo perinatal,aparentemente por la
modificacién de un patrén de desarrollo gue es también, inheren-
temente femenino (Gorski, 1971; Beach, 1975). Nétese, entonces,
que si el desarrollo ocurre en la ausencia de hormonas gonadales
( por ejemplo en la hembra intacta ¢ en el animal de cualquier
sexo privado de sus gonadas en el periocdo neonatal inmediato) el
funcionamiento del animal adulto serd de caracteristicas
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femeninas, sin ingortnr la constitucién genética del animal. Por
el contrario, la diferenciacién ocurre en presencia de es-
terocides gonadales, enddgenos, o aplicados exégenamente durante
el mismo periodo critico de 1la diferenciacién, el animal
desarrollarA un funcionamiento cerebral de tipo masculino
(Gorski, 1979; McLusky, y Naftolin, 1981; McEwen, 1981; Ehrhardt
Y Meyer-pBahlburg, 1981).

Desde el punto de vista reproductivo, las hembras adultas de los
mamiferos sa caracterizan por un patrén ciclico de secrecidn de
gonadotrofinas (Brown~Grant, 1974), mientras que los machos ex-
hiben una 1liberacién ténica y continua, de estas hormonas
hipofimiarias (Brown-Grant, 1974). La caracteristica ciclica de
las hembras se manifiesta fa4cilmente en la aparicién del cielo
estral al iniciarse 1la pubertad, el cudl puede estudiarse
fAcilmente mediante las variaciones clclicas de epitelio vaginal
o por la apariecién de cuerpos luteos en el ovario.

A los resultados relacionados con el patrén ténico o cleclico de
secrecién de gonadotrofinas, deben agregarse las observaciones
posteriores realizadas sobre la conducta sexual. Es bién sabide
que la rata hembra adulta ademds de la liberacién ciclica de
gonadotrofinas indispensable para provocar la ovulacién,presenta
una conducta sexual caracterizada por la adopcidn, frecuentemente
durante el estro, de la p051016n de lordosis para facilitar 1la
copulacidn (Harris, 1964: Taleisnik y col. 1971; Brown-Grant,
1974, Gorski 1974). Por el contrario, el macho es incapaz, nor-
malmente, de adoptar la posicién de lordosis y su conducta sexual
esta orientada a 1la monta, la intromisién del pene y 1la
eyaculacién (Bax y Meisel, 1988).

DETERMINANTES NEUROENDOCRINOLOGICO8 DE LA CONDUCTA BEXUAL.

Tomando como modelo al patrén de conducta sexual de la rata, en-
contraremos que en general, la conducta masculina consiste en una
serie de patrones estereotipados de monta, intromisién Y
eyaculacién.

Bl patrén de monta se reconoce por un acercamiento a la parte
posterior de la hembra, 1la palpacién de los flancos con los
miembros delanteros, acompahado de movimientos pélvicos cortes y
repetitivos.

Bl patrén de intromisién consiste en una monta seguida por un
movimiento pélvico bastante acentuado en direccién anterior.



El patrén de eyaculacién consiste en una intromisién en la que el
movimiento pélvico caracteristico se mantiene en su extremo maAs
rostral por algunos segundos, mientras se producen movimjientos
raceptivos de flexién en los miembros posteriores.

Para que sé produsca todo este patrén de conducta debe integrarse
todo un cortejo de factores, en donde una eatimulacién sensorial
es decisiva en ella. La informacién que sobre lo anterior se
tiene no es muy amplia todavia y se ha obtenido de manera muy
heterogdnea.

PRIMERO:

La naturaleza de dichos estimulos presenta una variacién muy im-
portante en funcién de la especie, asl, por ejemplo, en la rata,
la estimulacién olfatoria es mucho menos importante que otras
especies de roedores, como el ratén y el hamster.

SEGUNDO:

Cada estimulo sensorial tiene dos efectos: uno especifico, que
provocaria una respuesta en particular: y otro, no especifico,
que influencia 1la capacidad de respuesta del individue a
cualquier otra estimulacién, y viceversa como lo demuestran las
observacionaes obtenidas al aplicar estimulos doleorosos dae tipo
periférice y que incrementan la conducta sexual.

TERCERO:

Las experiencias previas condicionan en gran parte el tipo de es-
t%muéagéones que posteriormente produciran conducta sexual en
el adulto.

La conducta sexual de la hembra tiene una caracterizacién conduc-
tual bien precisa: atractividad, proceptividad y receptividaa
(Bax y Meisel 1588).

La atractividad, rolacionada con la capacidad de la hembra para
provocar conducta sexual an el macho y que incluye cambios de
tipo anatdmico en ocasiones (como cambios de coloracién de los
genitales por ejemple) ¥ la produccién de sustancias odoriferas.
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Proceptividad, se refiere al conjuntc de patrones motores que la
hembra realiza como un medio de comunicacién al macho que se en-
cuentra receptivo.

Receptividad, implica la adopcién de una postura que facilita la
penetracién del pene y la eyaculacién. En el caso de los roedores
dicha postura es la lordosis.

Las génadas de las heabras producen tres diferentes tipos de
estrégenos: estrona, estradiol y estrol. Es el estradiol seguido
de la estrona, el esteroide mas importante para inducir conducta
sexual.

Af&n en altas dosis, el estrédgeno no activa la conducta sexual
s8ino hasta después por lo menos de 24 hrs. de su aplicacién. La
progesterona es una condicidn necesaria para la produccién de 1la
conducta sexual de la rata y en general de todas aquellas
especies que necesitan de una accidn secuencial hormonal para
producir este afecto.

El mecanismo mediante el cual los estrégenos y la progesterona
interactéan en la produccién de conducta sexual no se encuentra
bien comprendida todavia, aunque se han propuesto varios modelos

para intentar explicarlo. Aparentemente los estrégenos
prepararian el terreno a la progesterona via la produccién de
receptores membrahales para esta probablemente con 1la

sintetizacién de proteinas en forma inactiva que se encontrarian
en forma latente en el citoplasma neurcnal hasta que la proges-
terona a través de mecanismos membranales inducidas directamente
por ella o a través de otras substancias (neurotransmisores o
prosataglandinas) induce la activacién de estas proteinas, via AMP
clclico y fosforilasas. Aparentemente la produccién de conducta
sexual dependeria de estas proteinas activas de una manera
directa o indirecta.

La rata hembra presenta um ciclo estral de 4 o 5 dias de
duracién. Por lo tanto, desde nuestro punto de vista sera
necesario analizar aunque sea muy someramente. Durante este ciclo
estral se suceden los siguientes acontecimientos endécrinos. La
iniciacién de los niveles sanguineos de estrégenos desencadena la
presentacién de un estimulo neurohumoral ciclico e activa 1la
secrecién de 1la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) por
hipotAlamo (Kelly y col. 1984: Everett, 1988). Esto acontece
habitualmente, en el ambiente del laboratorio, dos horas despuls
de medio dila, en el dia en que la citologia vaginal indica
proestro (Everett y Nichols, 1968), La secrecién de GnRHE estimula
1a secrecién de la hormona luteotréfica (LH) por la hipéfiasis, lo
cual resulta en la puesta ovular, lo cual ocurre un poco despudsa

29



de la medianoche del mismo dia. La elevacién brusca de la
concentracién sanguinea de LH ("LH surge") es saeguida por un
aumento notable en 1la secrecién de progesterona y, unas horas
despuds, por 1la apariciédn de la conducta sexual femsnina tipica y
la adopcién de la posicién de lordosis en el momento de ser mon-
tada por el macho (Gorski,1979)}. Es posible que la secuencia de
altos niveles de estrégenocs, segquidos por altos niveles de
progesterona constituya e] estimulo para provocar ean l1la hembra 1la
posicién de lordosis, puesto que tal conducta no se presenta en
ningtn otro punto del ciclo estral (HcEwewn y col. 1987). Es pues
bjen claro, gque en el caso de la rata hembra, 1las fluctuacién
ciclica en los niveles de hormonas culmina con la ovulacién, 1a
presentacién de 1la conducta sexual y la preparacién para el em-
barazo. Bn contraste, en el macho noc se presenta ningéna de estas
caracteristicas ciclicas, ni en los niveles de hormonas, ni en la
evocacién de la conducta sexual ya gque el mache es capaz de
mostrar conducta de monta en cuanto se le presenta cualquier
oportunidad de copular ( Meyer y col. 1980).

La siguiente es una lista de las funciones cerebrales que se han
propuesto come participantes en este concepto de diferenciacién
sexual en diversas especies animales ( Beatty, 1979: MacLusky ¥
Maftolin, 1981: Gorski, 1979 ):

Regulacién de la funcién enddcrina de la hipéfisig,
Conducta sexual, tanto femenina como masculina.
Conducta de defensa y de agresién.

Conducta social y de juego.

Postura para la miccidn en el perro.

Consumo d&o alimentos y distribucién de la grasa, par-
ticularmente en la relacién con 1la actividaa de 1las
hormonas sexuales.

Algunos aspectos da la conducta de aprendizaje.
Territorialidad.

Desempeiic social como macho o como hembra.

Fotoperiodo.

Vocalizacién de las aves.

Respuesta a la estimulaciédn sexual y 1la succiédn del
pezén.

8i nos referimos ahora espacificamente al hipotdlamo, debemos
considerar como acontece la diferenciacién, andrédgenos depen-
diente, de este importante organelo., En presencia de testos-
tercna, producida por el testiculo fetal o administrada
exdgenamente, se organiza en la parte baso-medial del hipotAlamo
un “Centro Sexual Ténico" y en la regién hipotalamica anterior y
la parte medial de area predptica un '"Centro de Cépula
Masculino'. Al mismo tiempo ol "Centro de Cépula Femenino",
presente en el hipotdlamo medio, queda solamente como un
rudimento (Barraclough y Gorski, 1961: Gorski y Barraclough,
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1963). Esta diferenciacién da como resultado, en el animal
adulto, - el patrén ténico de secrecién de gonadotrofinas
caracteristico 4e los machos, asi como el patrén conductual mas-
culine durante la cépula.

En ausencia de andrégenos, como sucede normalmente en la hembra,
o artificialmente, en el macho castrado, independientemente de la
praesencia o ausencia de ovarios, el higot&lamo se organizarA de
manera da desarrollar un "Centro Ciclico B8exual' en el Continum
HipotalAmico, area preéptica y amigdala media; también se desar-
rollara el "centro Copulatoric  Femenino" en la regién
ventromedial del hipotaAlamo. Esto se acompafia de la falta de
desarrollo del ''Centro Copulatoric Masculino', aungue el '"Centro
Ténico Sexual", mencionado anteriormente, también se desarrolla
(Barraclough y Gorski, 1961:Gorski y Barraclough, 1963; Docke y
Dorner, 1969: Nadler 1973). Este tipo de Jdiferenciacién da
ovulacién y secrecién de gonadotrofinas caracteristico de las
hembras, asi como la aparicidn de la conducta sexual femenina
después de la pubertad.

Como mencionamos anteriormente, las hembras adultas de los
mamiferos se caracterizan por un patrén ciclico de secrecién de
gonadotrofinas, mientras que los machos exhiben una liberacién
ténica continua de estas hormonas hipofisiarias. La
caracteristica ciclica de 1la secrecién gonadotropica en las
hembras se manifiesta a partir del momento en que se inicia 1la
pubertad con 1la aparicién del ciclo estral y con el, las
variaciones ciclicas del epitelio vaginal, 1a ovulacién y 1la
aparicién de cuerpos l4teos en el ovario. Por ejemplo, si se
transplantan los ovarios inmaduros de una hembra prepéber, a una
hembra adulta previamente ovariectomizada, puede observarse gque
estos ovarios infantiles seraAn capaces de formar cuerpos luteos y
de indueir la clelicidad del epitelio vaginal (Goodman, 1934).
Por el contrario si estos ovarios son tranaplantados a animales
machos adultos, castrados, no serdn nunca capaces de mostrar cam-
bios cilclicos, ni de desarrollar cuerpos amarillos (Yasaki,
1960). 8i al mismo tiempo se trasplantan la vagina y los ovarios
a un macho castrado, la vagina mostrara la presencia de un estro
persistente, sin ninén signo de ciclicidad (Yasaki, 1960).

Los experimentos cruciales para demostrar 1la diferenciacién
sexual especifica del hipotdlamo fuersdn realizados por Pfoeiffer
en 1936. Este investigador caatro a un grupo de hembras recien
nacidas y cuando llegarén a la edad adulta les implanto ovarios,
observando que estos ovarios mostraron la aparicién de cueros
l4ateosy fuerdn capaces de inducir los cambios tipicos delciclo
estral en la vagina de las hembras transplantadas. En un segundo
experimento, inmediatamente después de la ovariectomia se les in-
jerto a las ratas recién nacidas fragmentos de testiculo. Aal
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llegar a 1la edad adulta, estas ratas, androgenizadas en el
perlodo perinatal, mostrarén anovulacién y por 1lo tanto es-
terilidad y 1la presencia en el estudio del epitelio vaginal ae
estro persistente. Ademids, fuerdn incapaces de inducir los cam-
biosi ciclicos arriba anotados cuando lea fueron trasplantados
ovarios.

En oxperimantos complementariocs de. los descritos arriba, pPfeiffer
(1936) demostrd gue la castracidn de machos recién nacidos  in-
ducia una diferenciacién de tipo femenino, puesto que si a estos
animales se les transplantaban ovarios en la edad adulta, estos
ovarios mostrarian la aparicién de cuerposluteocs. También fue
demostrado que 1a aplicacién de hormonas esteroides, tanto
estrdgenocs como testosterona, a macho recién nacidos en can-
tidades no excesivas, s incapaz de modificar el patrén normal
del desarrollc masculino.

De los experimentos de Pfeiffer, comprobados y extendidos despubs
por numerosos investigadores (MacLusky y Naftolin, 198i: McEwen,
1981: Gorski 1979), se postuld que las ratas, machos y hembras;
sin importar el sexo gendtico del animal, nacen con la capacidad
de desarrollar una secrecién ciclica de gonadotrofinas al llegar
a 1la pubertad, 8in embargo, si durante un perlodo oritico del
desarrcollo, que va desde unos pocos dias antes hasta unos dias
después del nacimiento, existen niveles adecuados de hormonas es-
teroides, habitualmente testosterona por la presencia de
taesticulos, entonces se inducira una diferenciacién de tipo mas-
culinoe quedarad como co ia la aparicién de un patrén ténico
de secrecién de gonadotrofinas al llegar a la sdad adulta. La
ausencia de testiculos, normal o inducida artificialmente, dar'
como resultado la aparicién de un patrdn de desarrollo femenino,
sin gue la ausencia o presencia de ovarios tenga ninguna impor-
tancia.

A los resultados relacionados con el patrén ténico o ciclice de
secrecién de gonadotrofinas, deben agregarse las obaexvaciones
posteriores realizadas sobre la conducta sexual. Los estudios de
Gorki (Gorski, 1971: Gorski y col, 1978) y otros investigadores
(Pfaff, 1986), han desmostrado que la determinacién del patrén
conductual gque un animal seguira en la edad adulta nec depende
tampoce de su constitucién genética, ni tampoco, por lo menos
totalmente, de sus caracteristicas endécrinas, en la edad adulta.
Bl patrén conductual es también una consecuencia de 1a
diferenciacién cerebral, y mAs especificamente hipotalamica, in=-
ducidatpgr el ambiente hormonal existente en el periode critico
perinatal.

En sfaecto, los machos castrados durante este periocdo eritico,
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mostrardn en la edad adulta un patrén conductual de tipo
femenino: proceptividad, atractividad y adopcién frecuente de la
posicién de lordosis (Beach, 1966). Por el contrario la hesbra
gonadactonizada en la etapa critica no sufrird alteraciones en su
conducta y se comportard, desde luego, después del tratamiento
hormonal adecuado, como hembra (McLusky Yy Naftolin, 1981:
MacBwen, 1981; Ehrhardt y Meyer.Bahlburg, 1981). Estos resultados
indican que la presencia de ovarios en el animal recién nacido no
desempefia ningunas funcidn en la determinacién de 1la conducta
sexual del adulto normal.

La administrcidn ex8gena de esteroides durante este periodo
critico ( en la rata este periodo se extiende desde el nacimiento
hasta el dia 8§, aproximadamente, con diversas modalidades que
después precisarenocs) no proveca en el macho ninguna
modificacién de la conducta sexual de la edad adulta.Por el con-
trario las hembras tratadas con esteroides gonadales durante este
pericdo de tiempo, no mostrardn en la edad adulta la conducta
femenina tipica, prefiriendo la conducta de monta a la posicién
de lordosis, aan despuéds del tratamiente hormonal adecuado
(Dorner y Hinz, 1975).

Todos los efectos anteriores, que se han demostrado fundamental-
mente en la rata, han sido extendidos a numerosas otras especies
animales, incluyendo al hombre (Ehrhardt y Meyer-Bahlburg, 1981).
8in embargo, debe mencionrse que se encuentran grandes diferen-
cias en cuanto a la relacién del periodo critico con el desar-
rollo en general del individuo, asi como también a la sucep-
tibilidad a 1la aplicacién exégena de estercides gonadales, in-
cluyendo el tipo de estercide, 1la dosis aplicada y el esquema de
tratamiento (Pfaff, 1986). Por ejemplo en la rata este periodo
critico de sensibilidad neurcnal se presenta en el perlodo neona-
tal teamprano, extendiendose, con algunas fluctuaciones, del
nacimiento hasta el dia ocho de la vida extrauterina, mostrando
ol animal mayor susceptibilidad entre los dias 30, y 50. de vida
{(McLaren, 1972: Goy y McEwen, 1580). Aungue la experimentacién es
muy dificil, las observaciones de conducta sexual en sujetos
afectados por algunas enfermedades congenitas que afectan la ac-
tividad de 1los esteroides gonadales (Erhardt y Meyer-Balburg,
1981), ha permitido concluir que, en el hombre, el pariodo
critico se presenta antes del nacimiento.



RELACION ENTRE RL PERIODO DE GESTACION Y EL PERIODO CRITICO DE
DEBARROLLO PARA LA DIPERENCIACION SEXUAL DEL S8NC.

ANIMAL GESTACION O PERIODO CRITCO

INCUBACION (DESPUES DE LA

CONCEPCION}

MAMIFEROS.
Rata 20 a 22 18 a 27 dlas
Raton 19 a 20 Postnatal
fAanster 16 Postnatal
Conejo de Indias. 63 a 70 30 a 37 dlas
Huron. 42 Postnatal
Perro. 58 a 63 Prenatal + postnatal
oveja. 145 a 155 “30 a 90 dlas
Mono Rhesus 146 a 180 40 a 60 Alas
AVES
Codornis Japones. 17 A 18 PREANXDACION
Pollo dAomestico 22 PREANIDACION
Zebra 12 A 14 POSTANIDACION
Pigeén 14 POSTANIDACION

(#) E1 valor de estos datos, son de especies en donde 1la
duracién del periodo critico ha sido estuaiadoa
sistemAticamente.

Algunas dudas persanecen para algunas especies enlistadas,
ara precisar la hora del periocdo sensitivo del 8NC a las
hormonas gonadales.

En estos casos, la informacién dada (pre o post nata, pre o
poat anidacién) indican cuando las hormonas gonadales han
estado mostrando efactos externos de orqanizacidn sobre el
BNC.

L Goy, R. W, EA4. B8exual differentiation of the brain (Xit
Press, Cambridge, Mass, 1980).

Kaclaren, A. Reproduction in Mammals, Austin, cC. R. Eds.
(Canbridge Univ. Press. New York, 1972) vol. 2 p. 1.



Es importante considerar cuales hormonas esteroides son capaces
de inducir los cambios daescritos con anterioridada y tal ves
revisar, muy someramenta, sSobre que estructuras cerebrales e
hipotalamicas ejercen su accién. También haremos algunas con-
sideraciones sobre la relacién dosis/tiempo de administracién de
las hormonas sobre la diferenciacién cerebral. Aunque en los
primeros experimentos se uso casi exclusivamente la testosterona,
originandose 1los conceptos de androgenigzacidn o masculinizacién,
actualmente se sabe que el estradiocl es tan efectivo, o maAs efec-
tivo, que la testosterona para producir estos efectos de
*masculinizacién hipotalAmica’™ (Gorski, 1966: Butherland vy
Gorsks, 1972). Estos resultados se han confirmado por que algunos
compuestos anti-~estrogénicos o inhibidores de la aromatizacién
son inhibidores muy eficaces de la actividad masculinizante de la
testosterona (McEwen y col. 1977; Vreeburg y col. 1977). También
se ha comprobado que el encéfalo, particularmente el hipotAlamo,
como muchos tejldos periféricos, es capaz de metabolizar los es-
teroides, una de estas reacciones implica la aromatizacién de la
testosterona para formar estradiol (Selmanoff y col. 1977).

Finalmente, 1la dihidrotestosterona, la cuAl es un andrégeno que
no puede ser aromatizado, es incapaz de provocar la
masculinizacién del hipotAlamo. De esta manera podemos llegar a
la curiosa conclusidn de que son los estrégenos las sustancias
activas en provocar la "masculinizacién" del cerebro, situacién
que es similar a la también demostrada actividaa de los
estrégenos en relacién a la conducta sexual (Crews, 1979).

Estos hallazgos no parecen ser correlacionables con la ineficien-
cia del ovario para regular la diferenciacién sexual cerebral y
lo son todavia menos cuandc se sabe que la concentracién de
estrégenos en sangre periférica de la rata hembra recién nacida
es bastante alta. De hecheo se ha demestrado que la concentracién
mds alta dae estrégenos durante la vida de un animal se alcanza,
precisamente, durante el periodo criticc neonatal ( Gunsalus, y
col. 1973; Dohler y Wuttke, 1974; Ojeda y col. 1975).

Esta discrepancia fundamental ha sido explicada por la presencia
en las ratas recién nacidas de una roteina fetal que de una
Ranera muy eficiente y especifica fija estrdgenos, (la afinidad
de esta proteina para fijar andrégencs es unas 100 veces =enor
que para fijar estrégenos) (Raynaud y col. 1971; Plapinger y col.
11973), de esta manera se asume que los altos niveles de
estrégenos plasmdticos presentes en la rata reciédn nacida se en-
cuentran secuentrados por la proteina fijadora y por lo tanto no
son capaces de ejercer su accién en el sistema nervioso central.
Por al contrario, atn concentraciones menores de testosterona
pueden ser funcionalmente capaces de provocar la
“"androgenizacién" dal hipotAlamo (Gorski, 1979).



Por otro lado, los progestidgenos son antagomnistas del efecto gue
los andrégencs y los estrégenos poseen sobre 1la diferenciacién
cerebral. Los cambios ermanentes provocados en el patrén de
secrecién de gonadotrofinas por 1la inyeccién neonatal de
andrégencs o estrégenos pudierén ser prevenidos, al mencs en
parte, por la administracién simultdnea de dosis elevadas de
progesterona (Dorfman, 1%677; Dorner y Patschel, 1970). Por lo
tanto, 1los progestAgenos parecen tener un efecto protector sobre
la especificidad sexual de la diferenciacién cerebral, la cual se
ha adscrito a su actividad de competencia sobre los receptores
hormonales intracelulares (Etgen, 1984).

Experimentos realizados para demostrar al efecto de una misma
dogsis de androgenos aplicados en diferentes dias del llamado
periocdo critico, han demostrado que, la aplicacién, a ratas y
ratones hembras, de 1.25 mg de propionato de testosterona (TP) en
los dias 20. So. 100. y 20Co.; de adad provocardn los siguientes
cambios: 100% de los animales mostraron androgenizacién completa,
con esterilidad y estrc peraistente, cuando la aplicacidn se
realizéd en los dias 2o. I 50.; 40% de los animales mostrarén
androgenizacidn total o parcial cuando la TP fue aplicada en el
dia 10o., de vida y finalmente ausencia casi total de efecto en
los animales inyectados a 1los 20 dias de edad (Barraclough,
1967). De estos experimentos se concluyd que el perlodo criticeo
en los ratones, y en las ratas, se extiende del nacimiento al dia
10o. de edad, siendo los animales mAs susceptibles entre al dia
20. y el so.

Cuando se inyectaron diferentes dosis de TP a ratas hembras de
cinco dias de edad (Barraclough, 1967) se observd que 1.25 mg. de
hormona produjo esterilidad permanente en el 99.8% de los
animales, 10 ug. fuerén capaces de inducir esterilidad en el
70.6% de las ratas, 5 ug. en el 44% ¥ 1 ug en el 30%. Ericsson y
Barker (1966) observarén estro persistente en el 80% de las
hembras tratadas con 10 ug de TP en el quinto dia de vida, sin
embargo, algunos de estos animales fuerén capaces de ovular y ser
embarazadas. Swanson y Van der Werff-Ten Bosch (1964) demostrarén
que la aplicacién de 5 ug de TP en el dia 30. de vida fuerédn
capaces de producir esterilidad y anovulacién en el 100% de 1los
animales.

Be ha observado, los siquiente efectos en ratas hembras
androgenigadas neonatalmenta:

1.- La administracién de TP durnate los primeros 3 dias de vida
inhiben o demora la apertura vagina, en contraste, la
administracién durante los siguientes dias puede provecar
apertura vaginal precoz.
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2.~ El contenido de gondotrofinas hipofisiaris y secrecién de
gonadotrofina son disminuidas en hembras altamente an-
dogenizadas.

3.~ La androgenizacién 4e ratas hembra tales tran un in-
cremento en el desarrollo corporal.

4.- La tiincibn de oestrol en el hipotalamo medioc y anterior es
significativamente reducida en ratas hembras androgeniszadas.

S.~ La ovulacién puede ser inducida en las ratas hembras
andrcgenizadas por la administracién de gomadotrofinas, un
efecto similar fue cbaservado por la estimulacién eléctrica
del hipotalamo.

6.- Los ovarios de ratas hembras androgenizadas mueatran
incremento en la produccién de andrégenocs.

7.- Una sola aplicacién de TP en los primeros dias de vida causa

cambios permanentes del metabolismo en el higado y en 1la
glandula pituitaria (Dorner, G. 1981).
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MATERIAL Y METODOS

8e trabajaron con ratas Wistar, hembras y maches de tres
diferentes edadaes.

1.~ Ratas con 5 dias de edad.

2.~ Ratas con 40 dias de edad o phberes.
Las ratas hembras presentaronapertura vaginal y fueron in-
tactas..

3.- Ratas con 120 dias de edad o ratas adultas.
Las ratas hembras fueron intactas.

Estas ratas fueron obtenidas del bioterio de 1a Universidaa
Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa.

Las condiciones a las que estuvieren sometidas son condiciones
estandar de bioterio, alimento y agua ad lib

Be trabajaron en grupos de 20 ratas de cada edad, tantc hembras
como machos, en donde a su vez, cada grupc se subdivide en 4 sub-
grupos ( de 5 animales cada uno).

Las ratas fueron decapitadas, el cerebro fud disecado y colocado
sobre su superficie dorsal. Despuds de lavar brevemente con agua
fria la superficie basal del hipotalamo, sara quitar la sangre
contaminante, se procedio a gquitar el quiasma éptico y 1las
meninges. En seguida se procedio a disecar el hipotalamo in-
cidiendo en la parte frontal inmediatamente por delante del
quiasma, en la parte posterior por delante del borde anterior del
nécleo mamilar, lateralmente por las fisuras hipotalidmicas por
arriba al nivel de la comisura anterior.El procedimiento
habitual fue disecar el hipotaAlamc de cinco ratas, separar cada
hipotidlamo en dos mitades, cortando a través del infundibulo y
hacer una poza con cada grupo de cinco mitades, de manera gque
cada poga constituye un efectivo control de 1a otra, Yy dio
ngguiridld a la realizacién de todas las determinaciones prac-
ticadas.
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Cada una de las pozas constituidas por 5 mitades del hipotAlamo
fue pesada con una exactitud de décimas de mg en una balanza
analitica Mettler, colocado en buffer PBSA Y cortando en pequefas
piezas (ngrox. de 1 ma"3). Se centrifugs ligeramente, se decanta
1a solucién sobrenadante y se agrega una solucién de tripsina al
0.25% en CMP, manteniendo la relacién de 1 ml de solucidn de
tripsina por cada 100 mg de tejido. La solucién de tripsina debe
prepararse siempre en el momento de usarse.

PROCESBSAMIENTO DE LA MUOUEBSBTRA

CONTEO CELULAR

8e sacrificaron 20 animales de cada grupo, por dislocacién
cerebral, se realigzaron grupos de 5 ratas. A cada rata se le
extrae el cerebro, y se enjuaga con PBSA.

Una vez extraldo el hipotadlamo, se divide en dos partes, derecho
L) izguierdo, cada mitad se pesa y posteriormente se pasa a una
golucisn de tripsina de 0.25% en CMF, una vez reunido los poses
de 5 mitades derechas y 5 izquierdas, ambas por separado, se
procede a incubar & 40oC por 24 horas (Freshnney Ian).

Una ves transcurrido el tiempo, se elimino la solucién de trip-
sina, dejando tnicamente la residual, y se incubo a 36.50C por
una hora, pasado al tiempo, se centrifuga a 2500 rpm para obtemer
tnicamente el paguetito celular, y se realigaron dos lavados, con
un volumen 10 vecss su peso.

Una veg realizado los dos lavados, el pagquete celular del filtimo
lavado, se aforo a 1 ml. de PBSA y se realizo el conteo celular y
1a medicién de viabilidad (Hugh J. Phillips, 1973).

El conteo se realiso en pipetas de glébulos blancos siliconizadas
(Linch, 1975),Y se aforo hasta la marca de 0.5 con la suspsnsién
celular y el altimec aforoc de 1.0 se realiza con solucidn de azul
tripan, se agitan mecAnicamente 2 minutos, se procede posterior~
mente a contar las cédlulas (en donde las células tefildas con
azul, son no viablaes, y las células no tefiidas son viables).
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DETERMINACION DE DNA, RNA Y PROTEINAS

Para determinar 1las concentraciones de RNA, DNA y PROTEINAS se
utilizaron grupos de 10 ratas hembras y machos de de 40 dlas y de
120 dias, para las ratas de 5 dias, se utilisaron grupos de 20
ratas tanto hembras como macho.

Se gsigue 1la metodologia inicial, de extraccién del cerebro,
diseccién del hipotAlamo, pesada. Posteriormente se realizoa las
pozas 5 mitades de hipotAlamo en 1 ml. de solucién de PEBA, y se
procede a homogenizar y segquir la metodologia de Munro (1962),
para la extraccién de las fracciones donde se procedioa deter-
minar DNA, BMA Y PROTEINAS.



ESQUEMA DE TRABAJO

RATAS HEMBRAS ¥ MACHOS

SACRIFICADAS

DISECCION

CORTE ANTERIOR QUIASMA OPTICO
CORTE POSTERIOR CUERPOS MAMILARES
CTORTE LATERAL SURCOS HIPOTALAMICOS LATERALES

CORTE SUPERIOR COMISURA ANTERZIOR

DISGRAGACION CON TRIPSINA HOMOGENEIZAR
FRIA (FRESHNEY 1%971) (MUNRO 1966)
CONTEO DE CELULAS DETERMINAR
L) 1
MEDIR VIABILIDAD DNA RNA PROTEXINAS
({HUGQGH 1973) (GILES 1965 ) (MEJBAUM 1939) (LOWRY 195" )
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MECANISMOS DE LA EXTRACCION PARA DETERMINAR:
DNA RNA PROTEINAS
( MUNRO 1966 ).

580 ul DE HOMOGENEIZADO
+ 580 ul DE ACIDO PERCLORICO M {PCA 1M)

L
e s/
slalreaesu DESCARTAR
CENTATFUGAR A
1500 RPM
10 W
! |
"y s/n

+ 1 =l ETANO CLOROFORNO (2:1) OESCARTAR
CENTAIFUGAN A
1500 KPR
s uin

I 1
L4 s/
* 580 u) FCAO.5 N
CALENTAR 30 NIN A 70°C
DESPUES, ENFRIAR HIELO (S NIN DESCAATAN
CENTRIFUGAR A
1500 WY
19 win
] 1
rr s/n
+ 309 Ul MaOM BESCARTAR

] - ] 1
re s/w oMA LYY
CUARDAR PROTEIAS GESCAATAR  (FRACCION D) CFRACCION R)
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BQUIPO UTLIZADO:

1.~ Espectrofotématro Cary 219.
2.- Haterial de cristaleria.
3.- B.M. A 370C.

REACTIVOS:

1.= Solucioén de DNA 1.05 ng/ml. on acido
perclérico 0.5 M. (hidrolizado previamente a
700C/15 min.).
2.- Acido perclérico.
3.- Acetaldehido a 1.6 ug/ml.

4.- Difenilamina al 4% en Acide acético glacial.

MBETODO:

S8e utilizo el metcdo de Giles y Myers (1965).

BOLUCION ESTANDAR

S8e utilize una solucién eatandar de DNA a una concentracién de 1
mg/ml en #cido perclérico, y se hidrolizo a 700C por 15 min. Para
que fuera utilizada en la curva esténdar, se diluydé 1:10 para
t una tracidén de 100 ug/ml.

8e utilizaron alicuotas de 40, 80, 120, 160, 200, ul. se aforarén
a 200 ul. de Acido perclérico 1 M, ss agito, y se le adiciono 200
ul. de PCA 2M, se agito, y posteriormente se le adicionmo
dit;nilnninu, se agita y se tapan para incubar a B.X. a 370C por
24 horas.
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BSOLUCIONES PROBLEMAS:

Ba tomarén alicuotas de la fraccién D de la fig. i1 de 100 ul., se
aforarén a 200 ul, con PCA 1 ¥ , se agita, se le adiciona 200 ul.
de PCA 2 M, se agita, se le adiciona 30 ul, de acetaldehids, se
agita, se le adiciona 250 ul, de difenilamina, se agita y se
tapan para incubar en B.M. a 370C por 24 horas.

La curva se leyo, transcurrido el tiempo a una absorbancia a 600
ne. en un espectrofotémetro Cary 219.
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CURUA ESTANDAR DE D.N.A.

EF CARY 219.

ug/al

N 9 e li 12 13 14 15 16 17 19 19 22
VoL, FINGL 798 ul
ESTAMR 198 sq/nl
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PQUIPO UTILIZADO:

1.~ Espectrofotémetro Cary 219.
2.~ Parrilla.

3.~ Vortex.
REACTIVOS:

RMA. 8ea prepard una solucidn de 0.5 mg/ml. en
dcido pexclérico 0.5 M, se hidrolizé calentando a 700C
por 15 min., posteriormente se diluys 1:5 para obtener
una concentracién de 100 ug/ml.

2.~ Acldo perclérico 0.5 M.
3.- Ago}lto clprico al 0.5% en Acido acético gla-
clal.

4. Oreinol al 1% en Acido clorhidrico con-
centrado. (prepararse al momento de usarse).

METODO:

g8e utilisé por el matodo de Mejbaum (1939).

CURVA ESTANDAR

ge utilizéd una solucién estdAndar de RNA a una concentracion de
100 ug/ml., se tomaron alicuotas de 50, 100, 150, 200 y 250 ul.,
se aforardn a 250 ul, de PCA 0.5 M, se agita, se adiciona 50 ul.
de acetato chprico, se agita y se adiciona la solucidn de orcinol
en BHC1l al 10%, se calienta a 920C por 20 minutos y se leyo a 660
nm.



SOLUCIONES PROBLEMA

Be tomaron aclicuotas de 50 ul. de la fraccién R de la fig. 1, se
aforaron a 250 ul. de 0.5M, se agita, se adiciona 50 ul. de
acetatoctprico, se agits, I se adiciona la solucién de orcinol,
se calienta a 92 oC por 20 minutos, 8e leyo a 660 nm, en un
espectrofotémetro cary 219.
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Lectors L.F, CURUA ESTANDAR DE R N A

CARY 219 2
668

8.6 ;—

i
i
i

8.5 —

1
]

ug/n!
H 18 15 20 23
vol. final = 70 ul

ESTANDAR 188 ug/m)
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PROTEINAS

EQUIPO UTILIZADO:
1.- Espectrofotémetro CARY 219.
2.- Material de critaleria.

REACTIVOSB:

1.~ golucién A:
Na2CO3 al 2%
Tartrato de sodio y potasio al 0.02%
WaCH al 0.1%

2.- 8olucién B:
CuB04 al 0.5%

3.~ Bolucién C:
Mezclar 50 partes de s80l. A por 1 parte de
so0l. B.

4.- Reactivo de Polin-Ciocalteu diluido 1:3

METODO:
B8e utilizé el método Lowry, (1951)

BOLUCION EBTANDAR.

En la curva, 38Sa utilizé como estAndar albtmina de suero bovino a
una concentracién de 1 mg/ml en agua desionizada. La curva de
calibracién se realizotomando allcuotas de 10, 20, 30, 40 ul,
llevado a 200 ul. de nzuu desionigzada, se le adiciona 500 ul, de
sol. C, se gita inmediatamente y se deja reposando 10 min., pos-
teriormente se le adiciona 50 ul, de sol. D, mezclando in-
mediatamente y se espera 20 min.

La solucién <colorida se leyd a 550 nm en un espectrofotémetro

gury 219, ajustandose el aparato a cero de absorbarcia con un
lanco.



8OLUCION PROBLEMA.

S8e tomarén 5 ul. de la fraccién P, se llevaron a un volédmen de
200 ul, de agua desionixzada, se le adiciond 500 ul. de sol. c, se
agita, y se deja reposar 10 min., steriormente se le adiciono
50 ul. de sol. D, mezclando inmediatamente, y se esperé a 20
minutos para ser leida en las mismas condiciones gque la curva
estandar.
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LECNM DY EF. CURVA ESTANDAR DE PROTEINAS

CARY 219 2
558 m

8.8 T—

" ALBMING
ug/ni
H 19 13 EL) e ] 33 48

vol. final = 758 ul
ESTANDAR 1 ag/nl
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ZSQUEMAS REALIZADOS PARA DETERMINAR EL RENDIMIENTO DE
LA TECNICA DE EXTRACCION PARA LA DETERMINACION DE
ACIDOS NUCLEICOS Y PROTEINAS

ESQUEMA Mo, 1,

2 HIPOTALANOS
18 ul DE HEPARINA
%0 ul OF BUFFER

|

SE HOMOGENEIZARON Y SE TOMARON ALICUOTAS DE S uf
PARA REALIZAR TOOA LA SECUENCTA DE EXTRACCION PARA
OETERMINAR ACIDOS WUCLEICOS Y PROTEINAS.

{ MUNRD 1965 ).
FRACCION
1a.
ESQUBMA Ko. 2.
2 HIPOTALAMOS

+ 1 888 ul BUFFER

SE HOMOGENTZARON Y SE TOMAROR ALICUOTAS DE 560 ut
PARA REALIZAR TODA LA SECUENCIA DE EXTRACCIONES

PARA  DETERWINAR ACIDYS NUCLEICOS Y PROTEINAS
( MUNRC 1965 ).

FRACCION
2a.

&2



ESQUEMA No., 3.

2 HIPQTALAMOS

+ mlm (1 ng/ul) { SE HOMOGEINIZA T0OG }

Il 1
250 ul WOMOGENEIZAD) 254 ul HOMOGENE IZADA
¢ 250 ul BUFFER + 250 ul HEPARINA
58 ol 5H ol
FRACCTON Ja. FRACCION 3b

SE TONAROW LAS ALICUOTAS DE 569 ul. PARA REALIZAR TODA
LA SECUENCIA DE EXTRACCIONES PARA DETERWINAR ACIDOS
NUCLEICOS Y PROTEINAS

ESQUERA Ko, 4,
4 HIPOTALANOS
+ 1 808 ul BUFFER
r )

508 ul HOMOGENE IZAD0 588 ul HMOGENEIZADG
+ 580 ul BUFFER + 560 ul RNA {1 wg/ni})

1wyl [ Hui

FRACCION 4a, FRACCION 45,

SE TOMAROK LAS ALICUOTAS DE 500 u! DE CADA FRACCION
PARA REALIZAR TOOA LA SECUENCIA DE EXTRACCIONES PARA
OETERWINAR ACIDOS NUCLEICOS Y PROTEINAS
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ESQUEMA No. 5

- HIPOTALAMOS

+ i oee HEPARINA EN BUFFER (1:5)

|
l I

3509 ul HOMOG 508 ul! HOMOO
+ . +
399 ul BUFFER S@Q u] RNA ( tmgs/ml)
FRACCION FRACCION
5a Sb
SE TOMARON LAS ALICUOTAS DOE 590 ul. DE CADA FRACCION

PARA DETERMINAR ACXDOS NUCLEICOS Y PROTEINAS



6 HIPOTALAMOS

+ 1 80 y! HEPARINA EN BUFFER (1:5)

HOMOGENEIZAR
1 - |}
566 ui HOMOGENEIZADA 540 ul HOMOGEKEIZADA
+ S5H gl BUFFER + 58 ul HEPARINA 1:2.5
S8 ut 50 ul 50l 508 vl
+ 500 ul BUFFER + 580 ul RNA + 58 ut BUFFER + 5800 ul RNA
|+ ul 188 ul 1 4 u! 1080 0l
FRACCION 6a. FRACCION &4, FRACCION ¢, FRACCION &,

SE TOMAROW 548 ! DE CADA FRACCION PARA
REALIZAR TODA LA EXTRACCICN, PARA MEDIR
ACIDOS KUCLEICDS Y PROTEINAS

ESQUENA Ko, 6.
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REBULTADOSBB

Ha sido previamente descrito que el manejo del tejido encefdlico
modifica los resultados obtenidos al determinar la concentracién
de Acidos nucleicos (May y Grenall, 1956). Es inicialmente impor-
tante el eliminar, hasta donde sea posible, la contaminacién con
sangre, para sello es aconsejable lavar con agua fria, de manera
de provocar la lisis de 1los eritrocitos y por lo tanto facilitar
su eliminaciédn. Ha sido también descrito que la presencia de una
actividad alta de S5'-nucleotidasa y de ribonucleasa (Palladin y
Waelsch, 1955) produce degradacién del ARN y por lo tanto resul-
tados que seridn menores que los realas.

Esto debs tenerse tantc mAs an cuenta, cuanto ha sido demostrado
que 1los niveles de estas enzimas son particularmente altos en el
cerebelo y en el hipotdlamo (May y Grenell, 195€6). Muestras de
cersbelo y de hipotAlamo e son almacenadas en el congelador,
afn a -200C, tienen significativamente menor cantidad de ARN que
las muestras procesadas frescas. Nuestros resultados
preliminares, realizados con el fin de establecer correctamente
nuestra metodologia, dJdemostrarén que el contenido de ARN del
hipotAlamo se reducia casi un 50% después de almacenarloc a =-200C
durante una semana. A&n después de la precipitacién con Aacido
perclérico una disminucién del 15% en la concentracién de ARMN del
hipotAlamo podia ser observada.

Para evitar esta perdida del ARN se dacidid procesar el tejido no
mAstarde del siguiente dia de sacrificadas las rata y agregar un
inhibidor de la ribonucleasa al buffer en el cual se realisa 1la
homogenizacidén (se utilizé heparina),de esta menera pudo lograrse
la determinaciédn de la cantidad real de ARN presente en el tejido
hipotalamico, el establecimiento de esta metodologia requirid la
practica de cuidadoscs estudiocs de recuperacién de ARN agregado
exégenanente. Nuestros resultados finales aseguran que la
recuperacién del ARMN es consistentemente mayor al 95% (Tabla I).

Para la determinacién de ADN y de proteinas, las pruebas des
recuperacién y estabilidad, realizadas de la misma manera, no
mostrardn ningtn cambio después de una semana de congelacién, por
lo cudl estas daterminaciones pudieron ser realizadas algunos
dias después de obtenidas las muestras.

En la figura i, guedon apreciarse los cambics e experimenta el
peso hamedo del hipotAlamo durante el crecimisnto de la rata.
Puede observarse gue Jas ratas machos recién nacidas poseen un
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hipotalamo significativamente mayor e las hembras, pero gue
esta diferencia se anula durante el crecimiento de manera gque a
los cuarenta dias ya no existe ninguna diferencia en el peso del
hipot&lamo entre 1las hembras y los machos. Esto indica gque el
hipotalamo de las hembras tiene una velocidad de crecimiento
mayor que el de los machos lo cual puede apreciarse en la fiqura
1, a que en las hembras el peso del hipotdlamo practicamente se
duplica entre los 5 y los 120 dias de edad. Debe dacirse que el
geso del hipotdlamo del animal adulto ha sido reportadoc por otros
nvestigaores (May y Grenell, 1956) igual a 40 mg de peso hamedo,
en nuestros resultados el peso del an 1 adulto, considerando
todos los animales estudiados, machos y hembras, fue de 34.5 +/-
2.2 mg.

La determinacién del ntmero de células por conteo en un
hemocitémetro ofrecié al principio algunas dificultades, fun-
damentalmente por la presencia de las ramificaciones de las
nsuronas, no obstante, un entrenamiento adecuado y la realiszacién
de la cuenta utilizando un microscopic de contraste de fasas,
permitié realizar con bastante seguridad el conteoc,como 1lo
demuestra la escasa variadbilidad encontrada en el contec celular
de las mitades hipotaldmicas las cuales como ya dijimos, fueron
procesadas por separado.

El némero da células hipotaldmicas, obtenidas por conteo directe
del tejido disociado con tripsina (Pigura 2), mostrd un némerc
mayor de células en el hipotAlamo del macho a los 5 Yy a los 40
dias de edad. A 103 120 dias de edad. el némero de células no fue
diferente estadisticamente entre 1los machos y las hembras. Lo mAs
importante de los datos parece sgser e) aumentoc en el ntmerc de
células observado sn lcs machos entre los 5 y los 40 dias de edad

en las hembras, en las cuales el namero de células del
hipotdlamo no dejo do aumentar hasta después de los 40 dias de
edad. Nuestros datos parecen un poco mdés altos que los referidoes
alcanzan los 20 millones de células por hipotAlamo.

En apoyo a nuestros resultados podemos decir, gque cuando el con-
tenido de ADN se utiliza para calcular el nfmero de células en el
hipotalamo, tomando como referencia la cantidad de 6.5 pg de ADH
por células (May Yy Grenell, 1956) ¥y la cantidad de ADN por
hipotdlamo en el animal adulto de 113 4/- <~10.5 ug. nos da,
aproximadamente , 18 millones de células por hipotalamo, lo cual
esta bastante cerca del némero obtenido por observacidn directa.

Es necesario observar, asi mismo , que la concentracién de ADN
fué también mayor en los machos que en las hembras a los 5 dias
Y a los 40 dias de edad, 3in que exista ninguna diferencia sig-
nificativa a 1los 120 dias de edad. Sin embargo, también es

i
-3



necesario sefialar que no se encontrd ningtna diferencia, que
fuera estadisticamente significativa, en la concentracién de ADN
del hipotAlamo dentrc de un mismo sexo en las diferentes edades
(Fig. 3), 1o cual contrasta claramante con el conteo celular
realizado bajo el miscorscopio.

En la figura 4 puede observarse gque la concentracién de ARN s8élo
fue diferente entre hembras y machos a los 40 dias de edad. Esta
misma diferencia fue observada en la concentraciédn de proteinas,
la cual fue bastante mayor en el macho que en la hembra a los 40
djas de edad. Estos raesultados son llamativos porque indican una
mayor actividad metabélica del hipotalamo en el macho cuando a
los 40 dias, recién iniciada la pubertad, uno podria esperar lo
contrario. Bin embargo, debe tenerse en cuenta gue ha sido
descrito que la testosterona estfmula la =sintesis de ARN men-
sajero en el hipotAlamo (Park y col. 1988), también dabe racor-
darse que una de las principales acciones de 1los estrégenocs
parece relacionarse mAs con la estabiliacién del mensajero exist-
ente (Brock y Bhapiro, 1983), que son su sintesis.

Las figuras 4 y 5 también indican la importante disminucién en la
concentracién de ARN y proteinas que se observa en el animal
adulto,asi como la ausencia de diferencias significativas en 1la
concentracién de estos pardmetros en las ratas adultas y en las
de 5 dias de edad.

Las realciones ARN/DNA (fig. 7) y ARN/Proteinas (fig. 6) que nos
hablan de la actividad sintética y funcional del hipotalamo, ex-
presan con claridad las escasas diferencias encontradas entre
machos y hembras en estos importantes parametros, lo cual indica
que, a pesar de notables diferencias en otros parimetros la ac-
tividad funcional, por célula, del hipotdlamo es aproximadamante
igual en los animales de ambos sexos. Esto hace que las diferen-
cias encontradas tengan mayor importancia fisiolégica. Asi
podemos observar que en los animales de 5 dias de edad las
células hipotalamicas Qe las hembras son mAs activas
Zegddlicamente que las células del macho (Fig. 7), a pesar de
que esta diferencia se pierde a los 40 y 120 dlas de edaq,
mientras que en la relacién de RNA/PROT, (fig. 6), se ve dis-
minuida & 1los 40 dlas y se ve favorecida, a los 120 dias.



RESULTADOS DEL RENDIMIENTO DE RMA DE LA TECNICA PARA EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Y PROTKINAS
FRACCION la. 2a. 3a. 3b. 4a. 4ab. Sa. 5b. 6a. GaZ 6b. &b
CONCENTRACION DB
RMA (ng/g ted). B.55 2.46 3.79 3.81 2.72 5.80 2.08 4.27 1.82 23.27 1.35 3.68
1 SEMANA DESPUES 1.07 1.10 _ 1.64 2.32 1.05 1.90 0.9 2.33 0.86 2,45
PORCENTAJE DE
VARIACION 57.82 55.19 - _  40.5 60.85 49.43 54.18 49.3 29,68 36.32 38.16
CONCENTRACION DE
DNA (mg/p ted.). 0.84 0.95 0.28 0.37 0.53 0.76 0.50 0.5 0.57 0.54 0.54 0.61
1 SEMANA DESPUES 0.43  0.36 ~ _  0.44 0.33 0.28 0.35 0.40 0.31 0.52 0.5
PORCENTAJE DE
VAHRIACION 37.98 61.18 - - 16.7 55.9 43.52 38.25 28.36 42.51 6.0 28.86
CONCENTRACION DE
PROTEINAS (mg/g tef). F£7.89 26.6 11.894 24,92 29,78 40.2 30.16 14.7 27.63 19.14 25.06 22.51
1 SEMANA DESPUES 37.81 33.66 _ 33.09 39.35 24.5]1 21.99 28.65 26.1 20.47 26.61
PORCENTAJE DE
VARIACION +34.54 426.35 +11.1 42,24 18.76 +49.65 +3.72 +36.36 17.46 +18.2

Para reallzor estaparte dol culudio me utilizuron ratas macho ndultns.
La solucién de RNA utilizudn para esto proceso

tenta unn concentrucidn de 1.01 mg/ml.



PESOS DEL HIPOTALAMO

PESOS DE LOS HIPOTALAMOS EN RATAS
(DIFERENTES EDADES)
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No. CELULAS 1 x 106
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CONTENIDO DE DNA EN CELULAS DE HiPOTA-
LAMO EN RATAS (DIFERENTES EDADES)
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CONTENIDO DE RNA EN CELULAS DE HIPOTA-
{ _ LAMO EN RATAS (DIFERENTES EDADES)

ORTINDS TN et 60 UL AR X SOTAMMG W -y

qu'v«vswcm ESTADSTCA COA »tl!cmu.nmom]

|mumoo=cuamuzsxmn Y-l'nmﬁ‘

Pig. No. 4

72



CONTENIDO DE PROTEINAS EN CELULAS DEL
HIPOTALAMO EN RATAS (DIFERENTES EDADES)
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RELACION BNA/PROTEINAS DE HIPOTALAMO
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I RELACION DE RNAJDNA EN CELULAS DEL
| HIPOTALAMO EN RATAS (DIFERENTES EDADES)
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PIBCUBION

Hemos ya revisado con anterioridad los pumerosos trabajos de
investigacién que bhan precisado, ain lugar a dudas, el papel
critico gue desempeiia el ambiente hormona, especificamente los
andrégenos en condiciones mnormales, como factores de 1a
diferenciacién de un sustrato inherentemente femeninoc, a un
cerebro e hipotalamo funcionalmente masculinos. 8in embargo, a
pesar de la existencia de numerosos datos experimentales, no -
hay el mismo entendimiento acerca del mecanismo de accién de es-
tas hormonas para provocar dicho ofecto. Borprendentemente, al
ravisar 1la 1literatura relacionada es Aificil encontrar estudios
que marquen un sustratc bidsico de conocimientos sobre los cuales
sea después dificil estructurar una hipétesis sobre dicho
mecanismo de accién.

En efecto, sorprende gque existan teorias que elaboran, como
veremos despuds, sobre el ntmero de células en determinados
nticleos, sobre la conectividad dendritica de 1las células del
hipotdlamo o sobre el efecto que la sintesis de macromoléculas
tienen sobre el proceso y que no sea posible encontrar referen-
cias sobre algunos pariAmetros bAsicos que sefialen si existen
diferencias en el desarrollo del hipotAlamo femenine y masculine
durante el mencicnado pericdoe critico de la diferenciacién
sexual hipotalaAmica, tales como: diferencias en pesc, diferencias
en ntmero de cé&lulas, constitucién bioquimica, actividad fun-
cional general, etc.

Debemos empezar por considerar que existe una diferencia pequeia,
pero significativa, en el peso del hipotAlamo en los animales de
S dias de edad (fig. 1). En efecto, el macho posee un hipotalamo
levemente mayor (21,7 +/- 1.6 mg) ?uo la hembra (17.5 +/-2.0 mg).
este dimorfismo sexual, que estaria perfoctamente de acuerde con
lo sugerido por Gorski (1979) y por otros investigadores (Tobet y
col, 1986), ha sido pasado gor alto debido, sin lugar a dudas, a
la falta de experimentacién sobre este importante parametro.
cuandoc se considera el animal adulto, en el cual este tipo de
determinacién se ha hecho con fr ia (May y Gredell, 1956;
Nurnberger y col. 1956), ya no se encuentra ninguna diferencia,
como puade ser también observado en los resultados presentados en
esta téais (fig. 1).

Existen pocos trabajos que traten sobre la evaluacién de los
parAmetros bioguimicos basales del hipotalamo y aparentemente,
ning@no sole que haya tratado de establecer los cambios que
suceden en estos parametros basales como consecuencia de 1la



diferenciacién sexual de este érgano. B8in embargo, esa posible
correlacionar nuestros resultados con los de algunos otros inves-
tigadores, de manera de validar nuestra metodologia. Nurnberger y
Gordon (1957) encontrarén que el némero células del hipotdlamo de
la rata adulta, calculada con base en el contenide de ADN, fud de
14.5 x 10°6, nuestros resultados indican un ntmero de células de
aproximadamente 21.5 x 1076 en el animal adulto y de
aproximadamente 10 x 10°6 en el animal de 5 dias de edad. Resul-
tados similares han 8sido reportados también por May y Grenell
(1956) en la rata adulta. Para estos datos se utilizé um equiv-
alente de 65 x 10°-8 ug de APN-P por célula (Gray y de Luca,
1936) .

La relacién ARN/ADN del hipotdlamo de 1la rata adulta ha sido
reportada por May y Grenell (1956) igual a 1.9 +/- 0.7, nuestros
resultados indican para este mismo parametro, en el animal
adulto, 1.95 +/- 0.20 para el macho y 1.55 +/~- 0.15 para la
hembra, esta diferencia fue estadisticamente significativa. La
concentracién de ADN del hipotaAlamo encontrada-por estos mismos
autores, a pesar de la diferente metodologla usada y .del
diferente sistema de cAlculo caen dentro de la dimensisn de los
valores encontrados por nosostros.

Esta bien establecido que el peso promedio del cerebro es RAYoOr
en al hombre gue en la mujer y que el peso del cerebro no puede
ser facilmente correlacionado con el peso corporal o con la es-
tatura. Una diferencia semejante ba sido precisada en el caso del
peso del cerebelo en el hombre, asi como en el caso de la néduila
espinal en el gato. (Calaresti y Henry, 1971). Diferencias maAs
localizadas han sido precisadas en los nécleos relaciocnados con
el canto en las aves (Nottebohm y col. 1976} y en el caso de los
ceantros eyaculatories de la médula espinal en las ratas
(Breedlove y Arnold, 1980). Es pués posible admitir que existen
diferencias significativas, dependientes del sexo, en algunos
paraAmetros basalea como peso y tamafioc de algunas estructuras
encefdlicas.

Aunque estas diferencias se han encontrado fundamentalmente en
animal adulto, no parece que haya habido mucho interés por es-
tudiar si durante el desarrcllo también se presentan este tipo de
diferencias con relacién al sexo. Nuestros resultados indican que
existe una diferencia significativa en el peso del hipotalamo
entre los individuos de sexo masculino y femenino que puede ser
encontrada solamente en los animales de 5 dias de edad, pero que
desaparece al llegar a la edad adulta (Fig. 1).

Para explicar estas diferencias en peso y volumen deben tomarse
en consideracién por lo menos los siguientes cuatro factores: (i)
diferencias en el numero de neuronas, (ii) diferencias en el
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volumen de 1las peurcnas, (iii} la existencia de numercs
diferentes de células gliales, y (iv) una diferencia en el desar-
rollo de las dendritas, factor que es considerado dentro de la
razédn neuropila/pericariséa.

Pn el caso del cerebsloc humane (Jerison, 1969) y de la médula
espinal del gato (Caleresti y Henry, 1971) ha quedado bien
domostrade que las diferencias em peso y volumen son debidas fun-
damentalmente & la presencia 4e¢ un mayor néamero de células en el
mache que en la hembra. HNuastres resultados indican que este
también seria el factor determinante en el caso del hipotidlamo de
las ratas recién nacidas. En la figura 2 gqueda demostrado que el
ntmero de células del hipotadlamo en el macho de 5y 20 dias de
edad es significativamente mayor en el macho que en la hembra.

Bstos resultados obtenidos por cuenta directa del nameroc de
células en hipotAlamos disociados por tratamiento con tripsinma,
fuerédn confirmados dcngu&s por la determinacidn del contenido de
ADN de los hipotAlamo alslados.Esta determinacién demostré que la
cantidad de ADN por gramo de tejide hipotalamico es sig-
nificativamente mayor en el macho que en la hembra (figura3).

Puesto que la metodologia augloada hace dificil o, en le casoc de
la determinacién de ADN, mpogible distinguir con precisién
neuronas de microneuronas Yy a#n de células gliales, nuestros
resultados no pueden precisar con seguridad que tipo de células
es el que se encuentra en mayor nftmero en el hjpotAlamoc de las
ratas recién nacidas pero los resultados son concluyentes para
sefialar que una diferencia importante, observable en el llamado
periodo critico, Yy que por lo tanto puede ser relacionada con la
diferenciacién sexual del hipotdlame, es un ntmerc mayor de
células en el hipotdlamo del macho.

Huestros resultados estan de acuerdo con el creciente ntmero de
observaciones que indican la presencia de diferencias sexuales en
la morfologia del sistema nerviosos central (Gorski, 1979;
MacLusky y Naftolin, 1981). Estas diferencias son sobre todo
notables en el caso del sistema mervioso que controla el canto en
las aves, en el cual los 5 nécleos involucrados son notablemente
mayores en el macho que en la hembra. (Nottebohm y Armold, 197€).
El grupo de Gorski (Christensen y Gorski, 1978; Gorski y col.
1978; Gorski, 1979) bha saialado la existencia de diferencias
facilmente reconocibles en algunas estructuras hipotalAmicas
entre los animales machos y las hembras. Este fenémeno, que com=
prende fundamentalmente el area anterior del hipotAlamo y el area
presdptica, ha sido llamade dimorfismo sexual hipotalamico. Estos
autores han encontrado que a partir del nacimiento puede obsar-
varse un aumento en el ndmero y el tamafic de 1las neuronaas de
esta area en la rata macho, continuando durante los primeros 10-
15 dias de sdad.



La observacién de células nerviosas en mitosis es poco frecuente,
8i acaso existe, en el animal adulto. Por esta razén se ha con-
siderado que la neurogénesis termina antes del nacimiento. Este
es un principio que ha sido dominante en el pensamiento anatémico
desde hace mucho tiempo, a pesar de que ahora se sabe dque el
nimero de células de algqunas estructuras encefdlicas continua
creciendo por tiempos variables después del nacimiento. 8e sabe,
por ejemplo, desde los trabajos de Cajal, gque un tipo de neuronas
pequefias, las llamadas células granulosas, muestran una gran ac-
tividad mitoética en los animales jévenes. Be conoce igualmente,
desde principios de este Biglo, que el némero de células ner-
viosas de la corteza cerebral en la rata aumenta notablemente
gespges del nacimiento. Este fenémeno se prolonga hasta el dia 20
e vida.

MAs recientemente (1965), Altaman y Das, encontrarén por estudios
autoradiogrdficos, utilizando timidina marcada con tritio, que
una gran proporcién de las células nervicsas de axdnes cortes
presentes en varias estructuras encefilicas se forman después del
nacimiento en 1las ratas. ©Estos autores encontrarén que las
mieronaeuronas de algunas regiones aparecen particularmente mar-
cadas con el isotopo, ontre estas regiones se encuentran el giroe
dentado del hipocampo, en los nficleos relacionados con la funcién
olfatoria, el cerebelo y algunos nécleocs del area hipotalamica,

Los experimentos de Gorski y sus colaboradores (Christensen vy
Gorski, 1978;Gorski 1979), también indican el aumento en el
ntmero de neuronas de areas particulares del hipotAlamo que
pueden prolongarse hasta el dia 10-15 de la vida extrauterina.
8in embarge, debe sefalarse que los cambios demostradeos por este
grupo de investigadores han sido también relacionados con la
migracién o rearreglo de células pre-existentes. Esta #ltima
conclusién se ha basado en los estudios de Weiz y ward (1979),
quienes demostraronm gue la incorporacién de timidina tritiada en
el area predptica hipotaldmica termina alrededor del dia 20 del
embarazo y por lo tanto antes del nacimiento (MacLusky Yy Naf-
tolin, 1981).

Nuestros resultados (Pig. 2) indican que, después del nacimiento,
el hipotalamo parece temer un aumento significativo en el namero
de células. Este aumento es particularmente notable en el macho
entre los dias 5 y 20 de edad; dAurante eate periddo el némero de
células aumenta de 11.6 x 1076 por hipotdlamo a los 5 dilas de
edad, hasta 17.5 x 1076 células a los 40 dias de edad, este
ntmero de células permanece constante hasta la edad adulta. Un
aumento semejante se observa en las hembras, aunque en este caso,
el aumento en el némerc de células parece ser aAs lento y prolon-
garse mAs allA del dia 40 de vida, puesto que el némero de
células del adulto sélo se alcanza después de eaesta edad. Es
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notable el hecho de que este aumento en el ntmero de céalulas del
hipotAlamo, obtenido por cuenta directa de las células disociadas
por tratamiento con tripsina, no concuerda con la concentracién
da ADN (¥ig. 4), puesto que en este caso no existen diferencias
significativas en la concentracién de esta macromolécula, cal-
culada por grame de tejido. Es pues necesrio aceptar que la
sintesis de ADN necesaria para la multiplicacién celular se lleva
al cabo antes del dia 5 de¢ edad y que la mitosis se presenta
tiempo después, tal vez bajo el estimule hormonal adecuade. Tal
conclusién es del todo aceptable si se considera gque la
peliploidia ha sido frecuentemente encontrada en neuronas. Resul-
tados que pueden confirmar la anterior hipétesis han sido repor-
tades por Dorner y Staudt (Dorner y Staudt, 1968; 8taudt y Dor-
ner, 1968: Dorner y 8taudt, 1969; S8taudt y Dorner, 1976).

Estos autores han demostrado, utilizando un método de cariometri
sugerido por ellos (Dorner y Btaudt, 1968) que: {i) los nticleos
de las neurohas presentas en la regidén medial del area predptica
Y en el nécleo hipotalamico ventromedial de las ratas hembras
adultas son significativamente mAs grandes que los ntcleos de las
neuronas de las ratas machos adultas. En cambio, no hay ninguna
diferencia entre el tamafo de los nfcleos de las neuronas del
nticleo dorsomedial dal hipot&lamo: (ii) las ratas machos
castradas entre el dia 14 y 22 de edad, es decir, despuds da que
ha pasado el periods critico de la diferenciacién hipotalaAmica,
no mostraron ningAn cambio en el tamafic de los nécleos
hipotaldmicos, arriba mencionados durante la edad adulta: (iii)
las ratas machos castradas durante el primer dia de edad
demostrarédn un aumento del volumen nuclear de las neuronas de los
ntcleos mencionados, de manera de alcanzar uh tamano semejante al
de las ratas hembras: (iv) el efecto referido en el inciso an-
terior fué totalmente prevenido por la administracién en el dia 3
de vida de una sola dosis de 1.25 mg de propionato de testos-
terona.Dosis mAs pequefias de PT (20 ug) tuvieron solo un efecto
parcial en evitar el efecto de la castracién previa: (V) de 1la
mayor importancia fue el hecho de gue se pudo establecer una
correlacién entre el volumen nuclear de las neuronas de eastos
centros hipotalidmicos y la frecuencia de presentacién de conducta
sexual de tipo femenino. Es pues completamente Qosibla que el
volumen nuclear pueda ser correlacionado con la posible presencia
de poliploidia de las neuronas femeninas, 1o cudl contribuiria a
explicar la ausencia de diferencias en la concetracién de ADN de
las células hipotaladmicas entre los animales machos y las
hembras, a pesar de la presencia de una diferencia significativa
en el ntmero de células (Fig. 2 y 3 ). En la rata y el ratén
recién nacidos la sintesis de ARN ocurre de una manera mAs efec-
tiva en las cortezas del cerebro y el cerebelo, en las paredes de
las vesiculas del cerebro anterior, en el complejo taldmico y en
las areas nucleares del sistema 1limbico (Mackinnon y col. 1969).
En los primeros dias de vida y hasta la pubertad puevos centros
de actividad sintetizadora de ARN aparecen, fundamentalmente en
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el psistema extrapiramidal y en el hipotalamo (Mackinnon y col.
1969). Beghn estos autores, desde la edad neonatal hasta la edad
senil, la sintesis de ARN disminuye en el cerebro como un todo.
Esto esta de acuerdo con los resultados de otros grupos (Hyden,
1967) que indican que la sintesis disminuye progresivamente desde
1a nifez hasta las altimas decadas de la vida en las neuronas
motoras del cerebro humano y con los resultados de Richter (1958)
y de Guroff y Undenfriend (1964), en los cuales la saintesis de
proteinas es mayor y mAs rapida en el animal recién nacido que en
el adulto.

Estos datos pueden ser correlacionados con nuestros resultados en
los cuales puede verse (fig. 4) que sl contenido da ARN del
hipotdlamo del macho aumenta un poco entre los dlas de edad (p-
0.05) para desptes disminuir notablemente en el hipotélamo del
animal de 120 dias de edad. La conducta de la concentracién de
ARN en al hipotAlamo de las hembras es diferente a la del macho
en @& en las hembras no existe ninguna modificaciédn en el con-
tenido de ARN entre los 5 y los 40 dias de edad, sin embargo la
disminucién en el contenido de ARN de las henbras adultas, es
probablemente, mAs importante que la observada en los machos, ya
que llega a ser unicamente la mitad de 1la concentracién en-~
contrada en los animales de 5 dias de edad (fig. 4).

Esta misma tend ia se tra cuando se consideran los canm-
bios en la concetracién de proteinas (fig. 5). B8in embargo en
este caso 8e observéd, en los animales de 40 dlas de edad, un
aumento en la concentracién de proteinas que fue significative en
los animales de ambos sexos, aungque fue mucho mayor en el macho.

Clayton y col. (1970) fuerédn los primeros en demostrar gque la
inyeccién de testosterona a ratas hembras recién nacidas produce
una disminucién significatfiva de la incorporacién de uridina mar-
cada con carbono 14 en la mayoria de las areas encefdlicas es-
tudiadas, con 4os notables excepciones, la amigdala y la regién
anterior del hipotAlame, en las cualea, por el contrario, la
inyeccién de testosterona indujo un ligero aumente en la
incorporacién del sustrato marcado al ARN. De estecs resultados
los autores concluyen gue uno de los efectos de la testostercna
como regulador de la diferenciacién higotal&nicu es la induccién
de un aumento en la sintesis de protelnas especificamente en las
nsuronas involucradas en este proceso, Kobayashi y Gorski (1970)
observarén que la aplicacién de actinomicina D o de Puromicina,
conocidas como inhibidores de la sintesis de ARN o de proteinas,
respectivamente, actéan de msnera antagénica a lcs andrégenos
dqurante la induccién de la diferenciacién hipotalamica. Salaman
(1974) demostré después que la administracién dAde estos in-
hibidores, incluyendo el S5-flurouracilo, era antagnonista solo
contra las dosis bajas de andrégenos (30 ug). Bin embargo la
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Alfa-amanitina, que inhibe la sintesis soloc de ARN mensajero,
proporciond una proteccidn casi total, incluso contra desis altas
de testosterona (200 ug). Los inhibidores de la sintesis de ADN,
hidroxiurea, tuvierén un efecto semejante contra las dosis
moderadas y altas de andrégenos.

Bstos hallazgos sugieren que uno de 1os mecanismos de accién de
los andrégenos durante la diferenciacién sexual se ejerce al
nivel de 1la traduccién y la transcripcién del mensaje genético,
iniciando 1a secuencia de sintesis de ARN mensajeros especificos

por 1lo tanto la sintesis de las proteinas requeridas para la
diferenciacién posiblemente de enzimas,como la aromatasa (Morali
y col. 1977), los receptores especificos para hormonas requeridos
por las células hipotalAmicas (MacLuski y McEwen, 1980), 1la
sintesis de tubulina y/o actina necesarias para la transmisién
del impulso nervioso (Dokas, 1983) o finalmente, 1la sintesis de
recoptores especificos para los neurotransmisores (Mendes y col.
1980). Estos resultados y esta hipétesis puede ser confirmados
por nuestros resultados, ya que come hemes mencicnade se cbserva
en el macho entre los dilas 5 y 40 de edad, un aumento pequaeno
pero significativo en la concentracién de ARN, acompaiado de un
aumento mucho mAs notable en la concentracién de proteinas (fig.
4y5).

Pn s8suma, nuestros resultados estarian de acuerdo con alguno, o
todos, los esquemas propuestos para explicar el mecanismo de
accidn de las hormonas esteroides como impulsoras de 1la
diferenciacién sexual del hipotAlamo durante el llamado “periodo
critico*. Estas teorias, que han sido recientemente revisadas por
Gorski (1979), pueden agruparse en tres grupos, los cuales no
deben ser considerados como mutuamente excluyentes:

a).- Bl efecto irreversible y permanente de las hormonas es-
teroides sobre la diferenciacién del hipotAlamo, sugirié desde un
principlo que 1la actividad de los esteroides debla realizarse a
través de una verdadera reorganizacién de la estructura de 1los
ndcleos hipotalamicos involucrados. Este mecanismo que en prin-
cipio parecio uno de los menos probables, ha sido apoyado por
numerosas evidencias que apoyan la existencia de un dimorfismo
sexual bien aparente, nc sclo en el tamafic y el ntmero de células
de algunos n@cleos (Gorski, 1979; SBtaudt { Dorner, 1976), sinc
también en la estructuracisn de las ramificaciones dendriticas y
en el némero de conexiones astablecidas por diferentes células
durante el proceso de diferenciacién (Torand-Allerand, 1980). En
la actualidadq, uede decirse que el dimorfisme sexual se
manifiesta a varios niveles, desde las diferencias de tamafio y
némero de células reportados en este trabajo, hasta variaciones
pequenas en la organizacién (Raiman y Field, 1973) y en 1la
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morfologia de las sindpsis (Matsumoto y Arai, 1976).

b) .- Modificiaciédn en la actividad metabdlica de las neurocnas del
hipotalamo, particularmente relacionada con cambios en 1la
respuesta a los esteroides hormonales. Varios investigadores han
sefialado diferencias en la captacién de esteroides, namero de
receptores especificos, particularmente a estrégenos (MacLusky ¥
col. 1980; MacLusky ¥y McBwen, 1980). Esta accidn debers ser
traducida finalmente por la accién gendémica de los estercides,
induciendo sintesis de RNA y consecuentemente, de proteinas
especificas, tales como la arcmatasa, que seran indispensables
para la realizacién correcta de la diferenciacién hipotalimica.
Este efaecto, para poder explicar la caracteristica persistencia
del efecto, deberA implicar el establecimiento irreversible de
mecanismos de control de 1la sintesis de estos receptores o la
sintesis de proteinas que modifiquen permanentemente el metabo-
lismo del hipotdlamo.

c).- Iniciacién de una cascada fisiolégica de caracteristicas
ermanentes relacionada con les requerimientos de transmisién del
mpulso nervioso Yy su regulacié. Este mecanismo r eriria la

ingciacien de la sintesis de algunas proteinas especificas, tales

como la llamada 8-100 (Btewart, 1975), la tubulina y la actina

(Dokas, 1983), o los Treceptores a algunos neurotramsmiscores,

tales como los sitemas andrenérgicos y colinérgicos. Por ejemplo

ha sido descrito que la androgenizacién del hipotdlamoc de la rata
hembra elimina definitivamente el ciclo de recambio de 1la
dopamina que e3 tan caracteristico de la hembra adulta (Gorski,

1979) .

Para establecer el método miAs adecuado de disgregacién de las
células se hicierédn experimentos utilizando varios métodos de
incubacién con tripsina.

Fuerdn dos los métodos de disgregaciédn gue se utilizarén para es-
coger finalmente uno. Uno de los métodos de dAisgregacién fus el
de tripsina calients, que consistia en: se extrae el hipotdlamoc y
sepica finamente, para posterjormente pasarlo a un matraz Erlen
Meyeor ¥ se adiciona 10 ml. de tripsina al 0.25%. 8e incuba ¢
horas a 370C con agitacidn en un agitador magnético a 200 rpm.
Cada 30 minutos se dejardn sedimentar los fragmentos sustituyendo
la solucién de tripsina por una nueva solucidn hasta complstar
las 4 horas. Daspuds de este tiempo se elimanara la trispina por
centrifugacién a 500 g durante 5 min. De esta manera ae obtendra
un pagquete celular al cuAl se les Adaterminara el pocentaje de
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células viables por la tincién de azul tripan.

El otro método es el que se mensiona en material y metodos, que
consiste en incubar el tejido con solucidn de tripsina al 0.25%
por 24 horas a 4oC.

Be decidio escoger el método de tripsina fria, por que obteniamos
viabilidad del 92% +/. 2.5 mientras que con la té&cnica de trip-
sina caliente obteniamos viadbilidades del 83 +/~ 3.8, ademAs que
nos permitia organizarnos perfectamente para sacrificar. extraer,
disgregar las células, y 24 horas despues hacer el el conteo
celular y medir la viabilidaa.

Para completar la disgregacidn provocada por la accién de la
trignina, el tejido hipotalAmico fué cuidadosamente pipeteado
hacia dentro y hacia afuera de una pipeta Pagsteur, cuya punta
estrechada hasta medir unos 500 um de dlametro, habla sido pulida
por el calor., La suspensién celular se centrifuga a 2500 rpm
durante 10 mihutos para obtener unicamente el paquete celular, el
cual es lavado dos veces con PBBA, utilizando cada vez un volumen
igua a 10 veces el peso inicizl del tejido hipotalamico.

. 34'
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